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緒言

製造管理及び品質管理における分析では多検体を処理する必要性から、 l検体あたりの分析時間の短縮が求めら

れる。液体クロマトグラフィーにおいては、第15改正日本薬局方（JP.XV)などの公定書では粒径 5μmのODSカ

ラム（径 4.6nun、長さ 150nun）が主流であるが、最近、高分離分析が可能で分析時間の短縮化が期待できる粒径

3 μm以下の充填剤が出回りつつある。そこで、今回演者らは、重要生薬であり央雑物の影響により分析時間の長い

ニンジン中のギンセノシド Rg1と、オウレン、オウバク等に含まれ、分離の困難で‘あるパルマチンとベルペリンについ

て、粒径 3μm ODSカラム（径 4.6mm、長さ 75mm）を用い、分析時間の半減を図るとともに、公定書（JP.XV）収載

の医薬品の液体クロマトグラフィーによる試験について、利用可能かどうか検討することとした。

実験

I.試料

附延寿堂製 ニンジン、オウレン、オウバク

2.標準品‘ 和光純薬工業製ギンセノシド Rg1、Re及びベノレベリン塩化物、パノレマチン塩化物
3.方法

(1）ニンジン中ギンセノシド Rg1

本品の粉末論れgを精密に量り、共栓遠心沈殿管に入れ、薄めたメタノーノレ（3→5)30 1札 を加えて15分間振り

混ぜ、遠心分離し、上澄液を分取した。残留物は更に薄めたメタノーノレ O→ 5)15 mLを加え、同様に操作した。全

上澄液を合わせ、薄めTぴタノーノレσ→5）を加えて正確に 50mLとした。この液 IOmLを正確にとり、希水酸化
ナトリウム前夜 3mLを加えて30分間放置した後、 0.1mol IL塩酸試液 3mLを加え、薄めたメタノール（3→5)

を加えて正確に 20mLとし、誠司溜夜とした。

別にギンセノシド Rg1及び Re標準品約 JOmgを精密に量り、薄めたメタノールο→ 5）を加えて正確に 100
mLとし、標準溶液とした。

試料繍夜及び標準溶液につき、町LC法により Table1.の分析条件を用いて溶液中のギンセノシド Rg1を測定し

た。また、使用したカラムを Table2.に示した。

~· Table 1. 田 LC試験糸件 （ニンジン中のギンセノシド Rg1)
目検出器 l紫外吸光光度計（測定波長：203nm) 

l主雪今......J竺~－管~－ f.~ ~ .門竺．？；？虫色烹雪.？.~ .r:'.r:'. ~ ~~－~？？三；全．．．．． ．．．．．．． ． ． ．．．｜
カラム温度 bo。C付近の一定温度 ｜ 

扇動．相···· ·－－ ~~·伝子長己同~iCiii念.. (4":"1)・・・・ 

流量 81 mしImin 

注入量 810 μL 

Table2. 使用カラム（ニンジン中のギンセノシド Rg1)

カラム 粒子径 内径 ×長さ メーカー・ 備考

し－columnODS 3 μm 4.6×75 mm GERI 

Unison UK-Cl 8 3 μm 4.6 X 75 mm Imtakt 
内
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(2) コナウレン、オウバク中ベルペリン

本品の粉末約 0.5g精密に量り、メタノール／希塩酸混液（100:1)30 mLを加え、 i霊流冷却器を付けて水浴上で

30分間加熱し、冷後、ろ過した。残留物は、メタノール／希塩酸混液（JOO：り30mL及び 20mLを用いて、更に

この操作を2回行なう。最後の残留物にメタノーノレ 10mLを加え、よく振り混ぜた後、ろ過した。全ろ液を合わせ、

メタノールを加えて正確に IOOmLとし、試料溶液としt=..o

別にベノレペリン塩化物及びパルマチン塩化物標準品約 10mgを精密に量り、メタノーノレに溶かして正確に 100

mLとし、標準溶液とした。

試料溶液及び標準溶液につき、四LC法により Table3.の分析条件を用いて繍夜中のベルベリンを測定した。ま

た、使用したカラムを Table4.に示した。

Table 3. HPLC試験条件（オウレン、オウバク中のベノレペリン）

I＿場停．持＿＿＿＿＿＿J磐宮｜児者主~－計＿＿（｝.別津波号.:. :3.4~. !1.f!l) __ -------------..... -• 
_1_J＿雪弁＿＿＿＿＿＿＿J些fJ塑且円1・内管－~：・？.円円J ・f季．主－~~－~~ －q?ρ.C?~者雪主． ．．． ． ． ．
カラム温度 1140℃付近の一定温度
移動相 ｜水／アセトニトリル混液（1: {) 1006 mlにリン酸ニ水素カリウム"3.4

~－~及びラウリル硫酸ナトリウム ~L~を加えて溶かす．
流量 Ill ml i ~in 
注入量 rs μL 

Table4. 使用カラム（オウレン、オウバク中のベルペリン）

カラム 粒子径 内径 ×長さ メーカー 備考

1--------~号~~~~~－~~－~~~~－－－－－－－－－－三円.-----－~丹－ ~－？~円－--. ----. ！~~~~~－. ---
Unison UK-Cl 8 3 μm 4.6×75 mm Imtakt 

Develosil HG-3 3 μm 4.6×75 mm 野村化学

CAPCELLPAK Cl 8 UGl 20 5 μm 4.6×150 mm 資生堂 参照用

結果及び考察

I.ギンセノシドRg1

Table 5.に示すように、ギンセノシド Rg1の平均保持時間は短い順に UnisonUK司Cl8、L-columnODS、

Develosil MG-3となったが、L-columnODSは室間再現性において最大10.6分の差が生じた。また、すべてのカ

ラムについて、分自肢は1.5以上であり、システム再現t｜主は良好で、あった（Table5～7.）。各社HPLC機種につい

ては Table8.に示しむ定量値に関して従来のカラムである粒径 5問、内径 4.6mm長さ 150mmとこれらの

カラムを比較したところ、Table9.に示したように差は認められなかった。実際に UnisonUS-Cl8償提 5問、内

径 4.6mm長さ 150mm）と UnisonVIく・C¥8(Ji主径 3J.UTI、内径 4.6mm長さ 75mm）を用いてニンジン試料を

測定したクロマトグラムを Figure1.に示したが、UnisonUS-Cl8と比較し UnisonUK・Cl8では保持時間が 112

程度に短縮され、分離度も良好で、あった。以上より、粒径 3問1、内径 4.6mm長さ 75mmのカラムはギンセノシ

ドRg1の測定に関して、分析時間の短縮化に有効であると考えられた。
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Tables.ギンセノシド Rg1の保持時間

I 保持時間（分） ｜粒径 ｜ A社 ｜ B社 ｜ C社 ｜一亘社 ｜ E社 ｜ F社 ｜ G社 ！会社間
I (μm) I ギンセノシドR~1 I Ave. 

