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結言

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検体ー当たりの

分析時間の短結化が求められている。また、近年では、経済状況の悪化に廷因するア，セト

ニトジノレの価格高騰といった事象から使用溶媒の削減にも注カする必要がある。

これまでに高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に使湾する ODSカラムを日本薬局方等

の公定警で汎用される粒径 5μm（内径 4.6mm、長さ 150mm）から粒径 3μm（内径 4.6mm、

長さ 75mmHこ変更することで、分析時間の短縮化と移動相溶媒の削減を図ってきた i～3）。

今回、検討対象成分としては、成分が複数存在し分析時間の長い日局ブシ末中の総アル

カロイドと、加えて重要生薬であり、また、類似成分が複数存をするため高分離が要求さ

れる日局センナ末t:flの総センノシド（センノシド A及びセンノシド B）の合計二種類の生

薬成分を選択した。

実験方法

l . B局ブシ5夜中の総アルカロイドの分析

1 ）試薬及び試料

ブシジエステルアルカロイド混合標準物質（和光純薬工業開）

ブシモノエステノシアルカロイド混合標準物質（和光純薬工業捕）
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2 ）試験方法

第十五改正 日本薬局方第二追補 f真武湯エキスJの純度試験法に準じた。

ブシモノエステノレアルカロ イ ド混合標準溶液、ブシジエステルアルカロ イド混合標準溶

液を i:1で混合 したものをブシアルカロイド混合標準溶液とした。

また、 日局ブシ末 l.Ogを正確に量り、ジエチノレエーテノレ 20mLを加 えて振 り混ぜた後、

O.lmol/L塩酸試液 3.0mLを加えて 10分間振り混ぜた。これを遠心分離しジエチノレエーテ

ル層を除いた後、ジエチルエーテル 20mLを加えて同様の操作を繰り返した。水層にアン

モニア試液 l.OmL及びジエチノレエーテノレ 20mLを加えて 30分間振 り混ぜ、遠心分離し

ジエチノレエーテノレ層を分取した。水層はアンモニア試液 l.OmL及びジエチルエーテル

20mLを用いて同様の操作を 2回行った。全上澄液を合わせ、減圧下で溶媒を留去した後、

残留物にブシ用リン酸緩衝液／アセト ニト リル混液（1:1)10mLを正確に加えて溶かし、この

液を遠心分離し、上澄液を試料溶液とした。

3 ）試験条件

今回検討 したカラムを以下に示す。

対照カラムは、「財団法人 日本公定書協会編， JPTI日本薬局方技術情報 20064）」に例と

して記載されている TSKgelODS-80 TM （粒径 5μm、内径 4.6mm、長さ 150mm、東ソー

製）を用いた。

(l)YMC・Pack ODS・A （粒径 3μm、内径 4.6mm、長さ 75mm、YMC製）

(2)Mightysil RP・ 18GP（粒径 3μm、内径 4.6mm、長さ 75mm、関東化学製）

(3Hnertsil ODS・4（粒径 3μm、内径 4.6mm、長さ 75mm、ジーエルサイエンス製）

検出器は紫外吸光光度計（測定波長 ：245nm）、カラム温度は 40℃付近の一定温度、移

動相は、プシ用 リン酸緩衝溶液／テトラヒドロフラン混液（183:17）を用い、流量は毎分

l.OmLとした。各社は Table.lに示 した機器を用いて分析を行った。

Table. l各社で使用した分析機器

会社 A社 B社 C社 D社

使用機器
Prominence 1・2000 Prominence LC・2010A 

LC・20AB LC・20AD 

メーカー 島津 目立 島津 島津

2. 日局センナ末中の総センノシドの分析

1 ）試薬及び試料

センノシド A標準品（日本公定書協会）

センノシド B標準品（日本公定書協会）

日局センナ末

2 ）試験方法

第十五改正日本薬局方 「センナJの定量法に準じた。

センノシド A標準品（別途水分を測定しておく ）約 10.0mgを精密に量り、炭酸水素ナ ト

リウム溶液（1→ 100）に溶か し、正確に 20mLとしたものを標準原液（1）とした。また、セン

ノシド B標準品（別途水分を測定しておく）約 10.0mgを精密に量り、炭酸水素ナトリウム

溶液（1→100）に溶かし、正確に 20mLとした ものを標準原液（2）とした。標準原液（1)5mL

及び標準原液（2)lOmLを正確に量り、メタノーノレを加えて正確に 50mLとし、標準溶液と

した。 日局センナ末 0.5g を精密に量り、共栓遠心沈殿管に入れ、薄めたメタノー／レ

内
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(7→10)25mLを加え、30分間振り混ぜ、遠心分離し、 上澄液を分取した。残留物は薄め

たメタノーノレ（7→lO)lOmLずつで 2回 10分間振り混ぜて遠心分離 し、上澄液を分取 した。

全抽出液を合わせ、薄めたメタノーノレ（7→ 10）を加えて正確に 50mLとし、試料溶液とし

た。

各社は Table.2に示した機器を用いて分析を行った。

Table.2各社で使用した分析機器

会社 A社 B社 C社 D社

Waters 
Waters Alliance 

使用機器 2695（検出器：
LC-2010A/CHT Alliance LC-IOAVP 

2695（検出器 ：
Waters 2996) 

Waters 2996) 

メーカ ー Waters 島津 Waters 島津

3 ）試験条件

対照カラムは、「財団法人日本公定書協会編，JPTI日本薬局方技術情報 20065)Jに例と

して記載されている TSK-gelODS-80Ts（粒径 5μm、内径 4.6mm、長さ 150mm、東ソー

製）を用いた。今回検討したカラムを下記に記す。

(l)L-column ODS （粒径 3μm、内径 4.6mm、長さ 75mm、CERI製）

(2)CAPCELL PAK C18 SG120 （粒径 3μm、内径 4.6mm、長さ 75mm、資生堂製）

検出器は紫外吸光光度計（測定波長 ；340nm）、カラム温度は 50℃付近の一定温度、移

動相は薄めた pH5の lmol/L 酢酸・酢酸ナトリウム緩衝液（1→1O）／アセト ニト リノレ混液

(17:3)1000mLに臭化テ トラ nーへプチルアンモニウム 2.45gを加 えて溶かしたものを用い

た。流量は毎分 l.OmLとした。

対照カラムでのシステム適合性における システ ム性能は標準溶液 lOμLにつき、上記の

条件で操作すると き、セ ンノシド B、セ ンノシド Aの順に溶出し、その分離度は 15以上

で、センノシド Aのピー クの理論段数は 8000段以上であった。システムの再現性は標準

溶液 lOμLにつき、上記の条件で試験を 6回繰り返す時、センノシ ドAのピーク面積の相

対標準偏差は 1.5%以下であった。

実験結果

1 .ブシ末中におけるブシアルカロイドの分析（Table.3～6、Fig.I～3)

対照カラムを用いて分析を行ったところ、ベンゾイノレメサ コニ ン、ベンゾイノレヒパ コニ

ン、 14－アニソイノレアコニン、メサコニチン、ヒパコニチン、アコニチン、ジェサコ エチン

の順に溶出した（Fig.1）。また、その他の 3種類の検討カラムも同様の傾向 を示した（Fig.2）。

対照カラムによる標準溶液の分析において、隣接する成分との分離の困難なメサコ ニチン

及びア コニチンについて、 3種類の検討カラムは良好な分離度を維持 し、かつ高い理論段

数が得られた （Table.3）。なお、各カ ラムにおけるプシモ ノエステノレアノレカ ロイドの定量

値の差は爽雑物のピークの影響によるものと考えられる （Table.4）。

純度試験においては対照カラムとほぼ同等の結果が得られたが、カラムによってはメサ

コニチン、アコニチン及びジェサコニチンのピークが妨害された （Fig.3）。分析時間につ

いては対照カラムである TSKgel ODS-80TMのジェサコ ニチ ン溶出時間は約 69分、

YMC-Pack ODS-A 約 29分、 MyghtysilRP-18GP約 26分、 InertsilODS-4約 40分であ

った。最も分析時聞が短かった MyghtysilRP-18GPにおいては約 40分間分析時聞が短縮

された。 ブシ末中のプシモ ノエステルアルカ ロイドの定量においては YMC-PackODS-A 

qo 
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が、ブシジエステノレアルカ ロイドの分析においては MightysilRP-18GPが最も優れたカラ

