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〔原著〕

Zymogen活性化刺激物質の解析方法＊l

上川 浩

株式会社賞貫堂＊ 2 

Hiroshi KAMIKAWA 

一般的K食物として摂取された蛋白質は，消化性酵素プロテアーゼKよりペプタイドからアミノ

酸K分解されて吸収される。乙のプロテアーゼは，醇臓中で不活性な酵素前駆体（Zymogen）と

して合成される。この前駆体が小腸K分泌される際， tJ＼腸K由来する活性化因子の作用を受貯て，

初めて活性型の酵素K変換される。乙の活性化の機構の例として，牌臓中の不活性な卜リプシノー

ゲンが小腸中の活性化因子であるエンテロキナーゼの作用によって活性型のトリプシンに変換され，

乙のトリプシンが残りのトリプシノーゲンはもちろんの乙と，他の酵素前駆体をも段階的に活性化

させるという機構が考えられている~）
そこで著者は，かかるZymogen活性化機構Kおよほす生薬成分の影響陀ついて，特区試験管内解

析方法の確立について検討した。更にそれを応用して，胃腸薬として使用されている代表的な生薬

および‘和漢薬方剤について測定した結果，興味ある知見を得たので乙こに報告する。

実験方法

実験動物としてC3H/He系雄性マウスを用い，これらの牌臓を酵素前駆体，小腸を活性化因子

としてそれぞれ使用した。実験に用いる生薬材料は，水で2回加熱抽出し，一定濃度に濃縮して使

用した。また基質として 1%カゼイン溶液（ 1 9を l/15Mリン酸ナトリウム溶液K加熱溶解した後

水で 100dとする）を用いた。

まず騨臓および小腸を摘出し，洗浄後それぞれ水を加えてホモジナイザーにかけ， 15,000回転で

30分間遠心した後，上清をとり 20% (VIケy）摩砕液を調製する。両者を適当な濃度K希釈，混合し
た後，乙乙K生薬エキスを20m~ （原生薬換算量）加える。乙れを 37°で一定時間インキユベーショ

ンしてプロテアーゼを活性化させる。ここに 1%カゼイン溶液 1m£を加え，さらに 37°で30分間イ

ンキュベーションして蛋白質を分解させる。乙の後0.8 M トリクロル酢酸を 1m£加えて未分解の蛋

白を沈殿させる。乙れを室温で20分間放置後， 3,000回転で 30分間遠心し，上清を 1m£とる。乙乙

tc 0. 4 M炭酸ナトリウム 5m£と1Nフェノール試薬 1m£を加え， 37 °で20分間インキユベーション

して呈色させる。乙の青色の 660m における吸光度を測定し，分解された蛋白質の量とする;f）乙の

際，酵素溶液，基質および生薬中のフェノール試薬呈色物による吸光度を差し引いて補正する。

実験の最適な測定条件を決めるために， まず活性化因子の濃度について検討した（Fig.l）。

その結果，吸光度の変化の大きい部分が適していることから，乙れより 0.4%以下の濃度を以後の実験で

用いる乙とにした。次に活性化の時間を変えて測定した（Fig.2）。乙れより吸光度が測定しやすい

値となる， 60分を活性化の時間と定めた。

* 1 第4国家庭薬開発研究会シンポジウム発表， （富山， 1984年 12月6日）
* 2 干 930 富山市梅沢町2-9ー l TEL 0764 ( 24 ) 2271 
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Fig. I. 活性化因子の濃度による吸光度の変化
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Fig.2. 活性化時間による吸光度の変化

実験結果

まず胃腸薬として用いられる代表的生薬として，ベルペリン系アルカロイドを主成分とするオウ

レンとオウパクについて，プロテアーゼの活性化機構におよぼす影響について検討した。乙のとき

標準としてベルベリン硫酸塩を用いた（Fig.3）。オウレンおよび標準べ／レペリンでは， コントロー

ルと比較して活性化の増強効果がみられたが，オウパクKついては逆にζの活性が低下を示した。
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Fig.3. オウレン、オウバクおよび硫酸ベルベリンのプロテアーゼ活性化

機構に対する効果：（ －・－ ）コントロール、 （－0ー）硫酸ベル

ベリン、（一口一）オウレン、 （ームー）オウバク

乙の乙とは，活性化因子の量を増すにしたがい酵素活性が再び現れる乙とから，オウパク中の成分

の何かが活性化因子は直接結合し，その活性化作用を限害していると推察される。

ついで苦味健胃薬としてのセンブリとゲンチアナ比ついて検討した（Fig.4）。センブリ， ゲンチ

アナ共K明らかK活性化の増強効果を示している。苦味健胃生薬については，それに含まれる苦味

物質が胃腸への働きに大きな役割を果していると考えられる。その作用機序について， 苦味の脳を
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Fig.4. センブリおよびゲンチアナのプロテアーゼ活性化機構に対する効

果：（－・一） コントロール、 ( -0ー） センブジ、（ームー）ゲ

ンチアナ
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介しての反射機構Kよる胃腸への働きが有力なものとされている。 上記の実験結果によれば，セン

ブリ，ゲンチアナの各成分がべ‘ルベ－リンと同様にプロテアーゼ活性に関与していることがわかった。

すなわちセンブリ，ゲンチアナの胃腸への効果について，反射作用は別の問題として，少くともべ－

ルペリン以外の成分が酵素系花関与し，作用している乙とが明らかである。

更にその他繁用される生薬について検討した（Fig.5）。ゲンノショウコでは乙の活性化機構に対

して特区影響がみられなかった。また，アカメガシワについてオウパクと同様な抑制作用がみられ
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Fig.5. ゲンノショウコおよびアカメガシワのプロテアーゼ活性化機構に

対する効果：（一・一 ）コント ロール、 （一Oー）ゲンノショウコ、
（ームー）アカメガシワ
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Tabie 1. 和漢胃腸薬のモデル製剤

製剤 A (1日量） 製剤 B (1日量）

オウレン 70mg ゲンノショウコ 530mg 
オウノtク 380mg オウレン lOOmg 

センブリ 70mg オウ ）~ ク 720mg 

ゲンチアナ 200JDg ヨウノtイヒ 200mg 

ダイオウ ZOO mg ロートエキス 50mg 

ウコン 350mg 動物胆 50mg 

アロエ 150mg 

アカメガシワ 2500mg 

動物胆 50mg 

f 
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Fig.6. モデル製剤A,Bおよび小柴胡湯のプロテアーゼ活性化機構に対す

る効果：（ －・一 ）コントロール、（一口一）製剤A、 （ームー）製

剤B, （ー0－）小柴胡湯
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Fig.7. ニンジンおよびサイ コのプロテアーゼ活性化機構に対する効果 ：

（－・－ ）コントロール、（ームー）ニンジン、 （－0一）サイコ

られた。

結論および考察

ベルベリン系アルカロイドを含有するオウレンとオウバクが，プロテアーゼの活性化機構K対し

ては，一方は増強的に，もう一方は抑制的に働くという相反する効果があらわれたということは，

非常児興味深い現象といえる。 著者は，オウパクの成分を分画して，抑制作用と化学的成分との関
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係，また乙の抑制作用が活性化因子に直接作用しているものか，更にプロテアーゼ酵素そのものに

対するものなのか，今後検討して明らかにしたい。

今回確立した実験系Kついて，さらに種々の検討を重ね，和漢胃腸薬の効果判定の一助にしたい

と考えている。また今後の新しい方剤の開発Kなるものと期待している。
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〔原著〕

ベラドンナエキスの皮膚適用による鍍痛効果

元山 貢・杉林毅宏
リードケミカル株式会社 研究開発部＊2

Mitsugu MOTOYAMA 

Takehiro SUGIBAYASHI 

ベラドンナエキスは，従来軟膏や坐剤として局所の鎮痛に用いられてきたロ ートエキスと同様

K，アトロビン，スコポラミン等の卜ロパンアルカロイドを含有している。

今回筆者らは，従来のサリチル酸メチルを主成分とするパップ剤中K配合したベラドンナエキス

の鎮痛効果について検討したので報告する。

実験の部

l. 実験材料

1）使用動物

生後 6～7週齢のWistar系雄性ラットを使用した。ラッ トは温度22± 1ぺ湿度50～60%の
飼育室で飼育し，飼料としてラット周囲形飼料（船橋農場製. MMー3）を用い，飼料，水と

もに自由に摂取させた。なお， ラットは l週間予備飼育した後実験に供した。

2) 使用薬物

dry yeast （オリエンタ／レ酵母）

3) 被験貼付剤

① 基剤

パップ剤用含水性基剤。以下の被験貼付剤の基剤として用いた。

② 0. 08 , 0. 2 , 0. 5 , l. 25 % B -EX 

基剤中に当該濃度のべ‘ラドンナエキスを含有させた。

③ 0. 25 , 0. 5 , 1. 0 , 2. 0 % s -p 
基剤中に当該濃度のサリチル酸メチルを含有させた。

④ 0 %AQ-Z 

基剤中』ζサリチル酸メチル i.s %, deーカンフルl0 %, .tーメントー／レ0.8 %及びサリ
チル酸ジフェンヒドラミン 0.1 %を含有させた。

⑤ 0. 2 %AQ-Z 

0 %AQ-Ztlベラドンナエキス 0.2%を配合した。

上記の被験貼付剤は，いずれも実験K先立ち 3.5×4 c11Hc裁断して使用した。

2. 実験方法

1) ベラドンナエキスの鎮痛作用

Randall -Selitto法を一部変更して実施した。

ラッ ト （体重 150～ 170<j）を1群 9匹使用し，実験前日左側後肢足蹄、の被毛を電気剃万で

* 1 第4国家庭薬開発研究会シンポジウム発表（富山， 1984年 12月6日）
* 2 干 930 富山市日俣77-3 TEL 0764 ( 25) 1973 

- 29 -



現毛した。実験当日現毛足際のwalkingpadの一つを通して1O%yeast水溶液0.'ldを足蹄皮下に

注入した。起炎2時間後同部位に被験貼付剤として基剤並びtL0.08, 0. 2 p 0. 5 , I. 25 % B -E Xを貼

付した。被験貼付剤適用 1' 2' 3及び4時間後に各炎症足の圧痛関値をAnalgesyMeter 

(Ugo-Basile社）で測定し，各群毎の全測定値の和を当該群の鎮痛闇値として次式により鎮

痛係数を求めた。

なお，被験貼付剤は測定時取り除き，測定後直ちに新たな同種貼付剤を貼付した。実験中ラ

ットは首lζ保護紙を適用し絶食絶水とした。実験のデータについての統計処理はすべてStud-

entの t検定で行った。

一各貼付剤群の鎮痛関値
鎮痛係数－ －一一ー一

2) S -Pの鎮痛作用

ラット（体重160～1809-）を l群8匹使用し，実験 1）の方法に準じて，基剤並びに0.25, 

0. 5 ' 1. 0 ' 2. 0 % s -pの鎮痛効果を比較した。
3) A Q -zの鎮痛作用
ラット（体重 160～ 1809-）を l群10匹使用し，実験 1）の方法に準じて，基剤並びK0. 2 % 

B-EX, O%A QーZ, 0. 2 %A  Q-Zの鎮痛効果を比較した。

3. 実験結果

1) ベラドンナエキスの鎮痛作用

基剤中lζベラドンナエキスのみを0' 0. 08 ' 0. 2 ' 0. 5及び1.25 %含有させた 0' 0. 08, 

0. 2' 0. 5及び 1.25 % BーEXの鎮痛効果を，Table1及びFig.1 k示した。乙れによればべ・ラ

ドンナエキス 0.2 %以上でcontrol並び＇ti'.：基剤に対して有意な鎮痛効果が認められ，同時にその

効果はほぼplateautc::達した。

Tab I e 2. ベラドンナエキスの鎮痛効果

圧痛闘値（×10~） 
群 鎮痛 係 数

Mean + S-E. 