Unison UK-C18 I 3 I - I 12.7 I 12.8 I - I 12.7 I 12.3 I 11.5 I 12.4 

Develosil ODS-MG-3 I 3 I - I ー I - I - I 17.8 I 16.9 I 16.3 I 

Unison US-C18 I 5 I ー I 24.2 I 24.o I ー｜ー I g4.9 I ー I 24.4 

ー：；未検討

Table6.ギンセノシド Rg1及び Reの分離度

’粒径｜ A社 I B社 ｜ c社 ｜ D吾 ｜ E社 ｜ F社 ｜ 函 ｜会社間

(μm) I ギンセノシドRg1／ギンセノシドRe I Ave. 
分離度

L-column I 3 I 1.86 I 1.74 I 1.80 I 1.89 I 1.87 I 2.16 I 1.52 I 1.83 

Unison UK-C18 I 3 I ー I 2.07 I 2.11 I - I 2.15 I 2.15 I 2.05 I 2.11 

I Develosil ODS-MG-3 I 3 I - I - I - I - I 1.91 I 1.82 I 1.75 I 1.83 

Unison US-C18 I 5 I ー I 2.15 I 2.03 I ー ｜ ー I 2.23 I ー I 2.14 ． 一・未検討

Table?. ギンセノシド Rg1定量におけるシステム再現性

｜粒径 ｜ A社 ｜ B社 ｜ c在 l 社 ｜ E社 ｜ F証 I G証 ｜会社間
再現性（%） ｜ 

I (μm) I ギンセノシドRgl I Ave. 

し－column I 3 I 0.14 I 0.09 I 0.27 I 0.15 I 0.12 I . I . I 

Unison UK-C18 I 3 I - I 0. I .23 I ー I .07 I . I . I 

Develosil ODS-MG-3 I 3 I - I - I - I - I 0.15 I .68 I 0.47 I 

Unison US-Cl 8 I 5 I ー I o.53 I 0.23 I ー ｜ ー I o.39 I ー I o.38 

一： 未検討

B＊.土 Cヰ土 D社 E韮 F社 G社

，虚壁 LC-lOAT I HPLC2010NCHTI LC-lOADVP 

島津製作所｜ 島津製作所 ｜島津製作所

しC-lOADVPI HPLC2010NCHTI Prominence 

島津製作所 ｜島津製作所 ｜島津製作所

D-7000 

目立

Table9. ニンジン中のギンセノ、ンド Rg1定量値

・粒径 ｜ A社 ｜ B社 I c社 ｜ D社 ｜ E社 ｜ F社 ｜ 証 ｜会社間
(μm) I ニンジン I Ave. 

定量値（%）

し－column I 3 I 0.40 I 0.38 I 0.24 I 0.36 I 0.37 I 0.37 I 0.35 I 0.35 

1 Unison UK-Cl 8 I 3 I ー I o.37 I o.35 I - I 0.35 I 0.37 I o.38 I o.36 

Develosil ODS-MG-3 I 3 I ー I - I - I - I o.38 I 0.37 I o.37 I o.37 

Unison us-c 18 I 5 I - I o.36 I o.35 I 申 ｜ ー I o.37 I ー I o.36 
ー：未検討

- 31ー



② 
② ① ginsenoside Rg1 

② ginsenoside Re 

＼刈｜ム
① 

Unison US-C18 （粒径 5μm, 4.6× 150 mm) 

f) 

Unison UK-C18 （粒径 3阿， 4.6× 75mm) 

。 10 20 30 0
・m
4

m

 

50 60 70 80 

Figure 1. Unison UK-Cl8とUnisonUS-C 18の比較

2.ベルペリン

JP. XVの定量法では、注入量は 20μLとなってしもが、20μLで、は良好なクロマトグラムが得られなかったため、

5 μLに変更して試験を行なった（Figure2ふシステム再現性は1.5%以下で‘あった（Table10.）。パルマチンとベ

ノレベリンの分間肢は分析機器の機種によって差が認められたが、最大となったのは CadenzaCD・C!8であり、室品

開再現性も良好で、あった（Table11よTable12.に示すように、試料の定量値はほぼ同様の値を示した。Figu陀 3.電J
は実際にオウレン、オウバクを測定したクロマトグラムで、ある。また Table13.に示すように、ベノレペリンは 3.3～

3.9分に溶出し、従来の樹歪 5山内径 4.6mm長さ 150nunカラムの場合の 10～ 15分と比較すると、約

1/3に分析時間の短縮ができた。

次に、従来のカラムであり各社において通常使用している CAPCELLPAJくC18UG120を用いて同一試料を局

方の条件で測定し、CadenzaCD・C18との比較を試みたが、CAPCELLPAJくCl8UG!20は局方条件では分離度

が 1.2前後で、定量値にもパラつきがあり、定量に適さなし、ことが判明した。そこで、各社において通常分析してい

る条件で CAPCELLPAKCl8 UG!20とCadenzaCD・Cl8を比較したところ、Table14.に示すように各社とも分

離支は良好であり、保持時間も忽縮されたことから、今回用いた粒径 3凶n内径 4.6mm長さ 75mmのカラムは

各社の通常の分析に応用可能であると考えられた。Table15.に各社使用HPLC機種を示した。
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． 

be巾町ne

Cadenza CD-C18 I I…：；－：＂＇・ -I') 
一一ノ iこζ ’

J i標準港液 5μL 

Unison UK-C18 

Develosil HG・3

。 2 3 4 5 
min 

Figure2.注入量の比較

Table IO.ベノレペリン定量におけるシステム再現性（CV)

再現性（%）
粒径 A社 B社
(um) ベルペリン

Cadenza CD-C 18 3 0.66 0.26 ・・・・・ー－・ーー・．．．．．．．．．．．．．．．・・・・．．，，．． ー・・・・．．．．．． ・ー・・．．．．．．．
Unison UK-C18 3 1.44 0.42 ・・・・・・ー・・・・．，，，．．・・・・ー・ー・・， －・・・・．．．．． ・・・・．．．．．．． ・・・・．．．．．．．
Deverosil HG-3 3 1.11 0.97 

Table 11.ベノレペリン及びパノレマチンの分自践

粒径 A社 B社

C社

1.57 －ーー．．．．．．．
1.25 ，．，．．．．．．． 
1.49 

C社
分離度

(um) ベルペリン／J ~ルマチン
Cadenza CD-C18 3 1.80 1.45 1.45 ー・・・・・・・・・・ー，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． ．．．．．．．．．．． －．．．．．．．．．． ・・・・・・・・・・．
Unison UK-Cl 8 3 1.88 1.00 1.53 ー－－－－－－－－－－－．．．，．．．．．．．．．．．－－．．．．．．．． ．，．．．．－－－－－ －－．．．．．．．．． ・・・・・・・・・・．
Deverosil HG-3 3 1.40 1.18 1.12 

Table 12.オウレン、オウバク中のベノレベリン定量値

定量値（%）
粒径 A社 B社 C宇土

(um) オウレン
Cadenza CD-Cl 8 3 6.92 6.63 6.81 ．．．．．．．．，，，．．．．．．．．．．．，．，．． ・・・・・．．．．． ・・・・．．．．．．． －ー・.............・・・・・・・・・．，
Unison UK-Cl 8 3 6.77 6.75 6.72 

・・・・・・・・・ーー・・ー・・・・・・・・・ーー・・ －－－－－－－－－－ －ー・．．．．．．．．ー・・・・ーー．．．． ・・・・・・・・．．，
Deverosil HG-3 3 7.29 6.8 6.73 
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会社間

Ave. 