ムパ フォーマンスを示した （Table.5,6）。

Fig.I 対照カラムのク ロマト グラム（ブシアノレカ ロイド混合標準溶液）

むV

5 

~ 
ペンゾイルメサコニン

(8~ ） 14・アニソイルアコニン

2 
(14・A)

(A) ジエサコニチン（J)。
。 10 20 30 40 50 60 70 80 min 

※分析機器： LC-2010A

Table.3メサ コニチン及びア コニチンのピーク情報（標準品の分析）

--------- メサコ ニチ ン アコニチン

カラム 保持時間（min)分離度・1理論段数 保持時間（min)分離度合2理論段数

TSK gel ODS-80TM 34.06 3.24 12761 48.80 3.66 14621 
－ー －一一一一一一一
YMC-Pack ODS-A 14.80 2.59 9638 20.94 3.02 9706 

Mightysil RP-18 GP 13.49 2.97 9711 19.01 3.06 9896 
一 一一一一一一

Inertsil ODS-4 19.68 3.18 9218 28.15 3.17 9308 

* 1: 14・ァェソイノレアコ ニンとの分離度 *2：ヒ パ コニチンとの分離度

Table.4 プシ末中のブシモノエステノレアノレカロ イ ドの定量

カラム ベンゾイノレメサ コニ ン ベンゾイル ヒパコニン 14・アニソイノレアコ ニン

(mg/g) (mg/g) (mg/g) 

TSK gel ODS・80TM 0.05 0.11 0.01 

YMC-Pack ODS-A 0.08 0.12 0.00 

Mightysil RP-18 GP 0.07 0.16 0.01 

Inertsil ODS・4 0.08 0.12 0.00 

Table.5ベンゾイル ヒパ コニ ン及び 14・アニソイ ノレアコ ニンのピー ク情報（ブシ末の分析）

---------ベ ンゾイル ヒパ コニ ン 14・アニソイノレアコニン

カラム 分離度合理論段数 シンメトリー係数 分離度・理論段数 シンメ トリー係数

TSK gel ODS-80TM 4.28 7071 0.92 3.03 9782 1.39 
ドーー骨喝同明同帽岨圃ー・司岬圃鋤咽嗣晶・4岨E・4・－－・E・－＋
YMC-Pack ODS-A 2.11 6066 0.83 2.15 6749 1.49 

Mightysil RP-18 GP 1.69 5514 0.93 1.06 7840 1.51 

Inertsil ODS-4 1.12 9107 1.20 3.62 7784 1.38 

女： 爽雑ピークとの分離度
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Table.6メサコ ニチン及びアコニチンのピーク情報（ブシ末の分析）

------------ メサコエチン アコニチン

カラム ガ離度・理論段数 シンメトリー係数 分離度・理論段数 シンメトリ ー係数

TSK gel ODS・80TM 3. 73 8395 0.75 3.29 9024 1.13 
一一一一一一一一一 一一 一
YMC・Pack ODS・A 1.00 8192 ． 2.89 5620 1.43 

Mightysil RP・l8 GP 4.81 6901 0.84 2.84 5094 0.84 
一一 一一一一… ーー

Inertsil ODS・4 1.34 9491 1.06 2.03 6458 1.35 

＊： 爽雑ピークとの分離度

Fig.2各カラムのクロマトグラム（ブシアノレカロイド混合標準溶液）
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※分析機器： LC・2010A
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Fig.3各カラムのクロマトグラムの比較（ブシ末の分析結果）
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BM：ベンゾイルメサ コニン、 BH：ベンゾイノレ ヒパコニン、 14・A:14ーアニソイノレアコ ニン、

M：メ サコニチン、 H：ヒパコニチン、 A：ア コニチン、 J：ジェサコニチン

※分析機器： LC・2010A

2. センナ末中における総センノシドの分析（Table.7、8、Fig.4) 

粒径 3μmのカラムの選定にあたり、粒径 5μm（内径 4.6mm、長さ 150mm）の種々のカラ

ムを用い、センナを分析した（Table.7）。その結果、センノシド Bとその前に溶出する不明

ピーク （Ul）の分離が良好であった L・columnODS及びセンノシドAの後に溶出する不明ピ

ーク（U3）保持時聞が最も早かった CAPCELLPAK Cl8 SG120を選定し、粒径 3μmカラム

での検討を行うことにした。なお、極性や疎水性相互作用などの充填剤の性質の違いと溶

出挙動にははっきりとした関係が認められなかった。

粒径 3μmの L・columnODS及び CAPCELLPAK C1s SG120の 3μmについて，センノ

シド Bとその前に溶出する爽雑物 Ulの分離は十分で、定量値は粒径 5μmの対照カラムと

ほぼ同等であり、良好な結果を得た。分析時間は L・columnODSで約 1/2に、CAPCELL 

PAK C1s SG 120で約 1/3に短縮でき た（Table.8、Fig.4) 
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Table. 7セ ンナ末中の総セ ンノシド分析結果 （粒径 5μm)

カラム
SA 分離度 保持時間（血in)

理論段数 Ul-SB U2・SA SB-SA SB SA U3 

TSKgel ODS-80Ts 
14146 

（対照カラム）
4.2 2.4 18.1 15.3 29.1 56.6 

L・column ODS 11586 4.0 4.5 15. 7 13. 7 25.1 52.8 

Unison US-C18 11560 3.9 4.2 16.5 14.8 28.1 54.5 

CAPCELL PAK C1s SG120 9873 3.8 3.9 12.5 11.4 19.3 39.4 
一一 一一一一

Mightysil RP・ 18GP 12202 3.7 10.1 15.6 12.8 23.0 45.0 

Atlantis T3 12977 2.4 10.1 20.2 15.3 32.3 47.6 

YMC-Pack Pro C18 13801 2.3 5.6 16.9 9.7 17.8 27.3 
ー－.’ー・ 4トーー ー

Inertsil ODS-SP 12169 1.9 4.6 19.5 14.0 28.8 41.8 

SA：セ ンノシ ドA, SB：セン ノシド B、Ul：センノシド Bの前に溶出する不明ピーク

U2：センノ シド Bとセンノ シド Aの聞に溶出する不明ピー ク、 U3：センノシド Aの後に

溶出する不明ピー ク

Table.8センナ末中の総センノシド分析結果

理論 分離度
保持時間

再現性 定量値
カラム (min) 

段数 RSD （%） 
[lJl-SB SB-SA SA U3 

TSKgel ODS-80Ts （対照カラム，5μm 14249 3.9 18.3 27.1 50.4 0.30 1.80 

L・column ODS ( 3μm) 11447 3.6 14.7 11.9 23.9 0.43 1.77 

CAPCELL PAK C1s SG120 (3μm) 8869 3.2 11.8 8.5 17.6 0.26 1. 78 

※SA：セ ンノシド A, SB；センノシド B , Ul：センノシド Bの前に溶出する不明ピーク

U3：セ ンノシド Aの後に溶出する不明 ピー ク

Fig.4 センナ末 中の総センノシド分析結果

-TSK-gel ODS-80Ts。4.6×150mm、5μm（対照カラム）

O.OG 
SB 

0.04 

SA 
0.02 

試科J吾｝反SB 

SA 
U3 U2 

40.00 45.00 50.00 35.00 

※分析機器： LC-2010A/CHT
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• L-column ODSゅ4.6x7.5mm、3μm