Control （無処置） 24. 3 ＋ 1. 0 一

基剤（0%B-EX) 23. 3 ＋ 1. 0 0. 96 

0. 08 % B-EX 26. 7 ＋ 1. 0 + l. 10 

0. 2 % B-EX 28. 1 ＋ 1. 2 ! 1. 16 

0. 5 % B-EX 27. 5 ± 1. 1 ! 1. 13 

1. 25 % B-EX 27. 8 十 ＊ 
1. 0 + 1. 14 

n=9 
本 Pく0.05 ( control k対して）

+ p < 0. 05 （基剤K対して）
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Fig.1. ベラドンナエキスの鎮痛効果

2) s -pの鎮痛作用
基剤中Kサリチル酸メチルのみを 0.0. 25, 0. 5 , l. 0及び2.0 %含有させた 0' 0. 25, 

0. 5 , 1. 0及び2.0 % s -pの鎮痛効果を Table2及びFig.2 tc::示した。 乙れによればサリチ
ル酸メチ／レ0.5 %以上でcontrol並びK基剤K対し，有意で‘かっ用量依存的な鎮痛効果が認めら

れた。

Table 2. S-Pの鎮痛効果

群
圧痛閥値（×10~） 

鎮 痛 係 数
Mean ＋ S. E. 

control （無処置） 20. 1 十 l. 2 

基剤（0%S-P) 19. 7 ＋ l. 3 o. 98 

o. 25 % S-P 21. 8 ＋ 0. 9 l. 08 

0. 5 % S-P 23. 8 十 0.9 ! l. 18 

l. 0 % S-P 25. 2 十 0. 5 tt l. 25 

2. 0 % S-P 26. 3 ＋ 1 ** l. 31 
1. + + 

n=8 

* P < 0. 05 ( controltc::対して） +Pく0.05 （基剤K対して）
* * P < 0. 01 (control k対して） + + pく0.01 （基剤応対して）
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1 . 0 (control) 
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E

’
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1
 

1. 2 

鎮痛係数

1.3 

2.0 % S-P 
民民十T

基剤

( o % S-P) 

0.25% S-P 

0.5 % S-P 

1.0 % S-P 

経

* P<0.05 (controlに対して） t P<0.05 （基剤に対して）

** P<0.01 (controlに対して） tt P<0.01 （基剤に対して）

Fig.2. S -Pの鎮痛効果

3) A Q-Zの鎮痛作用

被験貼付剤として基剤並び下ζ基剤中にべ・ラドンナエキスのみを o.2 %含む0.2 %B E-X，基
剤中に有効成分としてサリチル酸メチル i.5 %, deーカンフル l.0 %, 乙ーメント ール 0.8%, 

サリチル酸ジフェンヒドラミン0.1 %を含有する O%AQ-Z，更に乙れはベラドンナエキス

を0.2 %配合した 0.2 %A  Q-Zを用い，乙れらの鎮痛効果についてはTable3及び‘Fig.3 tL. 

示した。乙れによれば0.2 % B -E X, 0 % A Q -Z及び0.2 %A  Q-Zはいずれもcontrol

及び基剤K対して有意な鎮痛効果が得られた。また 0.2 %A  Q-ZはO%AQ-ZK比べて鎮

痛効果が増大した。

Tab le 3. AQ-Zの鎮痛効果

群
圧痛闘値（×l0 ~） 

鎮痛 係数
Mean + S. E. 

control （無処置） 21. 8 十 l. 2 

基 剤 22. 0 ＋ l. 6 l. 01 

0. 2 %B-E X 27. 8 土 l. 4草ま l. 27 。%AQ-Z 27. 7 ＋ 1. 1悦 l. 27 

0. 2 %AQ-Z 29. 3 ± 0. 7李李ま 1. 34 

* * P < 0. 01 ( controltL.対して）
n = 10 

+ + p < 0. 01 （基剤に対して）
***Pく0.00 1 (con tro HL.対して） + + + p < 0. 001 （基剤に対して）
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1 . 0 (control) －EE
’
 
．
 

1
 

1.2 

鎮街係数

1 . 3 

基 剤

~o~ H 十↑↑

0.2% B-EX 

0%  AQ-Z 

0.2% AQ-Z 

~ 調H P< o. 01 (controlに対して）

~oo~ P<0.001 (controHこ対して）

十十 P<0.01 （基剤に対して）

什十 P<0.001（基剤に対して）

Fig.3. A Q - Zの鎮痛効果

考 察

今回の実験の結果，ベラドンナエキスのみをパップ剤基弗Ute含有させた場合，ベラドンナエキ

スの濃度0.2 %以上で有意な鎮痛効果が認められた。一方，従来のパップ剤では主成分のサリチル

酸メチルの濃度o.5 %以上で有意な鎮痛効果が認められ，これにベラドンナエキス 0.2 %を配合を
せる乙とによって効果は増大した。

Lim i）らは化学的発痛物質によって引き起乙される痛みに対する鎮痛剤の作用をヒト及び動物を

用いて検討した結果，麻薬性鎮痛剤の作用が中枢性であるのK対して，解熱鎮痛薬アスピリンの作

用は末梢性であると説明した。また，Ferreiraz）は実験によりプロスタグランジンがブラジキニン

等の発痛物質による痛みに対して痛覚過敏を起こす乙とを明らかにした。アスピリン等の酸性非ス

テロイド性抗炎症薬は体内でシクロオキシゲナーゼの活性を抑制する乙とから，プロスタグランジ

ンの生合成を阻害するとされており，パップ剤中のサリチル酸メチルも局所適用により皮膚吸収 3)

されて同様の効果を発揮するものと考えられる。

一方， InnesとNickersonはベラドンナエキス中のアトロビンと局所麻酔薬のコカインの構造式が

類似していると乙ろから，アトロビンは副交感神経遮断作用と局所麻酔作用を有すると説明した。

したがって，サリチル酸メチルとベラドンナエキスはそれぞれ異なった作用機序lとより鎮痛効果

を発揮するものであり，乙れらを合わせてパップ邦ljt（配合する乙とはパップ剤の効果を高める上で

意義ある乙とと判断した。

文 献

(1) Lim, R. K. S. : Pain. Ann. Rev. Physiol. 32 , ( 1970 ) 

(2) Ferreira, S. H. : Nature, New Biology. 240, ( 1972 ) 
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rーオリザノールは米糠油中から分離抽出されたもので，医療用の内服薬として自律神経失調症

等K使用されている。

一方，外用による効果としては皮脂分泌促進作用，皮膚温上昇作用，局所血流量増大作用などが

認められている。

今回， rーオリザノ ーノレの皮脂分泌促進作用K注目しその至適濃度を選定し，動物及びヒ トでの

毒性及び安全性試験の後，臨床試験Kて外用薬としての有用性を検討した。

実験の部

1. 皮脂分泌試験

1) 試験試料

r－オリザノー／レを0.1 %, 1 %及び2%配合する親水性軟膏及びその軟膏基剤の4試料を外観
上見分けのつかぬ同じチューブに入れ試験に供した。

2) 試験対象

基剤と 01%，基剤と 1%, o. 1 %と 1%及び 1%と2%の4つの組み合せの群をっくり，それ
ぞれ健常者の左右前腕屈側で比較した。各組み合せは10例とし，計40例とした。

3）試験方法

試験対象者の左右前腕屈側（40cnDの面積より皮脂を採取し その後左右前腕屈側にあらかじめ

at random k割りつけた試験試料を毎日朝晩 2回外用せしめた。 l回の塗布量は約 200mljとした。

1カ月間外用を続け 外用終了の2日後民両被検部の皮脂をcupmethod kより採取した。小

林ら0の方法に準じてクロム酸酸化法lとより測定し比較した。

2. 動物による毒性及び安全性試験

1) 急性毒性試験

体重24g前後の5週齢のDDYS系マウス（静動協産育）， 体重 1409前後の 6週齢のWistarJCL 

系ラッ ト（日本クレア， SPFラット）及び体重280P前後の 5週齢のHartley系モルモット（静動

協産育）を用い，いずれも l群雌雄各10匹とした。 r－オリザノール原末の場合はマウス， ラットに経

* 1 第4国家庭薬開発研究会シンポジウム発表， （富山， 1984年 12月6日）
* 2 干 930ー03 富山県中新川郡上市町横法音寺 24 TEL 0764 ( 72) 1133 
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口投与，皮下注射及び筋肉注射した。 1%rーオリザノー／レ軟膏の場合はラット，モノレモッ卜のあ