0.83 
ー・・・・・・・・ー・
1.04 ．．．．．．．．．．． 
1.19 

会社間

Ave. 

1.57 
－・・・・・・・・・ー
1.47 
－ー・・・・・・・・・
1.23 

会社間 A社 B社 C社 会社間

Ave. オウバク Ave. 

6.79 4.15 4.02 4.19 4.12 ．，．．．．．．．．， ・ー・・・・・・・ー．， ．，，．，・・ー－－－－ ・・・・・・ーー－－ －・ー・，，．．．．．
6.75 4.09 4.11 3.90 4.03 
－－－－－－－－．．． ー・・・・・・・．．． ．．．．．．．．．．． ー－ー．．．．．．． －－－－－－－－－－－－ 
6.94 4.12 4.08 4.21 4.14 



オウレン オウバク

Ca「J三三こaCこ」亡1i:: 

自由_,JL一一一ー _,JL_ 

エごAJr Unison UK-C18 

Develosil Develosil HG-3 

。 2 3 4 5 。 2 3 4 5 
min 円11n

Figure3.オウレン、オウバクのクロマトグ、ラム。

Table 13.ベルベリンの保持時間

保持時間（分）
粒径 A社 B社 C社 会社間
(μm) ベルペリン Ave. 

Cadenza CD-C 18 3 3.45 3.55 3.62 3.54 
－ー・・ーーー・・・ーーーーー・・・・・・・・・・・・ －ー・・・・・・・・ －－－－－－－－．．． ，，，・ー．．．．．，．． －・・・ーー...・．．．－ーー－－－－－－－－
Unison UK-C18 3 3.67 3.36 3.85 3.63 
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－ ．．．．．．．．．． ．．．．．．．．．．． －－－－－－－－－－－ ．．．．．．．．．．． －ーー－－－－－－－－
Deverosil HG-3 3 3.29 3.44 3.47 3.40 

B: berberine 

p: palmatine 

Table 14.各社条件における CAPCELLPAKC 18 UG 120倣径 5μm）と CadenzaCD-C 18 （粒径 3μm）の比較

．粒径｜ 保持時間 （分） ｜ 分離度

(um) I A社 IB社 Ic社 IA社 IB社 Ic社
CAPCELLPAK C18 UG120 I 5 I 16.0 I 14.26 I 8.19 I 2.60 I 2.03 I 1.74 
Cadenza CD-C18 

Table 15.各社目LC機種

A社
2695 

WATERS 

まとめ

3 7.50 

B社
LC-1 OA 

島津製作所

6.73 6.03 2.40 2.07 1.56 

C社
LC-20A 

島津製作所

今回、ニンジン中のギンセノシド Rg1、オウレン、オウバク中のベノレペリンについて、JP.XVなどの公定書に用いら

れている粒径 5凶η のODSカラム（径 4.6mm、長さ 150mm）に替え、粒径 3凶nODSカラム（径 4.6mm、長さ

75 mm）を用いた結果、各生薬とも、分析時間の短縮化を達成することができた。今後は他の医薬品成分（製剤）への

応用を検討するとともに、更なる包縮化を目指し、最近発売された粒径 2μm ODSカラムの利用も視野に入れ検討す

る必要がある。
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緒言

製造管理及び品質管理における分析では多検体を処理する必要性から， 1検体あたりの分析時間の短縮が

求められる．液体クロマトグラフィーにおいては， 日本薬局方（JP.XV）などの公定書では粒径 5umの
ODSカラム（径 4.6剛，長さ 150mm）が主流であるが，最近，高分離分析が可能で分析時間の忽縮化が期

待できる粒径 3um以下の充填剤が出回りつつある．そこで，今回我々は，粒径 3μmのODSカラム（径 4.6 
mm，長さ 75mm）を用い，汎用されるかぜ薬成分のアセトアミノフェン，カフェイン，エテンザミド，ク

ロルフェニラミンマレイン酸塩，デキストロメトルファン臭化水素酸塩及びノスカピンについて，成書l)

2）収載の液体クロマトグラフィーによる分析法に応用し，分析時間の短縮化の可能性について検討した．

方法

1. アセトアミノフェン，カフェイン及びエテンザミド

かぜ薬・解熱鎮痛薬の試験法収載の一般用医薬品試験法IIi lに準じて，下記の試験法に従い， Table

lの分析条件で、行った

試料約 0.24 g （アセトアミノフェン約87mg，エテンザミド約 53mg，カフェイン約 10mgに応す

る量）を精密に量り，薄めたリン酸（1→1000)／アセトニトリノレ混液（1:1) 20 mL及び内標準溶液

5mLを正確に加え， 15分間超音波抽出を行った．この液 5mLを正確にとり，薄めたリン酸（1→1000)

／アセトニトリノレ混液（8:1) を加え 50mLとし，遠心分離後，上澄液を 0.45 μ mのフィルターで

ろ過し，試料溶液とした ＠ 

内標準溶液 安息香酸の薄めたリン酸 （1→1000)／アセトニトリノレ混液（1:1）溶液（1→100)

Table 1 アセトアミノフェン，カフェイン及びエテンザミドの分析条件

検出器 紫外吸光光度計（測定波長280nm)

カラム Table 3に示したもの

カラム温度 40℃付近の一定温度

移動相 薄めたリン酸（1→1000)／アセトニトリル混液（17:3)

流量 1 mL/min 

注入量 20 μ L 

試料 市販かぜ薬（1日量）

アセトアミ ノフェン 650 mg，エテンザミド 400mg，カフェイン 75mg，クロノレフェ

ニラミンマレイン酸塩 7. 5 mg，デキストロメトルファン臭化水素酸塩 32 mg，ノス

カピン 48 mg 

2. クロノレフェニラミンマレイン酸塩，デキストロメトルファン臭化水素酸塩及びノスカピン

武田寧らの月間薬事27収載の医薬品迅速分析法g2lに準じて，下記の試験法に従い， Table2の分

析条件で、試験を行った．なお，測定波長と移動相組成については，今回用いた製剤組成及びカラムに

対応し若干変更した．

試料約 0.146 g （クロルフェニラミンマレイン酸塩約 0.6 mg，デキストロメトルファン臭化水素酸

塩 2.6mノスカピン約 3.8mgに対応する量）を精密に量り，薄めたリン酸（1→1000)／アセトニト

リノレ混液（1:1) 35 mLを加え 15分間超音波抽出を行った．内標準溶液 10mLを正確に加え，薄め

たリン酸（1→1000)／アセトニトリノレ混液 （1: 1）を加え 50mLとした．遠心分離後，上澄液を 0.45

μrnのフィルターでろ過し，試料・溶液とした．

内標準溶液 フェナントレンの薄めたリン酸（1→1000)／アセトニトリノレ混液（1:1）溶液（1→2500)
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Table 2 クロノレフェニラミンマレイン酸塩，デキストロメトルファン臭化水素酸塩及びノスカピンの分析