0.10 SB 試料；寄；夜

SA 
U2 U3 

I ・5 ' I ' ' ' I ' ‘ . ; . ＇ 五 下一「 T o 

7..00 4,00 G.00 8.00 10.00 12 00 14.00 16.00 1800 20.00 22目白D 7.4.CD 
分

・ CAPCELL PAK C18 SG120ψ4.6×7.5mm、3μm

試料溶液

U3 

－， ・－
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12 00 1 •1.0口 16.00 ISJ)O 20.目。 22.00 24.DD 

分

※分析機器： LC-2010A/CHT

考察

ブシ末中の総アノレカロイドの分析について、検討した 3種類のカラムで本研究の 目的である

分析時間の短縮を行う事が出来た。プシモノ エステノレアルカロイドの定量においては分析時聞

が短く、最も良いカラ ムパフホーマンスを示した YMC・PackODS-Aが、ブシジエステルアル

カロイドの分析においては、アコニチンとメサコ ニチンに対して、他の ピークによる妨害が少

なかった MightysilRP-18GPが分析に適しているカラムである事が示唆された。これらのこ

とより標準溶液の分析に問題がなくても、試料の分析を行う場合は分析目的（純度試験 ・定量

など）に応 じてカ ラムを選択し分析を行う必要性が示唆さ れた。その理由としては、充填剤毎

の性質の違いにより、目的成分および爽雑物質が異なる溶出挙動を示すため、目的成分と爽雑

物質の分離に影響を受けることが考えられる。

センナ末中の総センノシ ドについて、 JP15に記載されている粒径 5μm内径 4.6mm長さ

150mmの ODSカラムに替え、粒径 3μm内径 4.6mm長さ 75mmの ODSカラムを用いて検討

を行った結果、ピーク形状、定量値、分離度及び再現性に問題はなく、 分析時間の短縮化によ

り移動相溶媒を削減できるカラムを見出す ことができた。 しか し、今回検討 した充填剤では、

類似した性質の充填剤を用いても 、溶出時間及び爽雑ピークとの分離挙動がそれぞれ異なる こ

とが認められたことから、他の充填剤を用いると きは、注意が必要である。
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緒言

口腔内崩壊錠（OD錠）は、口に含んだ、時に唾液や少量の水で、容易に崩壊することから、錠剤を礁

下するのに困難な高齢者の患者にも服用しやすい剤形であり、近年、相次いで開発が行われている。

本研究では、富山県薬事研究会製剤部会の共同研究の一環として、 OD錠の製剤設計の上で基盤とな

る造粒技術に着目し、粒子径が均一な造粒物の製造条件を検討した。造粒方法として、流動層造粒と

撹祥造粒を取り上げ、流動層造粒で、は結合剤のスプレーを間欠スプ9レーにして、造粒水分量を一定の

レベルに保ち、均一な粒子径の造粒物となる条件を検討した。また、撹梓造粒では、結合剤の滴下を

スプレーにて行い、結合剤の均一化を図り、最適な造粒条件の検討を試みた。これらの造粒方法の違

いが物性に及ぼす影響についての基礎的実験を実施したので、その結果を報告する。

実験方法

1. 処方

(1）エテンザミドを含有する標準処方

ゆ （ア）流動層蹴処方

エテンザミド 90 g (30%) 

乳糖（2001¥の 138 g (46%) 

コーンスターチ 63 g (21%) 

HPC-L(8%水溶液 112 e:) 9 e: (3%) 
合計 300 g (100%) 

（イ）撹持造粒処方

エテンザミド 300 g (30%) 

乳糖（200M) 460 g (46%) 
コーンスターチ 210 g (21%) 
HPC-L 30 e: (3%) 

合計 1000 g (100%) 

上記処方に水200mLを滴下

(2）アスコルビン酸を含有する標準処方

（ア）流動層造粒処方

アスコルビン酸

乳糖（200M)

コーンスターチ

HPC-L(8%水溶液 112 e:) 
合 計

90 g (30 %) 

138 g (46 %) 
63 g (21 %) 

旦4也 i
300 g (100%) 

（イ）撹搾造粒処方

アスコルビン酸 300 g (30%) 
乳糖（200M) 460 g (46%) 

コーンスターチ 210 g (21%) 
HPC-L 30 e: (3%) 

合計 1000 g (100%) 

上記処方に水 160mLを滴下強

(3) D－マンニトール単体処方

（ア）流動層造粒処方

D－マンニトール

HPC’L(8%水溶液 94 e:) 
合 計

292.5 g (97.5 %) 

7.5 e: (2.5 %) 
300 g (100%) 

（イ）撹枠湖宣処方

D－マンニトーノレ 975 g (97.5 %) 
HPC-L 25 e: (2.5%) 

合計 1000 g (100%) 

上記処方に水 100皿Lを滴下

2.操作条件

(1）流動層造粒機（FL-LABO）による造粒

実験装置：流動層溺空機（FL-LABO型、フロイント産業（槻製）

間欠微調整タイマー（Fr-011、東京硝子器械附製）

操作法：処方300gを量り取り、装置容器内に投入し、結合剤（HPC-L8%水溶液）のスプレー条

件を変えて造粒実験を行った。スプレー開始時の給気温度は統ーした。

ーム弓’



ア）連続スプレーの場合

給気温度60℃、風量0.3m3/min、スプレーエアーO.lMPa、パルスエアー0.17MPaで造粒した。

また、予備試験の結果から造粒物の平均粒子径が200μm前後となるスプレー液速度に設定した。

スプレー液速度 エテンザミド処方 7.7 g/min （送液ポンプ目盛り： 5)

アスコルビン酸処方 6.0 g/min （送液ポンプ目盛り： 4)

マンニトーノレ処方 3.0 g/min （送液ポンプ目盛り ：2.5)

イ）間欠スプレーの場合

1と閉じ条件で、チューピングポンプの電源を間欠タイマーで制御した。間欠タイマーではON

の時間はポンプの電源が入札結合液がスプレーされ、 OFF時間はスプレーが停止する。ONの

時間と OFFの時間を① ON:50秒、 OFF:10秒または、② ON:20秒、 OFF:10秒に設定し、

造粒実験を実施した。 乾燥の終点は排気温度 38℃とし、乾燥後の造粒物を 1000μmで箭下し、物

性評価に用いた。

(2）撹持造粒機（ハイスピードミキサー）による造粒

実験装置： ハイスピードミキサー（FS-GS-5型、深江パウテック附製）

2流体スプレー装置（FV-3-6型、深江パウテック附製）

操作法：処方1,000gを量り取り、撹祥造粒機に投入し、アジテータ一回転数400rpm、チョッパ

一回転数 1500rpmで1分間混合した後、滴下法では、 精製水を規定量滴下しながら、 混

合時と同じ回転数で 10分間（滴下時間含む）造粒した。精製水の滴下量はあらかじめ、

処方ごとに行った予試験結果から、最適な滴下量を決定した。また、スプレー法では、ス

プレー液速度を20g/minに調整して装置に取り付け、 10分間造粒した。造粒後、流動層

造粒機（FLO・1型、フロイント産業側製）にて約 500gずつ2回に分けて乾燥した（給気

温度60℃、 10分間）。乾燥後の造粒物を 1000μmで箭下し、物性評価に用いた。

3.物性評価

乾燥後の各造粒物の整粒品（1000 μm pass品）について、かさ密度（見かけ密度）、粒度分布、平

均粒子径を測定した。 平均粒子径は正規確率紙（対数正規分布）を用いて描いた回帰芭線から算出し

た。また、粒子径 150"-2州 m の整粒品について、マイクロスコープ（DS-400C、マイクロ ・スク f)j・( 
ェア（欄製） にて粒子形状の写真を撮影した。撹祥造粒品では 1000μ血 on品の重量についても測定を I 

f子った。

実験結果

①エテンザミド含有処方（流動層 ・撹梓造粒物）

エテンザミド含有処方について流動層造粒装置によりスプレー条件を変えて造粒実験を行った

結果、間欠スプレーが連続スプレーと比較して粒度分布の狭い造粒品が得られた。また、間欠スプ

レーのスプレー時間の設定では、スプレー時間 20秒、停止時間 10秒に設定した条件が、最も粒

度分布の狭い造粒品となった（Fig.1）。また、間欠スプレーでは連続スプレーと比較して平均粒子

径及びかさ密度の小さい造粒物が得られた （Table1）。

一方、撹持造粒において、精製水を滴下法とスプレー法によって造粒し、得られた造粒物を比較

した結果では粒度分布、かさ密度、平均粒子径に違いは認められなかったが（Fig.2, Table 2）、 1000

μ皿 on品の重量はスプレー法において減少していた（Table2）。
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②アスコルビン酸含有処方（流動層 ・撹梓造粒物）