らかじめ除毛した背部皮膚のほぼ全面（7×10明）に 21'/k9の量で60秒間ガラス製のヘラにて塗擦

した。投与後6時間まで症状観察を行い， 以後 l日1回， 7日間ほぼ一定時刻K死亡発現の有無

症状変化ならびK生存例の体重を記録した。

なお，死亡例及び7日後の生存例は剖検し，内部臓器組織の肉眼的観察を行った。 LDso及びそ

の95%信頼限界は 1週間後の死亡率からLitchfieldand Wilcoxon法列ζより算出した。

2) 車急性毒性試験

5週齢のWistar-JCL系ラット（日本クレア産育， SPFラット）を搬入後 1週間予備飼育して環

境t[!fJllらしたのち使用した。

投与開始時の体重は健常皮膚群では雄で約 150<J, J唯で約 135<jであり，損傷皮膚群，すなわち，

電気パリカンにて除毛後schickの安全力ミソリKて剃毛し，鉄製ヤスリKて擦蕩を作製した群では

雌のみで約 145<jであった。

また，いずれの場合も10匹を l群とした。飼育室は温度2ト 23°，湿度55～65%に保ち， 5連ゲ

ージt[1匹ずつ入れて飼育し，飼料は日本クレア固型試料CE-2を，水は地下水を自由民摂取せ

しめた。

試験試料はTーオリザノールをo.l %, 1 ~百， 5%を配合する親水性軟膏及びその基剤で，それ
らはあらかじめ除毛あるいは除毛 ・損傷処置をした背部皮膚の7x 10明の範囲t[, 2めlk9の量で

毎日30秒間ヘラKて塗擦した。投与期間；ま30日間とした。試験期間を通じて一般症状及び塗布局所

の皮膚症状観察を行うとともに，体重，摂餌量及び摂水量等を観察した。更に投与期間終了翌日K

全例採血後放血致死せしめ，内部臓器の剖検を行い，ついで臓器重量及び病理組織学的な検索を行

った。

また，各種血液学的検査及び血清生化学的検査Kついても実施した。

3) 皮膚刺激性試験

体重 140F前後の6週齢のWistar-JCL系ラット（日本クレア産育），体重280<j前後の5週齢

のHartley系モ／レモット（静動協産育）及び体重2.0 k9前後の日本白色種ウサギ、（静動協産育）を用

いた。ラットとモルモットは 1群峰雄各10匹，ウサギは雌雄各6匹とした。

1 % rーオリザノー．ル軟菅はあらかじめ除毛あるいは除毛・損傷処置した背部皮膚K一定量を一

定時間ヘラにて単純塗擦した。

塗布後 1' 3及び5時間目，更に l日目から 7日固まで連日観察した。判定はDraizeのの判定基

準にて評価した。

4) 眼粘膜刺激性試験

体重2.0 k9前後の正常眼を有する日本白色種ウサギ（静動協産育）を用い， l群各6匹とした。

右眼の下肢の嚢中K1%rーオリザノール軟膏o.1 9を点眼後開眼させ，約10秒間軽くマッサー
ジ‘を行った。左眼を対照とし，点眼 1時間後及び 1, 2' 3' 5, 7日後肉眼及び拡大鏡花より観

察を行った。判定はDraizeらQの判定基準にて評価した。

5) 抗原性試験

、（1）感作濃度の選定

体重280'I前後のHartley系モノレモット（静動協産育） 10匹を1群とし，あらかじめ現毛した背部

K生理食塩液で0.1～1 O%t［調整した l%rーオリザノール軟膏または同基剤の懸濁液を0.05m£/

site皮内注射し， 24時間後に皮膚を剥離し，注射部位を裏面より透見して紅斑の程度をDraize3）の

判定基準促て評価し弱度起炎濃度及び中等度起炎濃度を選んだ、。

また，positivecontrolとして4% 2' 4一dinitrochlorobenzene ( DNCB）軟膏を用いた。
位） 感作試験
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モ／レモットを雌雄それぞれ30匹 l群とし，試験試料の感作濃度は弱度起炎濃度及び中等度起炎濃

度を用いた。 1日l回6日間連続皮下注射して感作を試みた。初回から 3回固までは， Freund’S

com plate adj uvantとの等量混液o.1 dを毎回部位を変えて皮下注射した。
最終感作から4週後K感作K用いた試料の 1/100～ l/5の濃度のものを誘発抗原とし，それぞ

れo.05 me/siteを除毛した背部皮内に注射した。 24時間， 48時間及び72時間後K誘発部位の紅斑の程
度と直径を測定した。

.6) 光毒性試験

体重2.5 k9前後の雄性白色ウサギ（静動協産育）を用い，背部を電気パリカンで除毛後更に脱毛

剤で処理した。紫外線光源としてFL-20 S E型ランプ（波長280～320nm）とFLー20SBLB 

型ランプ（波長300～400nm）を用い，脱毛24時間後ウサギの背部5カ所tl20仰の距離から l分，

2分， 3分， 4分及び5分間それぞれ照射した。 24時間後，軽度の紅斑が認められる照射時間とM

E D (minimum erythema dose）とした。試験試料0.3 c;を背部6カ所に塗布し， 24時間遮光
被覆し固定した。その後このパッチを除去し試験試料塗布部の紅斑の有無を判定した後，それぞれ

の塗布部位の半分をアルミホイjレで覆い，阻D測定の場合と同様に照射した。照射24,48及び72時間 制
後K照射部位及び非照射部位の皮膚反応をDraize3）の判定基準Kて評価し，光毒性の有無を判定した。 "' •• 

なお， positivecontrolとしては 10% anthracene軟膏を用いた。

7) 光アレルギー性試験

体重300c;前後のHartley系モ／レモット（静動協産育）の雌雄それぞれ15匹を l群とした。
(1）感作法

紫外線光源としてFL-20 S BL B型ランプ（波長300～400run）を用いた。モルモットの背部

記 1日l回10日間感作用試験試料0.1 c;を30秒間へラで塗擦した。塗布30分後，皮膚面と光源との
距離を 12cmとして90分間照射した。光照射は48時間ととに 5回繰り返した。

ω 誘発法
最終塗擦の14日後に背部右側を除毛し，感作に用いた試料ならびにその l/2及び%。濃度のも

のを誘発抗原とし，それぞれ0.01 Fを30秒間塗擦した。

ついで‘感作時比紫外線照射を行ったモ／レモッ卜Kは60分間照射した。塗擦24, 48及び72時間後

K皮膚反応の有無と程度をDraize3）法にて観察した。

positive controlとしては 10% 3, 4’5ーtribromosalicylanilide(TBS）軟膏を用いた。

3. 変異原性試験

1) 直接変異性原性試験

Nutrient broth中で培養した Sat抑制Uatyph.imuπ泌m・TA98文はTA100の0.1 d を共栓付
試験管花入れ， 0. 1 Mリン酸緩衝液及び各種濃度の試験化合物のDMSO溶液を加え，素早く撹梓後

37 °tl 20分間インキュベーションした。

ついで上記菌混液に軟寒天2meを加え，撹枠したのち寒天培地上比重層し，37°で48時間培養した。

試験化合物の変異原性は出現したHis＋復帰コロニー数を計測し判定した。

2) 代謝的活性化条件下での変異原性試験

上記変異原性試験で用いた菌混液と同種のものを調製し，乙れにS9Mix o. 5 meを加え素早く撹持
したのち20分間インキユベーションした。ついで 1）と同様な操作で試験化合物の変異原性を判定し

た。

なお，本試験は東京薬科大学第二衛生化学（渡部 烈教授）にて実施した。

4. パッチテスト

健常者（35例）及び皮膚疾患患者（37~1J) を対象として上腕屈側で48時間クロ ーズド‘パッチテス

トをした。
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被験試料は調製直後のものと，経時変化の影響をみるために苛酷試験（ 55 °, 30日間）したもの

についてもパッチテス卜した。テスト用パッチ紳は卜リイ紳を使用した。判定はパッチ紳除去 1時

間後と24時間後に行った。また光の影響を知る目的で除去 1時間後の判定終了後にBL B型ラン

プ（波長 300～400nm）を用い 35仰の距離から 10分間光照射を施行した。

判定基準は本邦における基準5）に従った。すなわち，

無反応一一－－－・－－－－…一一一一一一一（ー） 0 点

わずかな紅斑………………（土） 0. 5点

明らかな紅斑………－－－－－－－－－－ ( +) 1 点

紅斑十丘疹又は浮腫－－－－－－…（十十） 2 点

と評点し刺激指数を下記の式s）から算出した。

刺激指数＝墜圭土堕堕埜又は 24時間後Kおける，より反応の強い評点の総和
全 例数× 100 

なお，本試験は名古屋大学医学部皮膚科（早川律子講師）にて実施した。

5. 臨床試験

1) Open control test 

(1) 試験実施施設

名古屋大学医学部皮膚科他7施設

(2）被験外用剤

γーオリザノー／レ 1%を配合する親水性軟膏

(3) 対象疾患と試験例数

老人性乾皮症，尋常性魚鱗癖，小児乾燥型湿疹，進行性指掌角皮症等を対象とし症例数は l施設

当り10症例を目標とした。

(4) 外用方法

l日3回ず．つ（朝，タ，就寝前）単純塗擦した。

(5) 外周期調

し1ずれの対象症例においても 12週間を試験外周期間とした。

(6) 皮膚所見の観察と評価

① 観察日

開始日，治療開始 2週後， 4週後， 6週後， 8週後， lO週後及び12週後K記録した。治療前と

比較した全般改善度についても同様K行った。

① 皮膚所見

症状の程度を高度4，中等度3，軽度 2，軽微 l，なし 0の5段階K分けた。

③ 全般改善度

治療前と比較して，治癒柵，著しく軽快＋＋＋，かなり軽快＋＋，やや軽快十，不変O，増悪×の6段

階で評価した。

(7）副作用

すべて記録し，高度十十十，中等度什，軽微＋，なしーの4段階に分けた。

(8) 有用性の判定

試験終了後K皮膚所見，全般改善度，副作用を参考として有用性の判定を行った。

2) Semi double blind test 

(1) 試験実施施設

名古屋大学医学部皮膚科他7施設
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(2) 被験外用剤

① 親水性の 1%rーオリザノール軟膏（以後Tと略）

① 同基剤（以後bと略）

(3）被験外用剤の包装と割付け

rとbは同じ外観のチューブに入れ，各薬剤の割付けと Keycodeの保管はコントローラー（一

橋大学高島己千雄講師）が担当した。

ω対象疾患と試験例数
尋常性魚鱗癖，老人性乾皮症，小児乾燥型湿疹，進行性指掌角皮症を対象とし，左右対称性K同

一程度の皮疹を有する症例各48例を目標とした。

侶） 外用方法

右用の被験外用剤を右側の病変部位K，左用の被験外用剤を左側の病変部位~c I日3回ずつ（朝

夕，就寝前）単純塗擦した。

(6）外周期間

いずれの対象疾患lとおいても 6週間を原則とした。

(7）皮膚所見の観察と評価，副作用，有用性の判芝

いずれも Opencontrol testの場合と同様にして行った。

(8) 結果の解析

Key open したのちx2検定，Stuart-Maxwellの検定， Wilcoxonの検定なと．の手法にて行った。

実験結果

1. rーオリザノール配合軟膏の皮脂分泌促進作用。

皮脂分泌量は基剤及び0.I%γ ーオリザノール軟膏ではほとんど増加をみないが， 1 % rーオリ
ザノ ー／レ軟菅では明らかな増加を認めた（Pく0.01 ) 