条件

検出器 紫外吸光光度計（測定波長226nm)

カラム Table3に示したもの

カフム温度 50℃付近の一定温度

移動相 ラワリル硫酸ナトリウムの薄めたリ ン酸（1→1000）溶液（1→200)／アセ トニトリノレ

混液（13:12)

流量 1 mL/min 

注入量 10 μ L 

試料 Tablelに示した試料と同様

3.使用カラム及び機器

Table 3に示した性能3）を有する粒径 3μmのODSカラム（径 4.6mm，長さ 75mm) 3本及び機器（Table

4）を使用し， 各社で各成分の保持時間，分離度，システム再現性，定量値を求めた．なお，

A～D社はアセトアミノフェン，カフェイン，エテンザミド F～K社はクロルフェニラミンマレイン
酸塩，デキストロメトルファン臭化水素酸塩及びノスカピンを分析した．

~ tble 3 カラム（粒径3μm，内径4.6mm，長さ 75mm)

カラム名 メーカー
疎水性相互作用 水素結合性 平面認識能

α（T/B) α（Cf/Ph) α（Tp/Ot) α（Ts/Cs) 

YMC-Pack Pro C18 YMC 2. 14 0. 33 1. 29 1. 07 

Hydrosphere C18 YMC 2. 11 0. 37 1. 20 1. 06 

Inertsul ODS-SP GL Sciences l. 93 0.40 1. 15 1. 01 

Table 4 各社の使用機器

A宇土 B干土
C, G, 

D干土 F社 H, Kキ土
I, J社

使用機器 2010C L-7400 LC-20A LC-lOA LC-2010 

メーカー 島津製作所 HITACHI 島津製作所 島津製作所 WATERS 島津製作所

結果及び考察

• 1.アセトアミノフエン，カフェイン， ェテンザミド
4社において Tablelの分析条件で，Table3の粒径 3μm，内径 4.6mm長さ 75mmの 3種類の

ODSカラムを用いて試験したところ，いずれも良好な分離を示した.Fig. 1にクロマ トグラムの例を示

す．

またエテンザミドの溶出が約 12分で、あったことから，文献の分析時間25分の半分保以下に短縮され

る結果となった．また，対照カラムとして，従来の粒径 5μm，内径 4.6mm 長さ 150m のODSカ

ラム （WatersPuresil : 1社のみ使用）を用いて比較したところ，60弘程度に短縮された.(Table 5) 

充てん剤の品質（疎水性相互作用，極性等）の違い（Table3）が分離条件に及ぼす影響を調べるため，

使用したYMC-Pro Cl8, Hydrosphere Cl8, Inertsil ODS-SP各カラムの保持時間及び分離度を比較した

(Table 5及びTable 6）.疎水性相互作用が比較的小さく，極性が大きいInertsilODS-SPにアセ ト

アミノフェンの保持に若干増加が見られた以外は，溶出ノ守ターンに大きな違いは見受けられなかった．
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のクロマトグラム長さ 75mm)内径4.6mm, （粒径3μm, 各カラムFig. 1 

各カラムにおける保持時間（分）

アセトアミノフェン カフェイン エテンザミド

AVE(N=4) SD CV AVE (N=4) SD CV （見） AVE(N=4) SD CV（出）

YMC-Pack ProC18 1. 73 0. 03 1. 9 2. 33 0. 06 2. 6 11. 63 0.61 5. 2 

Hydrosphere Cl8 1. 86 0. 03 l. 5 2. 55 0. 05 2. 1 11. 61 0.53 4. 6 

Inertsil ODS-SP l. 93 0.04 2. 1 2.49 0. 06 2. 6 11. 40 0.61 5. 3 

Puresil (Waters）’ 2.83 3. 71 19.09 

Table 5 

151J 長さ内径 4.6阻＊：粒径 5μm, 値は4社の平均（AVE），標準偏差（SD）及び相対標準偏差（CV),

各カラムにおける分離度

アセトアミノフェン
カフェイン／I.S. I. s. ／エテンザミド

／；カフェイン

AVE(N=4) SD CV（見） AVE (N=4) SD CV（目） AVE(N=4) SD CV（出）

YMC-Pack ProC18 4. 39 0. 57 13. 0 24.82 1. 32 5. 3 3. 78 0. 35 9. 2 

Hydrosphere C18 4.82 0. 59 12. 2 24.47 1. 47 6. 0 4. 77 0.29 6. 1 

Inertsi 1 ODS-SP 3.87 0. 49 12. 6 23.91 l. 76 7. 4 4. 11 0.23 5. 7 

Puresil (Waters）・ 5. 61 33. 02 4. 10 

mm 

Table 6 

150 長さ内径 4.6 mm ＊：粒径 5μm, 値は4社の平均（AVE），標準偏差（SD）及び相対標準偏差（CV),

また各社同検体，同測定条件によりシステム再現性を確認したところ，各社の再現性は良好で、あった

(Table 7). 定量値においては粒径 3μ mと5μ mの対照カラムでほぼ閉じ値を示し（Table8），十

分用いることができると考えられた．
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Table 7 各カラムにおけるシステム再現性

再現性 （%）
A社 B社 C宇土 D社 At土 B社 C社 D社 A社 B社 C社 D社

アセトアミノフェン AVE カフェザン AVE エテンザミド AVE 

YMC-Pack 

Pro C18 
0.09 0. 12 0.04 0. 21 0. 12 0.26 0. 10 0.04 0. 12 0. 13 0.03 0. 12 0.04 0. 06 0.06 

Hydrosphere 
0.03 0. 14 0. 01 0. 26 0. 11 0. 10 0. 16 0.01 0.20 0. 12 0.03 0. 16 0.02 0. 10 0.08 

Cl8 

Inertsil 

ODS-SP 
0.02 0. 13 0. 08 0. 21 0. 11 0.03 0. 13 0.08 0. 18 0. 11 0. 06 0. 13 0.06 0.06 0. 08 

Puresil 
0. 12 0. 15 ー 0. 10 

(Waters）寧

＊：粒径 5μm，内径 4.6mm 長さ 150mm, 

Table 8 各カラムにおける定量値（%）

アセトアミノフェン カフェイン エテンザミ ド． AVE(N=4) SD CV （弘） AVE (N=4) SD CV（出） AVE(N=4) SD CV （話）