アスコルビ、ン酸含有処方について流動層造粒装置によりスプレー条件を変えて実験を行った結

果、間欠スプレーが連続スプレーと比較してシャープな粒度分布の造粒物が得られた（Fig.3）。間

欠スプレーにおいて、スプレ一時間 50秒、停止時間 10秒の条件では、凝集が発生したため、造

粒を中止した。また、間欠スプレーでは連続スプレーと比較して平均粒子径の大きな造粒物が得ら

れていたが、かさ密度について変化は認められなかった（Table1）。

一方、 撹持造粒では、粒度分布がスプレー法によりきれいな正規分布になっていたものの、有意

な差は認められなかった（Fig.4）。しかしながら、スプレー法においてかさ密度及び平均粒子径の

低下が認められ、 1000μm on品の重量の減少も認められた（Table2）。
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Fig. 3アスコルビン酸含有処方粒度分布（流動層） Fig.4アスコルビン酸含有処方粒度分布（撹持）

③n－マンニトール単体処方（流動層 ・撹持造粒物）

D－マンニトーノレ単体処方について流動層造粒装置によりスプレー条件を変えて造粒実験を行っ

た結果、間欠スプレーが連続スプレーと比較してシャープな粒度分布が得られた。また、間欠スプ

レーでも、間欠タイマーの設定をスプレー時間20秒、スプレー停止時間 10秒に設定したものが、

最もシャープな粒度分布となった（Fig.5）。また、 間欠スプレーでは連続スプレーと比較して平均

粒子径及びかさ密度の小さい造粒物が得られた（Table1）。
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一方、撹祥造粒において、精製水を滴下法とスプレー法によって造粒し、得られた造粒物を比較 ・

した結果では粒度分布、かさ密度、平均粒子径に違いには認められなかったが （Fig.6, Table 2）、

1000 μm on品の重量はスプレー法において減少していた（Table2）。
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かさ密度
0.350 0.208 0.359 

(g/cm3) 

平均粒子径
207.5 296.7 207.l I 160.5 

(μm) 

マイクロスコープ
写真

Table 2.撹祥造粒品の物性測定値

撹枠造粒 ！ 
ーーー司F I _.  .,, ー司． ， アスコルビン酸 マンニトール

滴下 ｜スプレー 滴下 ｜スプレー 滴下 ｜スプレー

かさ密度
(g/cm0) 

0.588 0.603 0.567 i 0.563 

平均粒子径
240.l 226.4 260.3 

(μm) 

10重00量μ（g)n 48.0 176.0 I 28.0 116.4 

マイ宮｜翻l鶴｜ 盤覇麗欝
r 
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考察

今回、我々は粒子径の均一な造粒物を得ることを目的として、一般的な造粒法である流動層造粒

と撹祥造粒のラボ機を用いて検討を行った。処方には、 1）難溶性薬物で、あるエテンザミドを 30%

配合する処方、 2）水溶性薬物であるアスコルビ‘ン酸を 30%配合する処方、 3)OD錠の賦形剤に多

用される D－マンニトールの単体処方の3種類について実験を行った。その結果、流動層造粒では、

3種類すべての処方において、連続スプレーと比較して間欠スプレーにより粒子径がより均一にな

っていることが確認された。流動層造粒では結合剤を一定条件で一定量連続的にスプレーする方法

に比べ、結合剤の噴霧、停止を繰り返す間欠スプレー法により、粒子径の揃った造粒品が得られる

ことが報告されており υ、今回の実験でも、間欠スプレーの有効性が確認された。また今回、その

条件として、噴霧及び停止時間をそれぞれ20秒、 10秒に設定した条件が最もシャープな粒度分布

となっており、噴霧・停止時間の間隔を狭くした方が、より過剰湿潤 ・粗大粒化を抑制することが

明らかとなった。また、エテンザミドとマンニトーノレ処方においては、間欠スプレーによって、平

均粒子径及びかさ密度の低下が認められ、粗大粒子の形成が抑制され、粒子径が均一になっている

Ifの ことが確認された。しかし、アスコルビ‘ン酸処方で、は、間欠スプレーで平均粒子径の増大が認めら

れた。この詳細な原因は不明であるが、アスコルビン酸は極めて水に溶けやすい性質があるため、

他の処方と比較して粒度分布の挙動が異なったものと考えられる。

一方、撹持造粒においては、結合液を滴下する条件に比べ、スプレーする条件の方が、粒子径の

揃った造粒品が得られることが報告されている 2）。今回行った結果で、は、いずれの処方においても、

スプレー法による粒度分布（1000μm以下）への影響は小さかったが、アスコルヒ守ン酸処方にお

いては、粒度分布が正規分布となっていた。一般的に、アスコルビ．ン酸などの水溶性薬物配合処方

では、通常の撹枠造粒による溜生が難しいことが知られているが、このような処方に対しては、ス

プレー法が有効であると考えられた。また、スプレー法では粗大粒子の形成が顕著に抑制されてお

り、結合剤が均一に細密分布されていると考えられる。

今回の実験により、流動層造粒では間欠スプレーを用い、撹枠造粒では結合液をスプレーする方

法によって、均一な粒子径の造粒物が得られることが確認された。特に、粒子が機械的な力を受け

にくい流動層造粒においては、間欠スプレーの有効性が確認された。また、撹持造粒においては、

撹枠・解砕羽根による強いせん断・転動作用によって結合剤が細密分布されることから、結合液添

加条件の影響は小さいものの、水溶性薬物の造粒や組大粒化の抑制にはスプレー法が有効で、あるこ

とが明らかとなった。
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緒言

分析時間の短縮や溶媒の削減など分析業務の省力化 ・低コスト化は重要な課題であり、

一昨年にはアセトニトリノレの供給不足、価格高騰が問題となった。そこでカラムのサイズ ・'j ~ 

ダウンによる分析時間短縮、安価で安定供給されるメタノーノレを用いた移動相および 2種

の有機溶媒の混合による分離改善を検討し、設定した分析法について定量性確認を行った。

実験方法
1 .フェニレフリン塩酸塩、クロノレフェニラミンマレイン酸塩およびリドカイン

蓋並
市販鼻炎用点鼻薬（30mL中）

フェニレプリン塩酸塩 150mg，クロ ノレフェ ニラミンマレイン酸塩 150mgおよびリドカ

イン 30mg 

方法

一般用医薬品の試験法（上巻） I ）および昨年度の検討結果 2）を参考として検討より

設定した下記の試験法で実験を行った。

試料 2mL （フェニレフリン塩酸塩約 l0 mg、クロノレフェニラミンマレイン酸塩約 10mg 

およびリドカイン約 2mgに対応する量）を正確に量り、内標準溶液 5mLを正確に加え、
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さらに移動相を加えて 30mLとし、孔径 0.45μmのメンプランフィルターでろ過し、初