ただし， I%rーオリザノール軟菅と 2%rーオリザノール軟膏との聞には有意の差は認められ

なかった。

皮 .30
脂

分

泌

: .20 

皐

〈%）

ノ0 NS 

.5. {t 

。

♀．ヲ

o.ノ

ノタ.7

/.0 ..2 .0 

γーオリザノールの配合濃度（%）

Fig.1. 親水性軟膏中のγーオリザノールの配合濃度と

皮脂分泌促進作用
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た （Table3）。

投与経路 性 マウス ラット

経口投与 合 >4000 >4000 
♀ >4000 >4000 

皮下注射 合 >4000 >4000 
♀ >4000 >4000 

筋肉内注射 合 >4000 >2000 
♀ >4000 >2000 

動物 群 性 死亡率

健常皮膚群 念 0/10 
♀ 0/10 

ラット
損傷皮膚群 色 0/10 

♀ 0/10 

モルモット 健常皮膚群 色 0/8 
♀ 0/8 

Table 2. rーオリザノール配合軟膏の30日間経皮投与による
亜急性毒性

健苦言皮Till草 （~・♀〉 煩傷皮l布署草〈♀〉

評価項目 r－オリザノールii度（%） r.オリザノール濃度m
対照 対照。0.1 5 。0.1 5 

死亡怒 0110 0110 。110 0110 0/10 0/10 0110 。110。110 0110 
定状変化 対照群と釜なし 対照群と差なし

銀餌・摂水量 ，， ，， 

体重 変化 II ，， 

尿検査 正 予古 車E図 正常凝固

血液検査 ，， ，， 

血清生化学検盗 II ，， 

B電器重量 対照群と乏なし 対照群と差なし

剖検所見 正策範囲 正常範囲

病理組織 4寺！aすべき変化なし 真皮，皮下組織，程度の銭S量化
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Table 3. rーオジザノール配合軟膏の皮膚刺激性、抗原性試験

および変異原性試験

試験方法 動物 皮膚 性 結果

色 〈ー〉
健常

♀ 〈ー〉
ラット

色 〈ー〉
損傷

♀ 〈ー〉

色 〈一〉
健常

皮膚刺激性 ♀ （一）
モルモット

ち （一〉
損傷

♀ 〈ー〉

色 〈ー〉
ウサギ 健常

♀ （ー〉

色 〈一〉
眼粘膜刺激性 ウサギ 健常

♀ 〈ー〉

ち （ー）
抗原性 モルモット 健常

♀ 〈一〉

光毒性 ウサギ 健常 色 〈ー〉

色 （ー）

光nM－性 モルモット 健常
♀ 〈ー〉

TA-98 （ー〉
直援法

TA-100 〈ー）
変異原性 以ミチフス菌

TA-98 〈一〉
代謝活性化法

TA-100 （ー）

6. 抗原性試験の

低濃度感作群及び中濃度感作群のいずれの群においても誘発注射によって非感作群と同程度の紅

斑症状を認めたのみで，浮腫，水泡，出血，潰蕩などの症状は全く認められなかった（Table3）。

一方， 4%DNCB軟膏では明らかな強い紅斑が認められた。

7. 光毒性試験 10)

1%rーオリザノール軟膏の塗布部位における UV照射24' 48及び72時間後の皮膚反応はUV照

射部とUV非照射部との聞に全く差異は認められなかった（Table3）。

一方， 10 % anthracene軟菅の塗布部位で・は UV非照射部で亡く軽度の紅斑を示すKすぎなかった

がUV照射部で・は紅斑は明らかに増強し， 72時間後においても回復しなかった。
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8. 光アレ／レギー性試験 lO)

感作期間中Kおいて試験試料の塗布またはUV照射処置のみによる刺激性及び光毒性と思われる皮

膚反応は認められなかった。

誘発処置後，試験試料塗布群では対応する誘発試料Kよって皮膚反応は惹起されず，また UV照

射部及び·uv非照射部には差異は~~められなかった（Table 3）。

一方， 10 %TBS軟膏塗布群の UV非照射群で、は感作期間と同様に何らの皮膚反応も認められなか

ったが，UV照射群で‘は明らかな紅斑症状が認められた。

9. 変異原性試験 11)

Tーオリザノールは各種濃度において Satmonettαtyphimur山m 白TA98及びTA100 tc対して直
接的な変異原性活性は認められなかった。

また，ラット肝9000×9上清画分中の酵素により代謝されて， 上記両菌株比対し変異原性を示

す活性代謝物を産生しなかった（Table3）。

10.パッチテスト 6)

調製直後試料における l% Tーオリザノール軟膏の刺激指数は低く，健常者群及び皮膚疾患患者

群いずれにおいても同基剤と比較してほとんど差を認めず，類似他社市販品及び日局白色ワセリン

とも差を認めなかった。

ただし，皮膚疾患患者の刺激指数は健常者群より高い値を示した。また苛酷試験試料の場合にお

いても 1%rーオリザノール軟膏の刺激指数は 1.7と低く，調製直後試料の場合と差は認められな

かった（Table4）。

11. 臨床試験

1) Open control test 12) 

解析対象例の総数は87例であった。

いずれの対象疾患においても明らかな皮膚所見の改善が認められた。 Fig.2 tc示されるように 2,
4, 6, 8, 10, 12週と経過するに従い改善率は順次上昇した。

特に12週後任おいて落屑性湿疹では 100%，各種枇糠疹では約90%，老人性乾皮症，各種乾皮症

及び尋常性魚鱗癖では約70%，毛孔性苔癖では約65%の改善効果を示したのに比し進行性指掌角皮

症，ア卜ピー性皮膚炎に伴う乾燥及び小児乾燥型湿疹では約50%の改善効果が認められたのみであ

った。

落屑性湿疹，各種枇糠疹，老人性乾皮症，各種乾皮症及び尋常性魚鱗癖の皮膚所見を症状別K経

過をまとめたものがFig.3である。乾燥組槌化及び鱗屑症状の改善が他の症状K比して明らかであ

Table 4. 皮膚刺激指数

調製直 後 試料 苛酷試験試料

被験試料

健常者群 皮膚疾患患者群 健常者群

1%γ・オリザノ・Jl軟膏 2.9 14.9 1. 7 

基 剤 1 .4 13.5 。
類似他社市販品 1.4 18.9 。
日局白色ワtリン 。 6.8 。
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った。

副作用は87例中 2例K軽度な紅斑

と湿疹化をみた。その発現率は 2.3 

%であった。

いずれの対象疾患においても有用

性の高いことが認められた。すなわ

ち，やや有用以上を有効率とすると

老人性乾皮症，毛孔性苔癖，各種枇

糠疹，落屑性湿疹及びアトピー性皮

膚炎K伴う乾燥では 100%，尋常性

魚鱗癖では88.9%，小児乾燥型湿疹

では88.5%，各種乾皮症では87.5% 

更K進行性指掌角皮症においても

86.7 %の高い有用性が得られた

(Table 5）。

2) Semi double blind tests) 

解析対象例は 204例であった。背

景要因の等質性Kついては性別及び

年代別による rとbの左右割付症例

数K有意な偏りはなかった。いずれ

の対象疾患はおいても2週，4週，

6週と経過とともに明らかな改善効

果を認めた。 rとbの優劣比較Kお

いてはTable6 tc示したように老人性

乾皮症及び尋常性魚鱗鮮の2週，

週， 6週後及び全経過のいずれにお

いて， rの方がbtc比べやや優る傾

向にあるが有意差を認めなかった。

乙れらと小児乾燥型湿疹を加える疾

患全体としてまとめてみると， 4週

後においてのみr有意の傾向を認め

た（p < 0. 1）。
副作用は 204{71j中rl例， bl例

rとb4 {71jt（軽度な丘疹，紅斑，窟

庫をみたのみであった。

有用性についてはrとbの聞に有

意差が認められなかったが，いずれ

の対象疾患においても γの方がやや

高い傾向にあった。

4 
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4・ー」二こ

G e 10 12 週
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今までrーオリザノー／レを配合し

た軟膏剤（クリーム剤）は医薬部外
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1%rーオリザノール配合軟膏による皮膚症状の変化
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極めて
有 用

やや
無 用

やや
有 害 !t 有用 有用 有害

2 6 5 。 。 。 13 
老 人 性 乾 皮 症 ( 15. 4) ( 61. 5) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) 

4 3 。 。 。 8 
各 種 乾 度 症 ( so. 0) ( 87. 5) ( 87.5）ー (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) 

1 4 。 。 。 。 5 
毛 孔 性 ~ 癖 ( 20. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) 

2 6 。 。 1 。 9 
~ 常 性 色 間 揖 ( 22. 2) ( 88. 9) ( 88. 9) ( 88. 9) (100. 0) (100. 0) (100. 0) 

2 2 。 。 。 。 4 各 種 枇 援 疹 ( 50. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. O) (100. 0) 

2 。 。 。 。 。 2 

う 落
周 性 湿 ~ (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) 

5 10 8 2 。 26 小児乾慢 型 湿 疹 ( 19. 2) ( 57. 7) ( 88. 5) ( 96. 2) ( 96. 2) (100. 0) (100. 0) 

2 2 。 。 。 5 アトピー性皮膚慌に伴う乾燥
( 40. 0) ( 80. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) 

3 7 3 2 。 。 15 
進行性 rn:3肱ー角度症 ( 20.0) ( 66. 7) ( 86. 7) (100. 0) (100. 0) (100. 0) (100. 0) 

23 40 17 5 1 1 87 E十 ( 26.4) ( 72. 4) ( 92. 0) 〔97.7) ( 98. 9) (100. 0) (100. 0) 

〈〉：累積%

Table 6. 1% rーオリザノ ール配合軟膏と同基剤との優劣比較

疾 息 評価自 7~ 〉 ー 『之 ~b 針 自食 定

Wfl cox on ( 1 ) 