YMC-Pack ProC18 99.8 0. 15 0. 2 100.2 0. 17 0.2 101. 2 1. 18 1. 2 

Hydrosphere Cl8 99.8 0.06 0. 1 100.0 0. 33 0. 3 100. 2 0.34 0.3 

Inertsil ODS-SP 99.8 0.25 0. 3 100. 0 0.44 0.4 100. 1 0.42 0.4 

Puresil(Waters)* 99.9 99.8 ー 100. 3 

値は4社の平均（AVE），標準偏差（SD）及び相対標準偏差（CV), ＊：粒径 5μm，内径 4.6 mm 長さ 150

mm 

2.ノスカピン，デキストロメトノレファン臭化水素酸塩，クロルフェニラミンマレイン酸塩

6t土においてTable2の分析条件で，粒径 3μ m，内径 4.6mm長さ 75mmのODSカラムを用いて試

験したところ，いずれも良好な分離を示した.Fig. 2にクロマトグラムの例を示す．なお，今回，内径

4.6 mm長さ 75mm （粒径 3μ m）のカラムが文献2）の方法に応用可能か検討したところ，移動相組

成を 60:40から 52:48(13: 12）に変更したところ各成分が良好に分離した． このことは，現在のODSカ

ラムの品質が試験法の作成された当時のものとは若干異なるためと恩われた．． また対照カラムとして，粒径 5μ m，内径 4.6mm 長さ 150皿 のODSカラム （Iner凶 1ODS-2, 
¥'MC-ODS AM302：それぞれl社のみ使用）を用いて比較したところ，分析時間を約半分に短縮することが

できた（Table9). 
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Fig.2 各カラム（粒径3μm，内径4.6mm，長さ 75mm）のクロマトグラム

N：ノスカピン， D：デキストロメトノレファン， C：クロノレフェニラミン

Table 9 各カラムにおける保持時間（分）

ノスカピン
デキストロ クロノレフェニラ

I. S. 
メトノレファン ミン

AVE SD CY AYE SD CY AYE SD CY AVE SD CY 

目IC-PackProC18 4.5 0.33 7.3 7.9 0.65 8. 3・ 9. 7 0.91 9. 4 14.8 l. 15 7.8 

Hydrosphere Cl8 4.3 0.29 6.9 7. 1 0.54 7. 6 8.3 0.69 8.4 13.0 0.95 7.3 

Inertsil ODS-SP 4.3 0.26 6.1 6. 7 0.42 6. 3 7.4 0.50 6.8 11. 4 0. 82 7.2 

Inertsil ODS-2* 7.5 ． ． 12. 7 ー 16.07 24. 9 ー

YMC-ODS-AM302* 7.9 ． ． 13.8 17. 27 23. 8 

値は6社の平均（AYE），標準偏差（SD）及び相対標準偏差（CV), ＊：粒径 5μm，内径 4.6 mm 長さ 150

mm f) 

さらに，今回用いた粒径 3μmの充てん剤の品質の違いが分離条件に及ぼす影響を調べたところ，各

ピークの保持時間は，疎水性相互作用が大きい充てん剤ほど長い傾向を示した．このことについては，

ペアードイオンであるラワリノレ硫酸ナ トリウムの影響が示唆された．

また，各カラムの分離度については， InertsilODS-SPでのデキストロメトルファンとクロルフェニ

ラミンが 2.1と若干小さかった以外は，ほぽ良好な分離を得ることができ，定量値においても，対照カ

ラムとほぼ同様の値を得ることできた（Table10及びTable11). 

-40ー



Table 10 各カラムにおける分離度

ノスカピン／デキストロ デキストロメトルファン クロルフェニラミン／

メトノレファン ／クロルフェニラミン I. S. 

AVE SD CV AVE SD CV AVE SD CV 

YMC-Pack ProC18 13.1 0.70 5.4 5. 0 0. 37 7. 3 9.0 0. 56 6. 2 

Hydrosphere Cl8 11.4 0.67 5.9 3.4 0. 30 9. 0 9. 1 0.62 6. 8 

Inertsil ODS-SP 9.4 0.50 5.3 2. 1 0. 27 13. 0 9. 0 0.26 2. 9 

Inertsil ODS-2* 15.0 6. 8 11. 9 

YMC-ODS-AM302本 16.2 6. 6 8. 9 

値は6社の平均（AVE），標準偏差（SD）及び相対標準偏差（CV), ＊・粒径 5μm，内径 4.6 mm 長さ 150

mm 

Table 11 各カラムにおける定量値（%）

ノスカピン
デキストロ

クロノレフェニラミン
メトノレファン＊＊

AVE SD CV AVE SD CV AVE SD CV 

1澗C-Pack ProC18 100.2 1. 16 1. 2 96.0 0. 91 1. 0 101. 0 1. 52 1. 5 

’Hydrosphere Cl8 100. 7 0. 97 1. 0 96. 7 0. 49 0. 5 101. 1 1. 13 1. 1 

Inertsil ODS-SP 100.6 0.63 0.6 96.6 0. 47 0. 5 100.8 0.89 0.9 

Inertsil ODS-2* 101. 9 95. 3 100. 1 

Y澗C-ODS-AM302* 99. 7 95. 5 100.6 

値は5社の平均（AVE），標準偏差（SD）及び相対標準偏差（CV), ＊：粒径 5μ m，内径 4.6 mm 長さ 150

mm, * ＊：無水物＼C1sH2sNO・HBr）としての含量

さらに， InertsilODS-SPを用いて耐久性試験を行い，連続 100回注入を試したが，定量値，分離度

とも影響は確認されなかったため， 日常ノレーチン試験に使用可能であると考えられた．

まとめ

今回，かぜ薬成分について，成書に用いられている粒径 5μ m，内径 4.6mm 長さ 150m の ODS

カラムに替え，粒径 3μm，内径 4.6 mm長さ 75mmのODSカラムを用いた結果，分離度，定量値，再

現性に問題なく，分析時間の短縮化を達成することができた．また.Table 4に示した通り，汎用機器で

& I' ’精度良く分析可能で、あったことから，広く適用されることが期待できると考えられた
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緒言

近年、小児や高齢の患者に対する服薬コンプライアンス改善のため、 口腔内速崩壊錠が相次いで

研究開発されている。 口腔内速崩壊錠が目標とする崩壊時間は口腔内で30秒以内と非常に速く、各

種添訓剤の配合比率などを考慮して製剤設計を行う必要がある。添加剤の中でも、特に崩壊剤の種

類や配合量が製剤設計において重要ではあるが、良好なテクスチャーを得るためには空隙率もまた

重要な因子となってくる。しかしながら、製薬業界において錠剤の崩壊速度と空隙率に関する実験

データは少ない。このため、本研究では空隙率が崩壊時間に及ぼす影響を測定した。また併せて、

各種崩壊剤の違いが崩壊性に与える影響も検討した。
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実験方法

1. 口腔内崩壊錠の崩壊速度に及ぼす空隙率の影響

1-1. 造粒処方とパインダー

主薬 （マーカー）

賦形剤

賦形剤

崩壊剤

アセ トアミノフェン

D・マンニ ト）ノレ

乳糖（200M)

L-HPC (LH-32) 