めのろ液 3 mLを除き、次のろ液を試料溶液とする。別に「リドカイン」を約 50mg精

密に量り、移動相に溶かし、正確に 50mLとし、リドカイン標準原液とする。別に 「フ

ェニレフリン塩酸塩J約 50mgおよび「クロルフ ェニラミンマ レイン酸塩J約 50mgを

それぞれ精密に量り、これにリドカイン標準原液 l0 mLを正確に加え、移動相を加えて

溶かし、正確に 50mLとする。こ の液 10mLを正確に量り，内標準溶液 5mLを正確に

加え、さらに移動相を加えて 30mLとし、標準溶液とする。試料溶液および標準溶液 3μL 

につき、以下の条件で試験する。

内標準溶液 パラオキシ安息香酸エチルの移動相溶液（3→5000)

試験条件

試験条件

検出器：紫外吸光光度計（検出波長： 230nm) 

カラム： Tablelに示す

移動相： Table2に示す

カラ ム温度： 40℃付近の一定温度

~r(~ 流量： 1.3mL/min 

I ((Q 
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使用機器

Table3に示した分析機器を使用し、各社でシステム再現性および定量値を求めた。

Table I 使用したカラム

L ・columnODS 5 μm 4.6 mm I.D.×150 mm （財団法人化学物質評価研究機構製）

＊文献 I記載カラム

2 I L ・columnODS 3 μm 4.6 mm l.D.×75 mm （財団法人化学物質評価研究機構製）

Table 2 検討した移動相

1・へプタンスノレホン酸ナトリウム溶液（ I→375) ／アセト ニ トリル／リン酸混液（750:250: I) 

A液： 1・へプタンスノレホン酸ナトリウムの溶液（ 1→500) ／メタノーノレ／ リン酸 （500:500: I) 

2 B液：トへプタンスルホン酸ナトリウム溶液（1→500) ／ リン酸（ 1000 : I) 

A t夜： B液混液（50～100:0～50) *100になるように比率調整

A液：メタノ ーノレ／2・プロパノ ーノレ（30～45: 0～15) 

3 B液： 1・へプタンスルホン酸ナトリウム溶液（2→550) ／ リン酸（550:I) 

A j夜： B液混液（50～60: 40～50）ネ 100になるように比率調整

A液：メタノール／テトラヒドロ フラン（30～45: 0～15) 

4 B液： 1・へプタンスルホン酸ナ トリ ウム溶液（2→550) ／リン酸（550:I) 

A液： B液混液 （50～60: 40～50) * 100になるように比率調整

1・へプタンスルホン酸ナトリウム水溶液（ 1→275) ／メタノール／テトラヒドロフラン／リン酸
5 

混液（550: 400 : 50・1)

Table 3 各社の使用機器

分析機器／会社 A 宇土 Bt土 Ct土 Dt土 E社

ポンプ LC-20AB LC-IOAD LC・20AT L C・20ACXR

検出器 SPD-M20A SPD-IOA SP D・20AV LC-2010C HT SPD-20A 

オー トサンプラー SIL-20A SIL・1OAD SIL・20ACHT SIL-20ACXR 



2. テトラヒ ドロゾリン塩酸塩、クロルフェニラミンマ レイン酸塩およびリドカイン

試料

市販鼻炎用点鼻薬 （1 mL中）

テトラヒドロゾリン塩酸塩 lmg，クロルフェニラミンマレイン酸塩 5mg及びリドカ イ

ン 3mg 

方法

一般用医薬品の試験法（上巻） 3）および昨年度の検討結果 2）を参考として検討より設

定した下記の試験法で実験を行った。

試料 lmL （テトラヒドロゾリン塩酸塩約 lmg、クロノレフェニラミンマレイン酸塩約 5

mgおよびリ ドカイン約 3mgに対応する量）を正確に量り、内標準溶液 5mLを正確に

加え、さらに移動相を加えて 30mLとし、孔径 0.45μmのメマプランフィノレターでろ過

し、初めのろ液 3mLを除き、次のろ液を試料溶液とする。別に「テトラヒドロゾリン

塩酸塩Jを約 0.025gを精密に量り、移動相に溶かし、正確に 50mLとした液 2mL、「ク

ロルフェニラミンマレイン酸塩Jを約 0.05gを精密に量り、移動相に溶かし、正確に 50

mLとした液 5 mL、「リドカ インj を、その約 0.06gを精密に量り、移動相に溶かし、 • •w 
正確に 100 mLとした液 5mLを正確に量り、それぞれを合わせ、内標準溶液 5mLを正

確に加え、移動相を加えて 30mLとし、標準溶液とする。試料溶液および標準溶液 3μL 

につき 、以下の条件で試験する。

内標準溶液 パラオキシ安息香酸エチノレの移動相溶液（3→ 10000)

試験条件

検出器：紫外吸光光度計（検出波長： 230nm) 

カラム：粒子径 3μmの ODSカラム（内径約 4.6mm、長さ約 75mm) Inertsil ODS・4

(GL－サイエンス）

移動相 ：Table4に示す

カラム温度： 40℃付近の一定温度

流量 ：l.0 mL/min 

使用機器

Tablesに示した分析機器を使用し、各社でシステム再現性および定量値を求めた。

Table 4 検討した移動相

1・へプタンスノレホン酸ナ トリウム溶液（ 1.04→770,pH2.2) ／アセトニトリル（750 : 250) 

A液： 1・へプタンスルホン酸ナ トリ ウム溶液（ 1.013→ I 000) ／メタノ ール（50: 50) 

2 B液： 1・へプタンスノレホン酸ナトリウム溶液（ 1.013→ 1000)

A I夜： B液混液（50～100 : 50～0) ＊トー タル 100になるように混合比率調整

A 7'夜：メタノ ーノレ／2・プロパノーノレ（30～45: 0～15) 

3 B i夜： トへプタンスルホン酸ナトリウム溶液（ 1.013→ 1000,pH2.2)

A 液： B液混液（50～60: 50～40) ＊ト ータノレ 100になるように混合比率調整

A液 ：メタノール／テトラヒ ドロフラン（30～45 : 0～15) 

4 B 液： トヘプタンスノレホン酸ナト リウム溶液（ 1.013→ 1 OOO,pH2.2) 

A t夜： Bt夜混液（50～60: 50～40）本トータノレ 100になるよ うに混合比率調整

5 
I －へプタンスルホン酸ナト リウム溶液（ I l→650,pH2.2) ／ メタノール／テトラヒドロフラン

(600: 340: 60) 
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各社の使用機器Table 5 

F社B社A社分析機器／会社

LC-IOAD LC-20AB ポンプ

CLASS-VPシステムSPD-IOA SPD-M20A 検出器

オートサンプラー SIL-I OAD SIL-20A 

クロノレフェニラミンマレイン酸塩およびリドカイン

充てん粒子径 5μmカラムを用いた文献 l

記載分析法において、充てん粒子径を 3μm 

にサイズダウンし、分析時間短縮検討を行っ

た（Tablel）。充てん粒子径 5μmカラムおよ

び充てん粒子径 3μm カラムを用いて行った

見分析で得られた代表的なクロマトグラムおよ

び分析パラメーターをそれぞれ Fig.l および

Table6に示す。分析時間は短縮され、溶出順序

など分離特性には大きな変化はなかったものの、

全体的に理論段数および分離度が減少した。特

に最初に溶出するフェニレフリン塩酸塩では理

論段数が約半分程度となった。以上の結果から、

溶出の速い成分について理論段数に注意が必要

なものの、同一のメーカ一、同ーの充てん剤シ

リーズであれば、粒子径をサイズダウンしたと

しても分離特性は大きく変わらずに、半分程度

の時間短縮が可能であることが示唆された。

実験結果
フェニレフリン塩酸塩、
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カラム変更前後のクロマトグラム