~ 1 ( 2 W) 2 32 5 。40 H S 

老人性乾皮症
;g Z (4 W) 9 25 4 。39 ”s 
第 3(6 W) 6 27 3 。37 ”s ) 全経過 9 25 5 。40 H S 

;n 1 (2 W) 。 4 JI 4 。39 N S 

尋常陸魚鍋劉
奴 2(4 W) 。 7 27 3 38 ”s 
;n 3 (6 W) 。 6 27 2 。35 H S 

会経過 。日 26 4 39 ”s 
;g 1 (2 W) 。 5 36 。 42 H S 

小児佼鎌ヨ~ifJ.15
郊 2 ( 4 w) 。 7 27 5 40 ”s 
買n (6 W) 。 5 ZB 5 2 40 N S 

全経過 。 6 29 5 2 42 H S 
、v
、

四 ；；7

老人性乾~~
第 1(2 WI 11 99 9 121 H S 

' 第 2 (4 W) 23 79 12 2 117 t ( T>t>) ー』

尋常性魚鏑筒

'$ i: 
小児舵銭型湿疹

;g3 (6 W) 17 82 10 2 112 N S 

全経過 23 BO 14 3 121 H S 

官主



品及び化粧品として0.5 %あるいはそれ以下の濃度を配合したものが市販されていた。

今回， Tーオリザノー／レの外用薬への応用として，皮脂の分泌促進効果を充分期待しうる至適濃

度を皮表皮脂量を測定する乙とにより検討したところ 1%が適切である乙とがわかった。そ乙で，

親水性のrーオリザノール軟膏の安全性を動防試験として急性毒性，亜急性毒性，皮膚刺激性，眼

粘膜刺激性，抗原性，光毒性及び光アレルギ一性について検討したところ，いずれの試験において

もγーオリザノール軟膏の安全性Kついては特に問題はなかった。また，発癌性の評価として変異

原性試験を検討したと乙ろ全く negativeであった。更に，ヒ トによるパッチテストでも特に問題が

なく安全性の高いものとして評価した。

次K，臨床試験にて 1%γ ーオリザノ ール軟菅の有用性について皮脂腺の機能が低下している老

人性乾皮症，尋常性魚鱗癖等を中1CtζOpencontrol test及び＇Semidouble blind test kて検討し

たところ，連続塗布により明らかな皮疹の改善効果が認められた。また，基剤との比較においては

l%rーオリザノー／レ軟膏の方がやや優る傾向が認められた。

一方，副作用の発現率はOpencontrol testで、は2.3 %, Semi double blind testでは2.9%と

低く，その症状は軽微なものであった。

以上のことより， l%rーオリザノ ール軟膏は遅効性ではあるが皮脂腺に働きかけて皮脂膜の形

成を促し，皮膚の乾燥や肌あれを予防する効果のある乙とが認められた。

なお，今回の検討にあたって終始c指導賜った名古屋大学名誉教授小林敏夫，名古屋保健衛生大
学教授上田 宏，名古屋大学講師早川律子，京都薬科大学学長藤村 ー，岐車薬科大学教授江田沼

英，東京薬科大学教授渡部 烈の諸先生方K，また， r－オリザノーノレの提供KC好意を賜った山
下栄次氏K深謝致します。
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各種制酸剤の配合比率と簡

単ま胃模型内での pH推移＊l

吉岡 毅， 正川康明， 清水正彦

株式会社 賞貫堂 製薬部将

Takeshi YOSHIOKA 

Yasuaki MASAKA WA  

Masahiko SHIMIZU 

一般に胃腸薬を設計する場合Kおいては，制酸作用を期待して各種の制酸剤を配合する場合が多

い。今回簡単な胃模型を作成し，使用頻度が高いと思われる数種の制酸剤KついてpHの変化を観

察し， 更K，得られた単品の制酸剤のpH曲線から，それらを組み合せた場合のpH曲線をある程

度予測する乙とが出来たのでその結果を報告する。

実験の部

1. 装置（胃模型）及び実験方法

Fig. 1の装置を用い， ビーカーに日局

「一般試験法36崩壊試験法」の第 l液50

mi.を入れ，マグネチックスターラーを用

いて約300rpmで、提持しながら制駿剤を

投入する。制酸剤を投入して10分後から

30秒K1 dずつ第 l液を注加する。

第 l液の注加により pHが低下してゆ

き，pHが3以下になった時注加を止め

る。

ビューレット

温度計 一

レコーダー

Fig. I. 装置
2. 測定値

立ち上り時間

最高pH

制酸剤を投入してから pH3を越えるまでの時間

制駿剤を投入してから 10分後のpH

維持時間

3. 実験試料

制酸剤を投入してpH3を越えてから第l液の注加Kよって再びpH3 tLなるま

での時間

一般市場で入手した以下の 7品目

炭酸水素ナ トリ ウム，炭酸マグネシウム，酸化マグネシウム，沈降炭酸カノレシウム，メタケイ

酸アルミン酸マグネシウム，合成ヒドロタルサイト，水酸化アルミニウム ・炭酸水素ナ トリウム

共沈生成物

* 1 第4回家庭薬開発研究会シンポジウムにて発表， （富山， 1984年 12月6日）
* 2 干 930 富山市将軍沢町2-9 -1 TEL 0764 ( 24 ) 2271 
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pH 
炭送水素ナトリウム 1メタケイ陰アルミン滋9 

8 400mg S マグネシウム 400mg 
7 7 
6 6 

s 5 2 
4 

；内ミご € J ーーーーーーーーー ーーーーーーーーーー

2 

結果及び考察

1. Fuchs法及び岡崎らの方法との比較
l) > 2). 

制酸剤の胃内でのpH推移を調べるには従来Fuchsi去と岡崎bの方法等が知られているが，

得られた曲線の精度や操作上の難易さの点から今回用いた方法を採用した。乙の3法のpH曲線のパ

ターンには本質的K違いはなく，それぞれ各試料Cとに同様のパターンを示している（Fig.2）。

また， 「胃腸薬製造承認基準」の試験法（昭和 55年薬審第 523号厚生省薬務局審査課長通知）

では制駿剤の評価方法として，制酸試験法とpH試験法を規定しているが，以上の3法では各pH

1'0 20 :!O ~o S"J (min) 10 20 JO 4.0 (min) pH 

：~ 合成ヒドロタルサイト 400mg 
守

t
r
o
E
d
A句

Tuw
勺

ι

3 

1 : Fuchsの方法

2：同埼らの方法

3：今回の方法

10 20 30 40 so 60 (min) 

Fig.2. 3 法の比較

域での維持時間や反応の遅速等の評価が出来る利点があると思われる。

2. 試料重量を一定（ 400 mg) t<:：した場合

炭酸水素ナト リウムは急速にpHが上昇し，最高pHは6.7で，注加により pH7～6付近を維持 昨
した後K急激K下降した。炭酸マグネシウムも急速にpHが上昇し，最高pHは8で， pH7付近

を維持した後pH6を過ぎると急激に下降した。酸化マグネシウムも急速にpHが上昇し，最高pH

は10で， pH9付近を維持した後pH7を過ぎると急激K下降した（Fig.3）。

メタケイ酸アルミン酸マグネシウムはpH上昇が鈍く，最高pHは3.5と低いが，下降はなだら

かでpH4～3付近をほぼ直線的に下降した（Fig.4 ）。

沈降炭酸カルシウムは比較的pH上昇が鋭く， pH6～4 tc:かけての維持時間が長く pH4を過

ぎてから下降が速まる（Fig.5）。

合成ヒドロタ／レサイトはpH上昇が鈍く， 最高pHは4.5と低く，注加により一時的にpHが低

下するが，更に注加を続けると再び上昇してpH4付近をほぼ一定K維持した。水酸化アルミ ニウ

ム・炭酸水素ナトリウム共沈生成物はpH上昇が合成ヒドロタルサイトよりやや鋭く，同様kpH 

4付近を維持した （Fig.6）。

乙れら 7種の原料は，それぞれ特徴のあるpH曲線を示したが，乙れを4つの典型的なパタ ーン

K分類してみるとFig.1 tc:示す通りとなる。 I型は炭酸水素ナトリウム等にみられる ものでpH
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pH_ I pH 
,l s 
BiNaHCOl 400mg 8 
71 1 

6十－－ """" 6 

51 ' s 
41 I 4 

3・－－－－－－－－－ － ‘」一一－－－－一一－－－…・
2 ~ 2 

~ 

H
H
H
Q
J
n
o

マ
I

r

b

E
d

n
r
 

IJJ (min) 

MgO 400mg 

pH 
s 
8 

1 

6 

s 
4 

J1・一一－－－一一一一－－－－－－－－－一－－－－－ー・ー＼・・
2 

4 

2 

10 20 30 40 50 60 70 80 （凹in)

Fig.3. 炭酸水素ナトリウム400mg，炭酸マグ

ネシウム400mg 酸化マク洋、ンウム400mg 

10 20 JO 40 (min) 

Fig.4. メタケイ酸アルミン酸マグネシウム40肋F

H

9

8

7

6

5

 

nr 
pH 

；｜合成ヒドロタルサイト 4仙 g

4 

Jr・・・－－－－－・…・…・一一一－－－－－ヘー

pH_ I 10 20 Jo 40 50 60 70 (min) 

8 ~水量化アルミニウム・炭遊水素ナトリウム
11共沈生成物 400回E

4 

31一一一・・・…・ー・・・・・・・…－ー－--....-

4 

3-i-－－－－－ーーーーーー－ーーーーー『ーーーー・ーーー－-.lo.- -

2 

I 0 20 30 40 S'o (min) 1b 20 Jo ..(() so 60 10・（min)

Fig.5. 沈降炭酸カルシウム 4001Tllj Fig.6. 合成ヒドロタルサイト 400mr; 

水酸化アルミニウム・炭酸水素ナ トリウム
共沈生成物40 0呼

上昇が鋭く ，高~＇ pH域を維持するが，塩酸との反応も速く中間の pH域が短いもの， E型はメタケ
イ酸アルミン酸マグネシウム等でpH上昇は鈍く，最高pHも低いが， pH 4～3をなだらかに下

降するもの， E型は沈降炭酸カルシウム等で I型とE型の中聞のもの， N型は合成ヒドロタルサ
イト等でpH4位をほぼ一定に維持するものである。

3. 試料重量を変化させた場合

試料重量を変えた場合tc,pH曲線のパターンにどのような変化がみられるか調べるためtc,
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pH 