合計

g

g

g

g
一ほ

5

0

0

0

一
日

2

0

0

0
一
町

2

日

9

3

一2

パインダ－ HPC-L 

6.0 g (5%水溶液 ca.120 g) 

1-2. 造粒

上記処方を流動層造粒機（FL-LABO，フロイント産業附） （こ仕込み、設定したスプレー速度で蹴

を行った。 120gのスプレー量に達したら、 スプレーのみ停止し、造粒物を終点（43°C）まで乾燥したo， eヒーターを切り、排気？肢が40℃になるまで流動させた後に排出した。造粒物は 1400μm筋過品を
物性評価の試料とした。

1-3. 物性評価

単発打錠機（SEWORK PRESS WPM-2，閥東洋マテリアル， 臼杵；直径9mm,R12，打圧7KN) 

を用い打錠圧を変えて （1.0,3.0, 5.0, 7.0凶.J）打錠し、崩壊度と硬度を測定した（n=5）。また、錠剤

体積と真比重から以下の計算式に基づいて空隙率を計算した。

空隙率（%）＝［｛錠剤の体積一（錠剤の重量／原料成分の真比重）｝／錠剤の体樹×100

2. 口腔内崩壊錠の崩壊速度に及ぼす崩壊剤の影響

2・1. 打錠処方

タブレトーズ 298.5 g 

ステアリン酸マグFネシウム 1.5 g (0.5%) 

~ ・崩壊剤 ①L-HPC (LH-21 低置換度ヒド‘ロキシプロヒ勺レセノレロース 信越化学側製）
②ECG-505 （カノレボキシメチルセルロースカルシウム 五徳薬品附製）

③HPS （ヒドロキシプロピノレスターテ フロイント産業附製）

④PCS （部分α－化でんぷん 旭化成ケミカノレズ附製）

⑤エフメルト（口腔内崩壊錠に使用される崩壊性のある賦形剤 富士化学工業（株）製）

2-2. 物性測定

上記処方を単発打錠機（側岩黒製作所，臼杵；直径 10mm，隅角 R）に仕込み、打錠圧および重量

をほぼ一定（340mg）にして打錠し、錠剤の物性測定（崩壊度および硬度）に用いた。崩壊度は崩壊

試験器（NT-2HS，富山産業側）を用い、硬度は硬度計（附三力製作所）を用いてそれぞれ6錠ずつ測定し

た。
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実験結果および考察

1. 口腔内崩壊錠の崩壊速度に及ぼす空隙率の影響

実験 1の結果より、錠剤の空隙率が大きくなるほど崩壊時間が早くなる傾向が認められ、特に

空隙率を 20%以上にすることにより、崩壊性の改善が認められた（図 1）。空隙率が大きくならば、

毛細管現象によって錠剤内に浸潤してくる水の影響をより受けることになるため、崩壊性は向上

すると予想される。今回の実験結果よりこのことが確認された。

空隙喜界｛%）

図l 空隙率の違いによる崩壊時間の評価
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2. 口腔内崩壊錠の崩壊速度に及ぼす崩壊剤の影響

また、実験2の結果より、各種崩壊剤の違いによって崩壊時間に差が認められた（図2）。中でも

L-HPCは崩壊時間の顕著な短縮が認められ、硬度の低下も認められなかったことから、今回の処

方に関してはしHPCの崩壊性が優れていると言える。 L-HPCはヒドロキシプロポキシノレ基含量が

10～12.9%のセルロース誘導体であり、水に不溶で、膨潤する性質を持つ崩壊剤で、ある。

今回の実験結果より、 20%以上の空隙率を確保することと適切な崩壊剤を選択す右ことが、口

腔内崩壊錠の製剤設計において重要であることが結論付けられた。

50 50 ＠ 

40 

30 ~ 

量当
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図2 各種崩壊剤による崩壊時間と硬度の評価
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緒 Eコ

胆汁酸によるタンパク分解酵素活性の促進効果

Potentiating Effect of Bile Acids on the Proteolysis by Protease 

松永孝之、永井秀昌

Takayuki MATSUNAGA Hidemasa NAGAI 

富山県薬事研究所

Toyama Prefectural Institute for 

Pharmaceutical Research 

胆Y十酸はコレステロールの代謝産物であり 、肝臓中で生成された後胆汁成分として

十二指腸内に分泌される。これまで胆汁酸には、利胆作用、胆石溶解作用及び肝障害

に対する保護作用などが知られているが l）、 近年、免疫調節作用やアポトーシス抑制

作用など新たな薬理作用を有することが報告されている 2）。また、胆汁酸の受容体が． 同定され、胆汁酸や脂質の代謝及び糖質の代謝制御に胆汁酸が関与することが明らか
になってきている 3）。

心。

胆汁酸は、両親媒性で界面活性作用を有するため、消化液中の脂肪を乳化させ脂肪

粒子の表面積を増大することによりリ バーゼが作用しやすくなり、分解が促進される

4) 0 一方、タンパク分解酵素活性については、ペプシン活性に対しては胆汁酸は阻害

作用を示すが 5）、 トリプシン ・キモトリ プシン活性に対しては胆汁酸混液が促進作用

を示すことが近年報告されている 6）。 そこで、トリプシン・キモトリプシンを用いて、

遊離型及び抱合型胆汁酸、動物胆のタンパク分解酵素活性に対する効果を比較検討し

たので報告する。

実験方法

1.使用試薬 本試験で用いた胆汁酸は、コール酸（CA）、ケノデオキシコール酸

(CDC A）、ウノレソデオキシコール酸（UDC  A）、デオキシコー／レ酸（DCA) 

及びそれらのグリシン（G）またはタウリ ン （T）抱合体のNa塩である（以上、カ

ノレピオケム）。また、動物胆は、熊胆 （産地不明）、牛胆及び豚胆（国産）を用いた。

酵素基質としては、ヘモグロピン（和光純薬）、 3ーラクトグロプリ ン、 ミオグロビ

ン、 牛血清アルブPミン（BSA）、オボアノレミン（以上シグマ）及びベンジルアノレギニン

-pーニトロアニ リド（パケム） を用いた。また、タンパク分解酵素としては、トリプ

シン（和光純薬）及びキモト リプシン（シグマ）を各々反応緩衝液に溶解して用い

た。また、電気泳動用のポリアクリノレアミドゲ、ノレとして、SuperSep15% （和光純薬）

を、銀染色は SilverStaining Kit, Protein (GE＿へノレスケアバイオサイエンス）を用い

た。

2. 胆汁酸混液の調製 本試験で用いた胆汁酸混液の組成は、 12. 8 mM  G C 

A、12. 8mM GCDC A、6. 4mM GDC A、3. 2 mM  TC  A、3.