A：変更前（5μ, mカラム）

B：変更後（3μ, m カラム）
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時間（min)

•:a ,_, 

Fig.1 

SHIMADZU製 LC・20Aシリーズカラム変更前後の分析パラメーター：代表値 ：A社Tab！巴 6

Chi IS Li Phe 成分

3μm 

8.613 

5μm 3μm 5μm 3μm 

4.299 

コμm3μm 5μm 粒子径

16.713 5.898 11.403 8.336 1.204 2.277 保持時間（min)

理論段数

分離度

10077 12918 10611 14442 8977 12015 3355 7549 

9.51 I 0.99 7.80 8.99 23.43 29.68 

Chi：クロノレフェニラミンマレイン酸塩

次にアセトニトリルの代替としてメタノールを用いる移動相への変更を検討した。検

討には充てん粒子径 3μmカラムを用いた。アセトニトリルとメタノーノレの溶出強度の

違いを勘案して、移動相中のメタノール比率を最小 25%、最大 50%として 5%刻みで調

製し分析を行った（Table2・2）。なお、メタノーノレ比率による分離挙動を把握するため、

移動相中のイオンベア試薬量およびリン酸量は一定になるように調製した。

メタノーノレ比率 40～50%のクロマトグラムを Fig.2に示す。アセトニトリルを用いた

移動相のクロマトグラムと比較すると、内標準物質とリドカインの溶出順序に逆転が起

こり、ピークの溶出順序はフェニレフリン塩酸塩、リドカイン、内標準物質、クロノレフ

エニラミンマレイン酸塩となった。ただしメタノーノレ比率が 40%以下のとき、クロノレフ

ェニラミンマレイン酸塩は設定した分析時間の 30分以内で溶出しなかった。各メタノー

-79 -

Phe：フェニレフリン塩酸塩，Li：リドカイン、



ノレ比率での分析パラメーターを Table7に示す。メタ

ノール比率 50%ではアセトニト リルを用いた移動相

と同程度の分析時間となったが、内標準物質とリド

カイン聞の分離度が 3.37とやや低い値を とった。分

析時間をより短縮するためにメタノール比率を増大

させた場合、分離度はさらに低くなると予測され、

分析に悪影響を及ぼす可能性が高いと考えられる。
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各メタノーノレ濃度の移動相でのクロマトグラム

40%: 1・へプタンスノレホン酸ナトリウム溶液（ 1→300) ／メタノーノレ／リン酸（600:400: 1) 

45%: 1・へプタンスルホン酸ナ トリ ウム溶液（ 1→275) ／メタノール／リン酸（550:450: 1) 

50%: 1・へプタンスノレホン酸ナトリウム溶液（ 1→250) ／メタノ ーノレ／リン酸（500: 500: 1) 

Fig.2 

各メタノーノレ濃度での分析パラメ ーター ：代表値： A社 SHIMADZU製 LC・20Aシリーズ

「－j （ハイフン）は保持時聞が 30分以上のため測定せず）

Table? 

（＊ 

Li Phe メタノーノレ

分離度理論段数保持時間（min)分離度理論段数保持時間（min)比率

24.38 11267 5.651 5146 1.823 40% 

20.01 10188 3.902 4306 1.466 45% 

15.83 8884 2.829 3777 1.242 50% 

Chi IS メタノ ーノレ

分離度理論段数保持時間（min)分離度理論段数保持時間（min)比率

10.23 7510 8.818 40% 

24.85 10269 16.438 6.35 6576 5.206 45% 

19.50 

そこで分離のよかったメタノール比率 45%を有機溶媒比率として設定し、 2・プロパノ

ールまたはテトラヒドロフランを第二の有機溶媒として添加することで、分析時間の短

縮と分離の向上を検討した。第二の有機溶媒の比率は全量の 5% 、10% 、15%として同

量のメタノ ールと置換し、調製して分析を行っ た（Table2・3、4）。

アセトニトリルよりも極性が低いこれらの第二の有機溶媒を添加することで、溶出は

全体的に速くなる傾向にあった。その中でもテトラ ヒドロ フランによる影響は特に大き

く、溶出速度は著し く上昇 し、溶出順序が変化した。またリドカイ ンおよびクロノレフェ

ニラミンマ レイ ン酸塩については、フェニレプリン塩酸塩および内標準物質と 比較して、

より溶出速度の上昇率が大きかった。以上の結果より、これらの溶媒添加による影響の

大きさは成分ごとに異なっており、そのために溶出順序の変化が起 こっ たと考えられる。
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検討を行った中で分離度、理論段数およ
'=i，、 1日 、!' 剛 ？囚 び分析時間を考慮した結果、 1・へプタンス
〈

= 、h何~ ＇.『r, 、、
ルホン酸ナトリウム溶液（1→27s) ／メタ

き当 1凹

古書 ノーノレ／テトラヒドロフラン／リン酸混正b ，伺! 
~ 50 、 司

液 （550:400: 50: 1) (Table2・5）を移動

。 相として採用した。検討前後の代表的なク。。 26 s.o 75 10.0 12.S IS.O 176 20. 
n1AU 2旬。

. h阿uni1 ロマトグラムおよび分析パラメーターを

コ 150 ~~ ‘－ 、 司、 回 それぞれ Fig.3および Table8に示す。溶出
〈

時間が早くなったことで理論段数は低下..§ 
き話 、∞

したが、試験に問題ない分析パラメーター雪主
ぜp

~ 』,I!? が得られた（Table9）。カラム圧は文献 l笹 田

記載方法による約 7MPaから約 16MPaに
Z.5 s.o 7.5 10.0 125 ISO 17.S 回 上昇したが、メーカー推奨上限を超えなかmn 

時間｛皿in) った。分析時間は文献 l記載方法の約 40%

程度である 6分に短縮することができた。

llゆ Fig.3 移動相検討前後のクロマトグラム

A：文献 1記載分析法（カラム： Tablel-1，移動相： Table2・1)

B：検討後設定した分析法（カラム： Table1・2，移動相： Table2・5)

Table 8 移動相検討前後の分析パラメーターの比較：代表値： A社 SHIMADZU製 LC・20Aシリーズ

Phe Li IS Chi 

検討前 検討後 検討前 検討後 検討前 検討後 検討前 検討後

保持時間（min) 2目277 1.216 8.336 2目474 11.403 3.461 16.713 5.611 

理論段数 7549 3574 12015 5143 14442 9542 12918 9905 

分離度 29.68 11.50 8.99 7.07 I 0.99 11. 73 

これまでの検討結果から分析条件を定め、参加企業のうち 5社で定量操作を行い、分

析の精度及び再現性の確認を行った。システムの再現性および定量値の各社平均値をそ

れぞれ TablelOおよび Tablellに示す。 いずれも問題のない値が得られた。

Table 9 分析パラ メーター：代表値： A社 SHIMADZU製 LC・20Aシリーズ

Phe Li IS Chi 

標準溶液 試料溶液 標準溶液 試料溶液 標準溶液 試料溶液 標準溶液 試料溶液

保持時間
1. I 85 1.180 2.465 2.460 3.416 3.411 5.683 5.678 

(min) 

理論段数 3098 3274 4941 5052 9145 9153 9172 9254 

分離度 I 1.37 11.60 6.73 6.78 11.95 12.00 

Table 10 システムの再現性（%）（参加企業 5社） Table 11 定量値（%）（参加企業 5社）

(n=6) At土 B 千土 C社 D社 Et土 平均 At土 Bt土 C社 D 宇土 E社 平均

Phe 0.15 0.05 0.05 0.29 0.08 0.12 Phe 99.3 99.5 99.4 99.5 99.2 99.4 

Li 0.43 0. 11 0.04 0.76 0.11 0.29 Li 99.2 99.4 99.6 99.1 99.6 99.4 

Chi 0.12 0.06 0.04 0.10 0.07 0.08 Chi 99.9 99.7 99.8 99.7 99.5 99.7 
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2.テトラヒドロゾリン塩酸塩、クロルフェニラミンマレイン酸塩およびリドカイン