Time 

pH 
間
以

寸

J
1．11
1
4
JH1

pH 

Time 

pH 

fJ 

モ

Time 

Fig.7. 典型的 なノfター ン

Time 

0. 1 N塩酸消費量が75 mi, 100 mi, 125 milL.相当する各制酸剤を量り， 同様lζ測定を行った。

I型の炭酸水素ナトリウム，酸化マグネシウム，炭酸マグネシウム（Fig.8) , II型のメタケ

イ酸アルミン酸マグネシウム（Fig.9) , ill型の沈降炭酸カルシウム（Fig.10）， 町型の合成ヒ

ドロタルサイ ト，水酸化アルミニウム ・炭酸水素ナ トリウム共沈生成物は（Fig.11）のいずれも

立ち上り時間や最高pHは近似しているが，維持時間は比例的K延長している。

乙のように，塩酸消費量を変化させても，個々の制酸剤のpH曲線は特徴のあるパターンを示し

た。しかし， 塩酸消費量が一定でも異なる制酸剤のパターンにはずいぶん違いがみられる。また，

塩酸消費量の変化に対する維持時間の延長はTablelにまとめたが，炭酸水素ナトリウムは平均

pH 
9 

ト！aHCO,
8 
7 

6 

7S l口口 125 

pH 

9 

n
E

守

J

F

O

pH I 10 20 Jo 40 so &o 7D(mふ戸b io io 40 so （岡山） 5 

9 

Fig.8. 炭酸水素ナトリウム，炭酸マグネシウム
酸化マグ．ネシウムの0.1N塩酸消費量
7 s mt , 1 no mi , 1 25 meの場合

1'25 

10 20 JO 40 50 (min) 

Fig.9. メタケイ酸アルミン酸マグネシウムの
0. I N塩酸消費量75mi,1oorne, 
125 meの場合
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pH 
9 

B 

7 

6 

5 

4 

~ 1-・ 、、、s

pH 

: ］合成ヒドロタjレサイト

pH 1 10 2.0 JO 40 s・o 6b 70 85 (min) 

~1水酸化アJレミニウム・炭透水素ナトリウム
7 ~共沈生成物

. 
句

15 
10 20 30 AO 50 G画百（oin)

100 1(5 

Fig.10. 沈降炭酸カルシウムの0.IN塩酸消

費量75m£,100m£, 125m£の場
d岳、
Q 

16分 13秒，炭酸マグネシウムは平均 16

分32秒，酸化マグネシウムはばらつきが

みられるが平均 13分5秒，メタケイ酸ア

ルミン酸マグネシウムは平均 12分8秒，

沈降炭酸カルシウムは平均 16分23秒，

合成ヒドロタルサイトは平均17分9秒，

水酸化アルミニウム・炭酸水素ナトリウ

ム共沈生成物；ま平均 17分49秒ずつ0.1 

N塩酸消費量25m£ti::.対して延長している。

4. 予測パターンと実誤IJパターンの比較

胃腸薬には制酸剤と共K消化鮮素を配

合する乙とがあり，それぞれの消化酵素
3) 

は特有の活性pH域を有している。更に，
4】

岡崎 ~R：よるとそれぞれの消化酵素Kは

胃液は対する抵抗力が弱いものもあり，

いずれ』としても消化醇素を配合する場

合Kは，服用後胃内を速やかに酵素の

至適pHtc:上昇させ長時間維持させる必要

があると考えられる。しかし，個々の制

酸剤単品では一長一短があり条件を満足

するものが見当らなし1。そ乙で，前述の

実験結果から，各制酸剤のpH曲線のパ

ターンや，塩酸消費量の変化促伴う維持

時間の変化，及び反応の遅速等を考え併

10 20 30 初日目 10 80 （田in)

Fig.11. 合成ヒ ドロタルサイト ，水酸化アルミ

ニウム ・炭酸水素ナトリウム共沈生成

物の0.I N塩酸消費量75m£,100m£ 

125 m£の場合

Table l. 各制酸剤の塩酸消費量を変化させた場合

の測定値

ロEコロ 名
0. 1 N -Hc.l 立ち上り

最高pH 維持時間
j肉質量（rn2) 時間（砂）

75 l l 7.1 0 31’3 711 
炭酸水素ナトリウム 100 4 7.32 48’20" 

125 3 7. 7 1 64’0 311 
75 l 3 7.7 5 31’4 711 

重質炭酸マグネシウム 100 11 7.8 6 48’4 911 
125 9 7.95 64’5111 
75 110 8.60 12’40” 

酸化マグネシウム 100 42 9.34 24’0011 
125 9 9.89 38’4s11 

メタケイ厳アルミン酸
75 60 3.58 18’3 O" 

II 
マク’ネシウム

I 00 36 3.69 30’I 8" 
125 20 3.7 3 42’4 6" 
75 13 6.39 32’3511 

田 沈降炭酸カルシウム 100 6 6.64 48’58" 
125 4 6.69 65’2 o" 
75 53 4.12 28’1911 

N 合成ヒドロタルサイ ト 100 45 4.24 45’15" 
12 5 42 4.4 4 62’3611 

水酸化アルミニウム・ 75 1 7 4.0 6 36’4 3" 
N 炭滋水素ナトリウム 100 1 3 4.19 53’2 9" 
共沈生成 物 125 10 4.2 2 72’2 O" 
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せて各制酸剤を組み合せ，理想的なpH曲線を予測し，処方設計の目安がつけられないだろうかと考えた。
すなわち， I型の制酸剤は立ち上りのpH上昇と高いpH域の維持icI :rr型やN型の制酸剤は低

~＼ pH域の維持K，そしてE型の制酸剤は中間域のpH維持に用いるという乙とである。

乙乙で組み合せモデル処方の0.1 N塩酸消費量の設定を約 105mf,として予測を行い実測値と比較

した。

Fig. 12は炭酸水素ナトリウム200mt;と炭酸マグネシウム400me;を組み合せた場合の予測pH曲

線（上図点線で示す）と実誤IJpH曲線（下図）である。上図の実線で示したのはFig.3の炭酸マグ

ネシウム400me;のpH曲線で，これに炭酸水素ナトリウムを組み合せる乙とにより立ち上りが鋭く

なり，最高pHは同じI型同志なのでやや上昇すると予測した。また，炭酸水素ナトリウム 200呼

は炭酸マグネシウムより塩酸と反応し易く， 0. 1 N塩酸消費量約25mf,t(相当するので，注加開始

後，先kpH 7～6の維持時間が17分間延長したあとで炭酸マグオ、シウムのpH曲線K移るであ

うと予測した。

Fig. 13は炭酸水素ナトリウム200me;と沈降炭酸カルシウム400me;を組み合せた場合の予測pH

曲線（上図点線で示す）と実測pH曲線（下図）である。 上図の実線で示したのはFig.5の沈降炭

酸カルシウム400却のpH曲線で，乙れに炭酸水素ナトリウムを組み合せることにより立ち上りが

鋭くなり，最高pHは上昇すると予測した。また，炭酸水素ナトリウム200mt;は沈降炭酸カルシウ

ムより塩酸と反応し易く 0.1 N塩酸消費量約 25m1,tc相当するので注加開始後，先tcpH 7～6の

維持時間が 17分間延長したあとで沈降炭酸カルシウムのpH曲線医移るであろうと予測した。

Fig. 14は炭酸水素ナト リウム200m<; ・沈降炭酸カルシウム 20()mt; .メタケイ酸アルミン酸マグ

ネシウム 200mt;の3穫の制酸剤を組み合せた場合の予測pH曲線（上図）と実測pH曲線で、ある。

炭酸水素ナトリウムKより立ち上りが鋭く，炭酸水素ナトリウムと沈降炭酸カルシウムにより最

高pHが6～1tc達すると予測した。また，塩酸と反応し易いII買に炭酸水素ナト リウム 200呼は

0. 1 N塩酸消費量約25m£tl相当するのでpH7～6を 17分間維持し，次に沈降炭酸カルシウム
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Fig.12. 炭酸水素ナトリウム200mg , 
炭酸マグネシウム400却を組み合
わせた場合の予測図と実測図

Fig.13. 炭酸水素ナ トνウム200呼，
沈降炭酸カルシウム400m9を組み

合せた場合の予測図と実測図
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Fig.14. 炭酸水素ナト リウム200mc;,

沈降炭酸カルシウム200mc;,

〆タケイ酸アルミ酸マグマ、シウム2007/l@

を組み合せた場合の予測図と実測図

Fig.15. 炭酸水素ナトリウム20 0 me; 

炭酸マグネシウム200mc;

沈降炭酸カルシウム200mc;

を組み合せた場合の予測図と実測図

200 me;は0.1 N塩酸消費量約40metL.相当するので・pH6～4を27分間維持する。最後lζメタケイ

酸アルミン酸マグネシウム 200me;は0.1塩酸消費量約 42metL.相当するので pH4～3を 19分間

維持し，初期の 10分間を加えて維持時間が73分間であろうと予測した。

Fig. 15は炭酸水素ナト リウム 200m＜； ・炭酸マグネシウム 200呼 ・沈降炭酸カルシウム 200me;の

3種の制酸剤を組み合せた場合の予i!!IJpH曲線（上図）と実担l}pH曲線（下図）である。炭酸水素

ナトリウムにより立ち上りが鋭く，最高pHが7～8IL.達すると予測した。また，塩酸と反応し易

いJ頃K炭酸水素ナトリウム 200me;は0.1 N塩酸消費量約 25melL.相当するのでpH7～6を 17分

間維持し，続いて同じ pH域を同じ I型の炭酸マグネシウムが0.1 N塩酸消費量約 40me tL.相当す

るので 27分間維持する。

Table 2. 市lj酸剤の組み合せモデル処方の予測値と実測値

1I （；桜） 回 0.1 N-Hc.e. 予 担lj 値 実 担lj ｛直
NaHC03 MgC03 Mg・ A l・SiCaC03 消費量

立ち上~（；~ei(m~） (m~） (mg) (mg) (me) 最高pH 維持時間 最高pH 維持時間

200 400 106 8 59’ 8.4 8.0 6 68’3 4 II 

200 400 I 04 7 63’ 5.4 1.0 6 58’0 9 II 

200 400 108 4 42’ 3 3.6 4.5 2 49’00 II 

200 200 200 106 6.5 73’ 4.8 6.91 60’31 II 

200 200 200 105 7.5 75’ 4.8 7.7 9 70’I 7" 

200 2 () 0 200 I 0 7 7 73’ 4.8 8.16 89’36” 

（※）メタケイ酸アルミン酸マグネシウム
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次に沈降酸炭酸カルシウム 200mr;は0.1 N塩酸消費量約40mitL.相当するのでpH6～4を19分間
維持し，初期の 10分間とpH4～3までの下降の2分間を加えて維持時間が75分間であろうと