2mM TCDC A及び 1. 6 mM  TDC Aであり、人胆汁中の胆汁酸組成を模

したものである 7）。これらを、蒸留水に溶解して総胆汁酸濃度 40凶i溶液を調製した。

3.タンパク分解酵素活性の測定 1%タンパク溶液 25 0 μ 1に胆ず十酸混液 12 

5 μ. 1及び lOmM CaC12含む 5OmMトリス塩酸緩衝液（pH7.8) 1 O 
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5 μ 1加えて 37℃、 5分間前処理した。その後、タンパク分解酵素溶液（ 1 %ト

リプシン及びキモトリ プシン溶液を各々 10 μ 1 ）を添加して 37℃、 15分間反

応させた。 5%トリクロロ酢酸溶液50 0 μ 1添加して反応停止し、 5分間の氷冷

した後遠心分離（ 10, OOOrp m、5分間）して得られた上清の吸光度（ 2 8 

0 nm）を測定した。

4.ドデシノレ硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲノレ電気泳動（SDS-PAGE)

によるタンパク分離 上記条件で酵素処理したタンパク反応液 10 0 μ 1にサン

プノレバッファー「 125mMトリス塩酸緩衝液（ pH6.8）、 20%グリセロール、

10%2ーメルカプトエタノーノレ、 4%SDS、0. 0 4 %ブロモフェノールブノレ

ーJ4 0 0 μ 1添加し、 10 0℃、 2分間加熱して反応を停止した。この溶液をさ

らにサンプノレバッファーで 10倍に希釈した後、 37℃で 30分間加温した。その

後、希釈した検体（ 5 μ 1 ）をSD SーPAG  Eにより分離し三た（泳動条件：15mA

／ゲル、 1. 5時間、 泳動バッファー：25 mMトリス、 192mMグリシン、 0.

1%SDS）。泳動後のゲ、ノレは SilverStaining Kitを用いて銀染色を行い、タンパク

のバンドパターンを比較した。

結果

1. タンパク分解酵素による各種タンパク分解に対する胆汁酸混液の効果

タンパク分解酵素の基

質として汎用される Bs 
Aを用いて、タンパク分解

Fig. 1 トリプシン、キモトリプシンによる牛血清
アルブミン分解に対する胆汁酸の効果

に対する胆汁酸混液の効 1 .4 

果を検討した。その結果、

F i g. 1に示すように、

BS  Aは酵素反応の時間

に依存して分解が進行す

るが、胆汁酸混液が共存す

ることにより反応は明ら

かに允進し、反応 20分後

に定常状態に達した。

1.2 

~ 0.8 
CN 

g 0.6 
0.4 

0.2 。。 10 20 30 

反応時間（分）

40 

次に、 BSA含めて 5種

類のタンパクを基質とし

一。ー牛血清アルブミンー←牛血清アルブミン＋10mM胆汁酸混液

て用いた時の胆汁酸混液の効果をT

a b 1 e lに示した。その結果、ミ

オグロビンでは 2mM胆汁酸混液で

は2. 1 7倍、 1OmMでは9. 5 

5倍と顕著な分解の元進が認められ

た。また、 BSA及びオボアルブミン

でも 1OmMで2倍前後の分解充進

が見られたが、ヘモグロビン及び3
ラクトグロプリンでは明らかな充進

効果は見られなかった。そこで、以

降の試験ではタンパク基質としてミ

オグロビンを用いた。

Table1 5種タンパク分解に対する
胆汁酸の効果

ミオグロビン

牛血清アルブミン

オボアルブミン

ヘモグロビン

胆汁酸混液
2mM 10mM 
2.17 9.55 

2.11 2.25 

1.64 1.94 

1.45 0.98 

βーラクトグロプリン 1.04 0.79 

各値は，コントロールに対する相対活性比率を示す
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2.タンパク分解酵素によるミオグロビン分解に対する胆汁酸混液の効果

胆汁酸混液の濃度を変え

てトリプシン、キモトリプ

シン単独または併用時の酵

素活性に対する効果を検討

した。その結果、 F i g . 

2に示すよ うに、用量依存

的に活性の冗進が見られ、

2mM以上の・濃度で急激に活

性が允進した後キモトリプ

シン単独及び両酵素併用時

では lOmM でほぼ最大に遣

した。一方、 トリプシンで

は 5mM胆汁酸混液で酵素反応が最大に達した後低下した。

Fig. 2 胆汁酸によるタンパク分解酵素活性の
元進作用

12 

時 10

ま~ 8 
割
拠 6
1支 4
零
2 。

10 12 。 4 6 8 

胆汁酸；重度（mM)

2 

-0ートリプシン＋キモトリプシンー・ートリプシン -0ーキモトリプシン

• 3 タンパク分解に対する胆汁酸混液の充進効果の電気泳動分析による解析

Fig.3胆汁酸による3・ラクトグロプリン分解作用の冗進

Mr (kDa) 123 45678  9 1. BLGのみ

2. BLG+lmM BA 

3. BLG + 3mM BA 

4. BLG+IOmM BA 

5. BLG+Prot 

6. BLG+Prot+lmM BA 

7. BLG+Prot+3mM BA 

8. BLG+Prot+lOmM BA 

9. Protのみ

BLG: {3・ラクトグロブリン
(O.Smg/0.1 ml反応液）

BA：胆汁酸混液

Pr"Ot：トリプシン＋キモトリプ
シン（Iμ.g/0.1 ml反応譲）

97 

66 

45 ・圃．
.. 』・e・．十‘

33 -

20.1 ., 14.4 
最初に、基質としてHラクトグロプリンを用ドて検討した。基質に胆汁酸混液を
添加すると胆汁酸の濃度に依存して低分子側のバンドが増加する傾向が見られた

(Fig. 3）。一方、基質にトリプシン及びキモトリプシン添加すると基質のバン

ドが若干減少した。これに胆1十酸混液を添加すると基質バンドの減少がさらに進行
し、 3mM及び 1OmM胆汁酸では基質及び低分子側バンド共に顕著に減少した。

次に、他のタンパクでも検討した。その結果、 Fi g. 4に示すように、ミオグ
ロビンでは胆汁酸混液の添加によりタンパクバンドが減少した。また、 BSAでもタ

ンパクバンドの減少と共に分解物と思われる低分子側のタンパクバンドの増加が見

られた。さらに、ヘモグロビンの場合も胆汁酸混液の添加でバンドがほぼ消失し、

分解物と思われるスメアーが低分子側に見られた。
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Fig. 4 胆汁酸によるたんぱく分解作用の元進
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4. タンパク分解酵素によるミオグロビン分解に対する胆汁酸及び動物胆の効果