文献 3記載の InertsilODS-2では充てん粒子径 3 μmカラムが市販されていないため、

ODS・4の充てん粒子径 3μmカラムを用いて文献 3記載移動相（Tabl件 1）で分析を行一

たところ十分な分離が得られなかった。次にアセトニ トリルをメタノールに替えて分析

を行った（Table4・2）。分離特性についてメタノーノレへの変更による溶出順序の変化が認

められたが、－これも十分な分離は得られなかった（Table12、Fig.4）。

Th 

Table 12 各メタノーノレ濃度での分析パラメーター；代表値： F社 SHIMADZU製 CLASS-VPシステム

Chi メタノーノレ

比率

IS 

分離度制

一
川

向

山
一一一mm
m

40% 

45% 

50% 

分離度

2.56 

2.07 

1.63 
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8005 

7130 
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12.28 

4.85 

Th：テトラヒドロゾリン塩酸塩，Li：リドカイン、 Chi：クロ ノレフェ ニラミ ンマレイン酸塩
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Fig.4 メタノ ーノレ比率 45%移動相

(Table4・2）のクロマトグラム
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そこで第二の有機溶媒として、 2・プロパノー

ル（ Table4-3）およびテトラヒドロフラン

( Table4・4）を用いて分離の改善を試みたとこ

ろ、テトラヒ ドロフ ランを用いた分析条件で良

好な結果が得られた。その代表的なクロマトグ

ラムおよび分析パ ラメーターをそれぞれ Fig.5

および Table13に示す。

文献 3記載の結果と、検討した分析法により

得た結果を比較すると、全体の分析時間は約半

分程度にまで短縮が可能であった。またカラム

圧は検討後で約 12MPaであり 、メ ーカー推奨

上限を超えなかった。以上の結果から 、溶出の

速い成分の分析パラメーターに注意が必要であ

るものの、粒子径 3 μmカラムにてアセトニト

リルをメタノーノレに替えて分析することは可能

であり、分析時間を短縮できることが示唆され

た。各社の再現性（Table14）も問題なく、安定

した定量値（TableIS）が得られた。Fig.5 検討後設定した移動相（Table4・5）のクロ

マトグラム

Table 13 分析ノξラメータ 一 ：代表値： F社 SHIMADZU製 CLASS-VPシステム

Th Li IS Chi 

保持時間（min) 2.867 3.319 6.525 7.712 

理論段数 5327 4371 8605 8041 

分離度 2.53 13.32 3.80 

Tabele 14 システム再現性（%）（参加企業 3社） Table 15 定量値（%）（参加企業 3社）

(n=6) A社 B社 F 宇土 平均 A社 B社 F キ土 平均

Th 0.16 0.23 0.30 0.23 Th 99.2 99.5 98.8 99.2 

Li 0.13 0.08 0.20 0.14 Li 99.4 99.7 99.1 99.4 

Chi 0.15 0.07 0.14 0.12 Chi 98.8 98.9 98.5 98. 7 
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考察

今回、 2種類の鼻炎用点鼻薬を用いて分析業務の省力化 ・低コスト化を目的とした、

カラムのサイズダウンによる分析時間の短縮検討、アセトニトリルの代替としてメタノ

ーノレを用いた移動相の検討および2・プロパノーノレおよびテトラヒドロフランを添加する

ことによる分離改善の検討を行い、設定した分析法について定量性の確認を行った。

フェニレフリン塩酸塩、クロルフェニラミンマレイン酸塩およびリドカインにおいて、

文献 l記載の分析法の約 40%程度の分析時間で分析を行うことができ、分離度等の分析

パラメ ーターや定量再現性および機種間再現性にも問題ない分析法を設定することがで

きた。 2・プロパノーノレやテトラヒドロフランの添加による分離特性の変化は、より良好

な分離と分析時間の短縮に有用であった。

テトラヒドロゾリン塩酸塩、クロノレフェニラミンマレイン酸塩およびリドカインにお

いては、今回検討を行った InertsilODS-4の充てん粒子径 3μmカラムへのサイズダウン

による分析時間短縮の際に、既存の試験方法での良好な分離が得られなかった。しかし

移動相のアセトニ トリノレをメタノーノレに替え、第二の有機溶媒としてテトラヒドロフラ

ンを添加することにより良好な分離を得ることができた。その結果約 50%程度の分析時

自（＂ 間で分析を行うことができ、定量再現性および機種間再現性にも問題ない分析法を設定

~（（） 

することができた。

以上のことから、前年度の検討で示された移動相溶媒のアセトニトリノレをメタノール

に替えての分析について、他の分析法への応用が可能であることが示唆された。
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勝臓8細胞の高血糖誘発細胞死に対する保護効果を有する天然物の探索

Screening for natural materials with protective potency to cell death induced by 

high concentration of ribose in pancreatic f3 cells 

松永孝之 小笠原勝 高津聖志

Takayuki MATSUNAGA Masaru OGASAWARA Kiyoshi TAKATSU 

富山県薬事研究所

Toyama Prefectural Institute for Pharmaceutical Research 

緒言

わが国において糖尿病及び糖尿病の可能性のある人は、 2003年には 1,620万人、

2007年には 2,210万人と増加傾向にある 1）。わが国では 2型糖尿病の患者が大半であ

るが、その発症過程は次のように考えられている。当初は、肥満などに伴うインスリ

ン抵抗性の増大に対して醇臓3細胞がインスリン分泌能を増大させること により 血糖

値を正常に保つ代償機構が働くが、インスリン抵抗性の継続により、この代償機構の

不全が徐々に発現し、血糖値が徐々に上昇してくる。最終的に、勝臓B細胞の機能不

全及び細胞消失が進行し、糖尿病を発症するものと推測されている 2)0 

糖尿病による高血糖状態においては、酸化ストレスなどの允進により、血管内皮細

胞や醇臓8細胞などが障害を受け、糖尿病合併症や糖尿病の増悪につながっている 3）。

そのため、抗酸化活性などを有する天然物は、糖尿病の予防 ・治療薬になることが期

待される。本研究では、勝臓8細胞由来の培養細胞を用いて、高血糖培養条件下にお

ける細胞死に対する保護効果を有する天然物をスクリーニングし、医薬シーズとして

の有用性の可能性を検討した。

実験方法

1.被検試料

本試験で用いた被検試料は、市販化合物ライブラリー（502種、フナコシ）、供与い

ただい天然物エキス（154種、クラシエ製薬（株））及び化合物（61種、リードケミカル（株））、

薬事研究所所有化合物（31種）である。被検試料は、ジメチノレスルアオキシドまたは

リン酸緩衝生理食塩水に溶解して用いた。

2. 細胞培養

ハムスター勝。細胞株 HIT-T15は、 10%の非働化牛胎児血清（FBS）、 0.lmg/mLの

カナマイシンを含む Ham’SF12培地中にて継代、維持 した。

3.細胞増殖能の測定

細胞増殖は、 WST-1Cell Counting Kit（和光）を用いて評価した。 10%FBSを含む

Ham’s F12培地で HIT-T15細胞を 2.5x104個／mLの細胞密度に調製し、96ワェルプレ

ー トの各ウェル当たり 2.5x103個を播種した。細胞がプレートに接着後、被検試料を含

む培地に交換し、 5%炭酸ガス培養器（37℃）で 7日間培養した。培養 4日目に、各被検

体を含む新しい培地に交換した。培養終了後，各ウェノレの培地を、 10%WST-1を含む

10%FBS -Ham's F12培地に交換し、さらに 4時間培養した後、波長 450nmにおける

吸光度を測定した。なお、 インスリン分泌量を測定する場合は、細胞増殖能測定前に

lOmMグルコース含むクレブスーリンガー緩衝液に交換して 2時間培養し、培地中に

分泌されたインスリン量を測定した。
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4. インスリン濃度の測定