予測した。

他の2組のモデル処方も加えて以上の結果をTable2にまとめると予測値と実測値はほぼ一致

している。また， Fig.12～Fig. 15 tζ示す通り予測と実測のpH曲線のパターンも近似している。

ll;t: ~診
l明 日間

制酸斉IJ単品の.pH曲線を知る乙とにより，それらを組み合せた場合のpH推移を予測したり，配合し

たもののpH曲線から配合比率を変化させたときのpH推移をある程度予測する乙とが出来た。

乙の乙とを利用して使用する消化酵素の至適pHを知る乙とKより，それぞれの消化酵素K適した

.pH曲線のパターンを制接剤の組み合せによって予測する乙とが可能となり製剤設計上の目安が、つけ

易くなったと考えられる。
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家庭薬研究必4 5 3 ( 1 9 85 ) 

〔原著〕

地黄の組織培養に関する研究＊1

成川一郎

東亜製薬株式会社 試験研究室料

Ichiro NARIKAWA 

地貰は中国原産の多年草で，中国，韓国K多く産し，日本では主として長野，奈良両県で栽培さ

れている。薬用としては，日本薬局方によれば，アカヤジオウ又はその他の同属植物の根をそのま

ま文は蒸して使用している。漢方210処方中の 27処方に配合されており，処方数としては多くはな

いが，八味地黄丸等の強壮剤に配合されるために比較的需要は多い。

） 今回，富山医科薬科大学薬用植物園峨培されている中国産北京地黄の根及び葉を用いて組織培。213) 
養による増殖法を試みた。なお，比較品としてはすでに報告6あるアカヤジオウの種子を用いて同
様K培養した。手法としては，培地花種々の生長調節物質を各濃度で添加する乙とによる細胞塊

(Call us）形成への影響を観察するとともに， Callusから元の地黄に復元させるまでの培養条件に

ついて検討したのでその一部について報告する。

実験の部

1. 実験材料

中国産北京地黄の根及び葉：富山医科薬科大学附属薬用植物園提供

アカヤジオウの種子：生薬資源開発（株）代表取締役橋本竹二郎氏提供

2. 試料の調製

根は l～2仰の長さ，葉は 0.5 ～ 1~四方を切り取り，種子の場合はそのままでそれぞれをろ

紙で包み， 10 %次亜塩素酸ナトリウム溶液の中へ入れ，超音波洗浄器を用いて5分間洗浄した。

そのまま更に 10分間浸した後，滅菌水を用いて5回以上十分に洗浄し，以後は無菌的に操作を行

った。次K根の場合は，径2～3Tflmのコルクボーラを用いて内芯部を打ち抜き，更にその中央部

分の長さ 2～317Lmを切り取って試料とした。葉は3～5間四方を切り取り，種子はそのままを試

言 料としたc
3. 培地の調製

Table 1 R：示すMurashige-Skoog培地（MS培地）を lN 水酸化カリウム液により pH6. 3 

K調整した。乙れtc::Fig. 1 tζ示す生長調節物質を単独又は組み合わせてそれぞれ各濃度加え，オ
ートクレーブ中（ 120 O I 1. 2 k9/ cift）で20分間滅菌した。生長物質の略記方法は事例として示し

たようにアルファベットが各生長物質を，数字6は「 10-sモル濃度」を示している。

4. 培養条件

明の条件： 1000 Lux蛍光燈，室温

暗の条件： 25°恒温器

5. 試験方法及び結果

以下は中国産北京地黄の根及び葉を実験材料とした場合の結果についての報告であるが，同時

* 1 第4回家庭薬開発研究会シンポジウム発表， （富山， 1984年 12月6日）
* 2 干 930ー03 富山県中新川郡上市町若杉55 TEL0764 (72) 1010 
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Table I. Mu rash i ge -Skoog培地（ MS培地） 1乙中

NH4N03 3.30 <} CuS04・SH20 0 .025m9 

KNQ3 3.80 <} NarEDTA 37. 30m9 

CaCl2・2H20 0.88 9 FeS04・7H20 27. 801n9 

MgS04・7H20 0. 74 9 ミオイノシトール 100. OOm9 

KH2P04 0.34 g ク’リシン 2. OOm9 

H3803 6 .20mg HC卜86 0.50m9 

M「iS04・4H20 22.30mg ニコチン酸 0.50m9 

ZnS04・7H20 8. 60mg HC卜81 O. lOmg 

KI 0. 83mg ショ糖 30. 00 9 

Na2MoQ4 ・ 2H20 0 .25m9 実 天 9.00 9 勝 ：

C0Cl2・6H20 0. 025m9 

Auxin委員

〆 Tr一「rCHγCOOH

、〆、N'

H 

Cytokinin委員

indole-3-acetic acid 

IAA=A E苦言己 e
戸
u

円
uu

s－－
肉

．m
略
．AU 
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0-CH2-COOH 

~~； 
Cl 

2, 4-dichlorophenoxy acetic 

acid 

2, 4-0= D 略記

l
M
N
 

kinetin=K 略記

F ig.1. 生長物質と略記号

事例

O-K-6 

（山＝0-6M
kinetin= K-6M 

その他

1-naphthalene acetic 

acid=NAA 

zeatin = Z fi, 

gibberellic acid 

GA3=G 

に実験したアカヤジオウの種子についても同様の結果を得ている。ただし，いずれの場合も北京

地賞の増殖率はアカヤジオウ比比して著しく大きかった。

1) Callusの形成

Callus形成の試みKついては各種条件下で多数の実験を試みたが，この内比較的著明な結果

が得られたものについてのみ報告する。いずれも培養4週間後の観察結果である。

- !14 ー



Table 2. 地黄Callusの形成条件

実験材料：根 葉 培養条件 ：1OOOLux蛍光燈照射下、室温

実験No. 生 長 物 質
生 長 状 況

力ルス形成 不定 fi~ 増殖度

I -1 D-0、 K-0 一 一

I-2 D-6、 K-0 ＋ ＋ ＋＋ 

I-3 0-0、 K-6 

キ

I-4 0-6、 K-6 ＋ ＋ 十＋＋

議 I-5 D-5、 K-5 ＋ ＋ ＋ 

D: 2, 4-0 K : kinetin 

photo.I. D-K-6条件のCallus photo 2. .Callusの細胞，

1) 3%酢酸オルセイン固定

photo. 3. アカヤ1也黄，種子から発芽 photo.4. アカヤ地黄， D-K-6条件

発芽後Callus化
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北京地黄の根及び葉を用いて実施した培養実験中， Table2 tc示した 5種の条件下の培養lζ

おいて比較的良好なCallus形成が認められたが，その生長状況には格差があり，実験./fG.I-4 

が乙れらの中で最適の培養条件と判断した。実験必I-4のCallusは多数の不定匪を形成し，

増殖率も最も大きかった。

2) Callusの継代培養

実験必 I-4のCallusを植え継ぎの材料lζ選び， Table3 tc示したようtc::5種の生長物質を

用い，それぞれ明暗各条件下で4週間培養を行った。明条件下ではさきのCallus形成実験の場

合と同様， 「D-6,K-6」の生長物質を用いる乙とによって良好な増殖状態が得られ，細

かいながら多数の不定匪が生成した。暗条件下ではいずれも増殖率が低く，顕著な生長はみら

れなかった。

3) Shooting （幼芽の形成）

実験J仮.II -4のCallusを用いてShooting（幼芽の形成）を試みた。培養条件並びに培養2

週間後の結果についてはTable4 tl示したとおり，乙れら培養条件においてはいずれもShoot

の生成がみられ，乙の内「 B-6×5」のみの生長物質条件において最も顕著であった。

Table 3. 地黄Callusの継代培養条件

実験材料： I-4 Callus 
i音聾条件： 1000しux蛍光Ht照射下、室温 培養条件 ：日音、 25"1宣温

実験
生長物質

生長状況 実験
生長物質

生 長 状況
No. 不定旺 4良 J~M度 No. 不定旺 4艮 増殖度

II-1 0-0、K-0 lll-1 0-0、K-0 ＋ ＋ 

ll-2 0-6、K-0 ＋ ＋ 111-2 D-6、K-0 ＋ 

ll -3 0-0、K-6 ＋ ＋ 111-3 0-0、K-6 ＋ ＋ 

＊ 
II-4 D-6、K-6 ＋ ＋ 件＋＋ lll-4 D-6、K-6 十 ＋＋ 

ll -5 D-5、K-5 ＋ ＋ ＋ 111-5 D-5、K-5 十

0: 2. 4-0 K : kinet1n 

Table 4. 地黄のShooting条件

実験材料 ：I卜 4Callus 培養条件： 1000Lux蛍光埠照射下、室温

実験トJo.

JV-1 

JV-2 

本

JV-3 

!V-4 

Shooting 状況
生 長 4お 質

シュー卜生成 色 調

A-0、 8-6 

A-6、 8-6 

A-0、 8-6×5 

A’6×5、8-6×5

A : I AA ( indole-3-acetic acid) 

B: 6-BA(6-benzyl ad巴nine)

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 
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photo.5. シャレー中の幼芽 photo .• 6. 幼芽の大きさ，スケール入り

4) Rooting （根の形成）

実験J係. N-3の幼芽を用いてRooting（根の形成）を試みた。実験l1G..町一 3の幼芽をと

） り，生長物質を加えず，かつシヨ糖濃度を変更したMS培地に植え替えた。培養2週間後の結
果についてはTable5 IC:示したとおり，ショ糖を含まない培地以外では，いずれも根が生成し