4種の遊離型胆汁酸のタンパク

分解酵素活性に対する効果を比較

検討した（Table2）。その結

果、DCAとCDCAではタンパク分

解の顕著な允進が見られ、 4mM

では前者で約 9倍、後者でも約 6

倍の活性充進を示した。一方、

UDCA及び CAでも活性充進は認

めるものの、前 2者に比べて弱い

ものであった。さらに、タウリン

抱合型でも検討したが、ケノデオキシコール酸で抱合型の方が若干活性の充進作用

が強い傾向を認めた以外は、遊離型と抱合型でほぼ同程度の作用を示した。

次に、 3種動物胆の作用を比較

Table2遊離型及び抱合型胆汁酸による

タンパク分解酵素活性の完進作用

遊離型 タウリン抱合型

コール酸 1.88 1.67 

ウルソデオキシコール酸 2.72 3.19 

デオキシコール酸 8.98 8.98 

ケノデオキシコール酸 5.93 7.14 

各値は，コントロールに対する相対活性比率を示す

．， 
Table3 動物胆によるタンパク分解酵素活性

の元進作用

作用濃度（mg/ml) 0.5 2.0 5.0 

熊胆 1.51 6.80 9.51 

牛胆 2.85 9.27 10.86 

豚胆 2.50 8.84 10.43 

各値は，コントロールに対する相対活性比率を示す

検討した。その結果、 T a b 1 e 

3に示すように、 3種動物胆は用

量依存的にタンパク分解酵素活性

を充進し、 5mg/m l作用時に

は熊胆で 9.5倍、牛胆では 10.9倍、

豚胆では 10.4倍の活性充進が認め

られたが、他の作用濃度の効果を

比較しても、熊胆が若干他2者に

比べて弱い傾向が見られた。

5.タンパク分解酵素による合成基質の分解に対する胆汁酸混液の効果

次に、胆汁酸が酵素自身あるいは基質であるタンパクに作用して活性允進を生じ

るのか検証するため、低分子の合成基質を用いてトリプシンによる分解に対する作

用を検討した（ Fig. 5）。その結果、胆汁酸の用量に依存して活性が阻害され、
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lOmM胆汁酸では約40%の基質分解に抑制された。

考 察
Fig. 5 トリプシン活性に対する胆汁酸の作用

胆汁酸は両親媒性物 1.2 

質であり、水溶液中では

ミセノレを形成して脂溶 ~ 0.8 
性ビタミンなどの吸収 員0.6
促進や胆石溶解作用を

京思 0.4 
有することが知られて

いる 8）。また、この性
0.2 

。
質により脂肪の溶解性 。 2 4 6 8 10 12 

を高めるため、リパーゼ 胆汁酸震度（mM)

による分解が充進する

ことがよく知られている 4）。一方、プロテアーゼによるタンパク分解に対する作用に

ついてはあまり報告がない。唯一、胆汁酸がペプシン活性を阻害するとの報告とトリ

プシン及びキモトリプシン活性を充進するとの報告があるのみである 6) 0 そこで、プ

ロテアーゼによるタンパク分解に対する遊離型、抱合型胆汁酸及び動物胆の効果を検

討した。

Ga  s sら6）は、ヒト胆汁中の胆汁酸組成及び濃度に相当する 6種の抱合型胆汁酸

混液を用いている。そこで、我々もこの胆汁酸混液を用いて検討した結果、吸光度法

によるタンパク分解の測定で、ミオグロビン、 Bs A及びオボアルブミンで分解の充
進を認めた。前2者については、 SDS-PAG Eにおいても分解促進によるタンパ

クバンドの減少を認めた。一方、ヘモグロビンは 2mM胆汁酸混液で若干のタンパク

分解の充進を認めるが、 1OmMでは充進作用は消失した。また、 8ーラクトグロプ

リンでは、 2及び 10 mM胆汁酸混液では充進作用は認められず、 lOmMでは阻害

作用が見られた。 しかし、SDS-PAG Eでは、両タンパク共に胆汁酸混液による

分解充進が認められた。この吸光度法と SD SーP.AG  Eにおける結果の相違は、反

応液中のトリプシン及びキモトリプシン濃度の差によるものと思われる。即ち、 SD 

S-PAG Eで分析したタンパク分解反応液中の酵素濃度は、吸光度法の 1/20で

あり、ヘモグロビン及び3ーラクトグロプリンでは高濃度の酵素存在下では胆汁酸混

液の促進効果は発現しにくかったものと思われる。逆に、オボアノレブミンの分解では、

SDS-PAG E法では胆汁酸混液による促進効果は認めないとされているが、吸光

度法では約2倍の促進が認められたのも酵素濃度によるものと考えられる。

プロテアーゼによるタンパク分解に対する胆汁酸の効果をトリプシン、キモトリプ

シンの単独時または併用時で検討した。その結果、両酵素併用時及びキモトリプシン

単独時では胆汁酸の濃度依存的にタンパク分解は允進し、 10 mMでほぼ最大に達し

た。一方、 トリプシンでは 6mM胆汁酸で最大に達した後 1OmMでは減少した。胆

汁酸は両親媒性の特性から、タンパクの立体構造に変化をもたらすものと考えられる。

この特性から、胆汁酸がタ ンパクである基質またはプロテアーゼに作用してタンパク

分解を促進しているものと推察される。そこで、基質を低分子の合成基質に代えてト

リプシンによる分解に対する胆汁酸の効果を検討した結果、胆汁酸の濃度依存的に活

性は低下した。このことは、胆汁酸は酵素自体には阻害的に作用するが、同時に基質

であるタンパクの構造も変えて酵素が作用しやすくなるため、全体的には活性の冗進

が見られたものと推察される。 E t oら5）が、ペプシンに対して胆汁酸が阻害的に作

用すると報告しているが、彼らは合成基質を用いて評価していることから、酵素に対
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する限害作用のみ見られたのかもしれない。タンパクを用いての再評価が必要である

と思われる。

個々の胆汁酸でプロテアーゼによるタンパク分解の冗進作用に差はあるのか検討し

た。その結果、 CA及びUDC  Aに比べてDc A及びCDC  Aの方が充進作用は強か
った。これは、臨界ミセノレ濃度（CMC）の差によるものと恩われる。また、 タウリ

ン抱合型でも CDC  Aを除いて遊離型と同程度の允進作用を示した。さらに、抱合型

胆汁酸を主要成分とする熊胆、牛胆及び豚胆の作用を検討したところ、熊胆に比べて

牛胆及び豚胆の方がタンパク分解の冗進作用が強いことが明らかになった。今回用い

た熊胆の胆汁酸組成は不明であるが、 TUDC Aが主要成分で、他にTCDC A及び

TC  Aが含有されているものと思われる。一方、 牛胆ではCDC A、Dc A及びCA 
のタウリン及びグリシン抱合体が、豚胆ではヒオデオキシコーノレ酸のグリシン抱合体、

CDC Aのタウリン及びグリシン抱合体が含有されている。動物胆におけるタ ンパク

分解の効力の差は、この胆汁酸組成及び濃度の差に起因しているものと思われる。

今回の結果では、食品中のタンパクとしてはオボアルブミンに対する作用しか見て

いないが、 Ga s sら6）は、食品タンパクサプリメン トでも胆汁酸による分解の充進

が認められることを報告している。このことから、胆汁酸は脂肪消化だけでなく食品 ． 
タンパクの消化においても促進作用を発揮しているものと推察される。そのため、胆

汁分泌が低下している状態では、動物胆などの利胆作用は、消化機能の改善に有効で

あると思われる。
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