HIT-Tl5細胞による培地中へのインスリン分泌量は、マウスインスリン測定キット

を用いてプロトコーノレに従って測定した。

実験結果

1. 勝臓3細胞におけるフルクトース及びリボースによる細胞毒性

グルコースに比べて糖毒性の強いフルクトース及びリボースの膳臓3細胞由来HIT-

Tl5細胞に対する細胞毒性を比較検討した。その結果、いずれも用量依存的に細胞毒性

を発現したが、リボースの方が低濃度で毒性を示すことが確認された（Tablel）。

Table1 醇臨β細胞におけるフルクトース反びリポースの細胞毒性i

lフルクトース（mM) 生細胞率 リポース（mM) ．生細胞率 ！
0 100 』 Qi 100 

50 68§_ : 5 6g.7 

JQQ_. 45.5 - 10 4;?..2コ
t 200 19.9 , ~o 13.9 

開一一一一ーーー」 ー一一一寸

400 -2.1 , l 40i -1.1 

そこで、抗酸化活性及び非酵素的糖化反応阻害活性を有するアミノグアニジンのリ

ボースによる細胞毒性に対する保護効果を検討した。その結果、 Table2に示すように、

リボース単独時には13.6%の生細胞率を示すが、アミノグアニジン併用により lmM適

用時は、 24.2%、3mM適用時は46.5%と細胞毒性を軽減した。また、データには示さな

いが、フルクトースによる細胞毒性に対してもアミノグアニジンは保護効果を示した。

Table2醇騒β細胞におけるリポースの細胞毒性に対する

アミノクア二ジンの効果

作用濃度 リポース（20mM)
(mM）一＋

100 13.6 
91.0 I 24.2 D

一日
ン
一

’
’ジ
↑

凡
＝＝

二
ア
一

口
一ク
一

’r
－J
ノ
一

ン
て
ミ
一

コ
一ア
一 104 46.5 

2. ff草臓3細胞におけるリボースによる細胞毒性に対する天然物の保護効果

1草臓3細胞におけるリボースによる細胞毒性に対する748種の天然物エキス及び化合

物の保護効果を検索した。このスクリーニングにおいて、化合物については、 lμMま

たはlOμM、天然物エキスについては20μg/mLとして細胞毒性の発現しない濃度で試験

した。その結果、リボースによる細胞毒性に対する保護効果を有する天然物としてフ

オルスコリンが見出された（Table3）。リボース単独時の生細胞率が12.2%の時にフオノレ

スコリンを併用することによ り、 lμMで、は57.5%、3μMで、は59.9%と低濃度で顕著な保

護効果を示した。この．時、勝臓日細胞によるイ ンスリン分泌もリボース処理によりコ

ントロールの18.6%に減少したが、 3μMフオルスコリン併用時には51.1%の分泌能を保

持していた。
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Table3 降臨β細胞におけるリポースの細胞毒性に対する

フォルスコリンの効果

作用濃度 リポ」ス（20mM)
(μM） ー＋

190 12.2 
99.1 

コントロール
フォルスコリン 57.5 

3 101.B 
109.5 

590.9 
49.4 10 

3. H草臓8細胞におけるリボースによる細胞毒性に対する cAMP上昇物質の保護効果

フォルスコリンは、アデニレートシクラーゼ活性化剤として良く知られていること

から、リボースによる細胞毒性に対する保護効果にアデニレートシクラーゼによりAT

Pから合成されるcAMPの関与が推察されるぺそこで、 cAMPの細胞透過性誘導体のク

ロロフェニノレチオcAMP(cpt・cAMP）及びcAMP分解酵素のホスホジエステラーゼ阻害

剤であるテオフィリン誘導体のイソブチノレメチルキサンチン(IBMX）の細胞障害に対

する保護効果を検討した。その結果、 Table4に示すように、両化合物はリボースによ

る細胞毒性を軽減することが認められた。この時、インスリン分泌能も改善しており、

20mMリボースによりインスリン分泌能はコントローノレの18.6%に低下したが、 O.lm

M cpt-cAMPの併用により 42.6%に、また、 lm MIBMXの併用により 35.0%にインス

リン分泌能は回復した。

Tab_le4 解醸β細胞におけるリポースの細胞毒性に対する 1 

ク口口フェニルチオcAMPおよびイソヲチルメチルキサンチンの効果 雪

作用濃度 リボース（20mM)
(mM）ー＋

コントロール 0 100 12.2 
cpt-cAMP 0.01 83.5 23.B 

IBMX 

0.1 

1.0 
O

一5
7

’
nU 

9
－8
 

56.7 

39.0 

考察

糖尿病は、 l型と2型に分類されるが、いずれも最終的にはインスリンの分泌細胞で

ある膳臓8細胞の機能不全あるいは細胞消失により進行すると共に各種合併症を来す

ことになる。そのため、糖尿病の発症予防あるいは進展阻止のためには 3細胞機能の

保全が重要である。糖尿病による高血糖状態の持続に伴い、糖毒性が各種組織で見ら

れるようになり、特に、梓臓3細胞では糖毒性による酸化ストレスを受け易くなる 3）。

これは、。細胞では酸化ストレスに対する防御機構が脆弱であるためとされているぺ

また、高血糖状態により非酵素的糖化反応であるグリケーションが生じるため細胞障

害が起きやすい事が指摘されている 6）。 そこで、糖毒性による培養醇臓B細胞における

細胞死に対する天然物などの保護効果を検討した。

このスクリ ーニングでは、比較的低濃度で細胞毒性を発現するリボースを用い、被

検物自身の細胞毒性を示さない処理濃度で検討した。その結果、フォルスコリンに保

護効果が認められた。フォルスコリンは、シソ科のコリウスフオノレスコリの根に含ま

れるジテノレペン化合物であり、 cAMPの合成酵素で、あるアデニレー トシクラーゼを活性

化することが良く知られているヘ このことから、フオルスコリンによるリボース誘発
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細胞死に対する保護効果は、細胞内cAMPの上昇によることが推察される。そこで、 C

AMPの細胞透過性誘導体であるcpt-cAMP及びcAMP分解酵素の阻害剤であるIBMXの

効果を検討したが、同様にリボースによる細胞死の発現を抑制した。cAMPが、細胞死

をもたらすアポトーシスを抑制することは、肝細胞7）や惇臓3細胞8）において既に報告

されている。この作用機序としては、アポトーシス誘発タンパクの不活化及びアポ ト

ーシス抑制タンパクの合成促進などによることが指摘されている九この様に、 cAMP

上昇をもたらす化合物はアポトーシスを抑制することが期待されるが、ブオノレス コリ

ンは、醇臓8細胞に対して選択的ではなく、糖尿病の予防・ 治療薬に適用することは

困難であると考えられる。

最近、糖尿病治療薬として汎用されているインクレチン作動薬は、血糖値の上昇に

依存してインスリン分泌を促進するため低血糖をもたらさない特徴を有している 10）。

作用機序としては、細胞内cAMPの上昇によりインスリン分泌を増強すると共に、目草臓

8細胞のアポトーシスによる細胞数減少を抑制することが報告されている IL）。今回の

スクリーニングで見出されたフオルスコリンとは異なり、インク レチン作動薬は、日華

臓 B細胞膜上の受容体を介して作用することから選択性もあるものと される。このよ

うに、 cAMP上昇物質は、インスリン分泌の促進及び細胞死に対する保護作用の観点か

らも、日草臓B細胞に対する選択性を備えていれば、優れた糖尿病治療薬になり得るも

のと思われる。
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