生育した。明暗両条件ともショ糖濃度2%において発根， 根の生長並びに幼芽の生長が良好で

あり，明暗両条件の比較では，暗条件下Kおいて根の形成がより顕著であった。

Table 5. 地黄のRooting条件

実験材料： N-3の幼芽

培養条件： lOOOLux蛍光燈照射下、室温 培養条件：暗、室温

実験 ショ偲濃度 Rooting 状況 実験 ショ漉；良度 Rooting 状況

No. （%） 根の形成 恨の生長度 （%） 
ー

No. 根の形成恨の生長度

V-1 3 十 十十 VI -1 3 ＋ 十十

V-2 2 ＋ 十十十 Vl-2 2 ＋ 十オ十＋

V-3 ＋ 」ー Vl-3 ＋ ＋ 

V-4 。 一 一 VI-4 。 一 一

Photo. 7. Callus →Shoot →Root photo. 8. No Hormone 

ショ糖 1%.2%.3%
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5）土壌への移植

幼少苗は滅菌済のパーミキュライトlζ移植し，約2週間は水分の蒸散を防ぐためビニール布

で・覆って温室K入れた。 2週間後ビニー／レ布を取り除き，そのまま室温内で12月から翌年4月ま

で育苗し，4月下旬に地植えして 11月初旬K収穫した結果，根は約 700Fで深さ約50cmtl:：達し

ていた。

photo. 9. 昭和59年4月地植，

7月5日現在の状況

考 察

photo 。10.昭和59年11月

堀り起ζ した根70 0 .9 

植物の組織培養K関する研究は，すでK農芸関係では盛んに行われており，洋蘭などの花井や，

野菜，果樹苗の栽培で広く実用化されている。薬用植物陀ついても昨今薬学会等で研究成果が発表

されるようになってきた。永年生薬製剤や漢方製剤を手がけてきた者として，研究というよりむし

ろ興味本位から，地黄その他の薬用植物の組織培養を，手探り手法ながら種々試みたところ，地黄

Kついては元の植物に復元したのでその経過陀っき報告した。

アカヤジオウの組織培養実験についての九州大学の西岡らの報告を実験の後期になって入手し，

結果的Kは追試という乙とになったが，生長物質の使い方lζ多少の違いはあるちのの大筋において

乙の報告と本実験報告は一致した。ただ本実験の材料として使用した中国産北京地黄はアカヤジオ

ウK比べてCallusの生長力は約3倍程度著しく，乙れが地黄の品種差によるものか，或いは実験以

前の栽培条件の違いKよるものかは不明である。

本実験の内容は学術的Kは初歩的な段階であり，乙れを地黄の組織培養法として確立する花は，更

，－ 

lζ多種類の生長調節物質の各濃度の組合せKより系統的K実験を行い， その結果について統計的 " 

k処理し，再現性等も考慮して最適条件を見出す必要がある上，内容成分との関連性等についても r1-・ 

十分研究すべきであると判断している。その他，生長調節物質を用いることによる染色体の変化の

有無等の観点から原植物と同定する乙とや，幼苗のウィルス ・フリーの確認等も必要である。現在

私は乙れらの技術についての知識は乏しいが，ウィルスは別として，組織培養によって得られた幼

苗は細菌並びlとかびKよる汚染はないものと考えられる。また，種子内部のウイ／レス汚染はないと

されていると乙ろから，今回の実験中アカヤジオウの種子を実験材料として組織培養した幼苗はウ

イノレス ・フリ ーであると判断している。
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家庭薬研究必4 60 (1985) 

〔原 著〕

解熱鎮痛薬、鎮咳去疾薬及びかぜ薬の高速液

体クロマトグラフ ィーによる定量法の検討＊l

藤井則善，山 崎洋子

株式会社広昌堂試験室将

Noriyoshi FUJII 

Youko YAMAZAKI 

解熱鎮痛薬， 鎮咳去疾葵，及びかぜ薬tl~~合される成分のH PL Cによる定量法に関しては，か
り 2：～17)

ぜ薬 ・解熱鎮痛薬の試験活をはじめ多数報醤されているが，日々の品質管理上，特K多品目少生産に

対応する際は，一定のカラムや移動相を用いるなどして試験操作の統一化をはかるのが望ま しいと

考え， 繁用される成分について，以下定量を試みたので報告する。

実験の部

1. 標準品，内部標準物質（IS）及び試料

Table. 1 ti'.:示した日局，局外規等収載のもので含量99.0 %以上含むものを用いた。また適宜標

準品も ISとして使用した。試料は弊社製の内服固型製剤（散剤，額粒剤等）を用いた。

2. 装置及び条件

装置：島津高速液体クロマトグラフ LC-SA，検出器：島津SPD-2A紫外部吸収検出器，

カラム： ZorbaxODS (Du -Pont社製4.6 mm×2 5 cm），移動相： A 薄めたリン酸（ 1→ 

4000）ーアセトニトリル（75 : 25) B 全体にo.3%のラウ リル硫酸ナトリウムを含む薄
めたりン酸（ 1→4000）ーアセトニト リル（50 : 45），流速 ：1m£/min，温度： so0，測定波
長： 280nm 2 54 nm 210 nm , 検出感度： 0.16 AU  F S. 

Table 1. 

Mobile Phase Comp;.>nents Extraction Internal 
Solvent Standard 

Acetaminophen (ACET, 1 ) 

Bucetin ( BUCE, 2 ) Guaiacolglycery・ 

Ethenzamide (ETHE,3) CH3CN・ lether ( 12) or 

A Caffeine anhyd. ( CAFE,4) CH30H Phenol ( 13) 

Aspirin (ASPR, 5) ( 3 : 7 ) etc, 

Allylisopropylacethylurea (ALLY, 6 ) Soln. 

Bromovalerylurea (BROM, 7) 

Dihydrocodeine Phosphate (CODE, 8 ) 0.0 1 N Tipepidine Citrate1 
d~・Ji~f):~）phedrine Hydrochloride H2 SQ4Soln. ( 14 ) etc, 

B 
Noscapine (NOSC,10) 

Chlorpheniramine Maleate (CHLO ,11) 

* 1 第4国家庭薬開発研究会シンポジウム発表， （富山， 1984年12月6日）
* 2 干 939ー 04 富山県射水郡大門町水戸田 2841 TEL 0766 ( 54) 1007 
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3. 定量法

試料を粉末とし一定量採取し抽出溶媒，更に内部標準溶液を正確に加えて 10分間超音波抽出

し移動相を加えるなどして定容した後ろ過し，ろ液の一部を 0.2μmのメンブランフィノレターに通

過させ試料溶液としHPL Cを行い，あらかじめ標準溶液を用いてデータ処理機K記憶させてお

いた検量線から各成分の含有率（%）を自動表示させた Fig. 6 o 

実験結果

1. HP L C条件の検討

逆相系カラムを用い，アセトニト リルー水系で・分離させ解熱鎮痛作用成分（A成分）にあって

は主として高波長で，文鎮咳去疾作用成分及び抗ヒスタミン剤 （B成分）ではカウンターイオン

を加え溶出力の強い移動相を用い短波長で検出した。 K’K対する移動相中のアセトニトリル濃度

の影響はFig.1 R.示すとおりで，各成分が完全K分離しかっK’が8以下陀なるような移動相を選んだ。

2. 検量線及び回収率

) Fig. 2 t＜：示すように各成分共ほぽ原点を通る良好な直線性を示し Cr= o. 9 9 9 2 -o.9 9 9 g ) 

’ 

また被検成分をとり去った試料K標準品を添加し回収率を求めたと乙ろ， Table2のとおり満足

すべき結果を得た。

3. 定量結果

1）解熱鎮痛薬（鎮静成分を含まない場合） Fig. 3 

a）はアセトアミノフエン，無水カフェイン，ブセチン配合剤で，ブセチンのほかエテンザミ

ドが配合されていても可能である。

b）はアスピリ ン，無水カフェイン配合剤で， I Sとしてブセチンを用いた。

2）解熱鎮痛薬（鎮静成分を含む場合） Fig. 3 

K’ K' 

8.0 
6 

14 

10.0 

＼ 
6.0 

3 

7 
＼ ＼ 10 

4.0 -I 2 

ミ、＼＼ 5.0 

5 

2.0-i 12 .... ＼＼ミ＼ 、 λ ミ
4 k、 ＼＼  ＼＼  

20% 25% 309百 50／布。 50/45 50／叩

CH3CN 出0/C日ON

Fig.I. Effect of Acetonitrile Concentration in rvlobile Phase on k’Value 
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Rate 

8.0 

6.0 

4.0 

2.0 

0.5 
1. 2 
0.1 

Fig。2.

Table 

Component 

Recovery (%) N = 3 

c. v (%) 

Rate 

8.0・

10 

6.0 

4.0 

2.0 

1.0 2.0(1,3,5) 0.1 0.2 o－：－亙
2.4 4.8 (2) 

0.2 0.4 (4,6) 勾／ml

mi;/ ml 

Calibration Curves 

2. Recoveries 

ACET BUCE ETHE CAFE ASPR ALLY CODE EFED NOSC CHLO 

100.6 98.3 99.8 99.l 99.5 9 9.0 9 9.7 9 9.7 9 7.2 9 9.7 

0.7 2 0.9 8 0.6 1 0.9 2 3.2 8 2.10 0.81 1.21 3.04 2.10 

c ）はアセトアミノフェン，無水カフェイン，エテンザミド，アリルイソプロピルアセチル尿

素配合剤で，最初に280nmで3成分を定量した後，同じ抽出液を用いて 210nmでアリルイソプロ

ピノレアセチjレ尿素を定量した。乙の時2番目の ISとしてブセチンをあらかじめ内部標準溶液K

加えた。 （ただし本法ではブロムワレリル尿素とブセチンの分離が不完全であるので，乙れらの

配合剤では移動相比率を変える等の検討が必要である）

3）鎮咳去疾薬 Fig. 4 

d）はリン酸ジヒドロコデイン， df,一塩酸メチjレエフェドリン，ノスカピン，マレイン酸クロル

フエニラミン，ジプロフィリン，グアヤコー／レス／レホン酸カリウム配合剤で， リン酸ジヒドロコ

デイン， df,一塩酸メチ／レエフェドリン，ノスカピンを同時定量した。乙の時ジプロフィリンとグ

アヤコールスルホン酸カリウムは保持が弱くジヒドロコデイン以前K溶出した。 e）はリン酸ジ

ヒドロコデイン， df,一塩酸メチルエフェドリン，マレイン酸クロルフエニラミン配合剤で， I S 

としてノスカピンを用いた。また d) I e）共マレイン酸クロjレフェニラ ミンはK’が大きくかっ

含有量も少ないために，ピークは出現するが同時定量は不可能であったので，新たに抽出操作を

行い，流速を 1.3 m.£/minとして別個に定量した。

4）かぜ薬 Fig. 5 

f ）はアセトアミノフエン，無水カフェイン，エテンザミ ド，へスペリジン， d一塩霊長メチ／レ

- 62 -



m

A
W
M吋

Chromatogram of Ant ipyret i c 

Analgesics 

z
川
市
人

守

2nd 

－h
a
z
h
4V 

、’‘、

uJ
r＋
I
L
 

c) 

－－
Fa
－a↑
Fφ
 

， 

－ "' 

S
 

悦ぃ－岨．・

tf
 

p炉
d
h

、．E
，
L
り

向

T
LFψ

·~ 

パ
U
A
M

－
A
T

F

’－m
 

Fig.3. 

a) 

円
－a
z
－－n

エフェドリン，ノスカピン．マレイ ン酸ク

ロルフゴニラミン配合剤で， 1 ）～3 ）を

準用し 3法に分け定量を行った。 A成分

定量の際， I Sとしてフェノー／レを用いた。

乙の時B成分のうち，クロルフェニラミン，

ノスカピンは保持が強くピークが出現せず，

一方メチルエフェドリンは高波長ではほと

んど吸収がない土tl..A成分に比べて配合霊

が少ないため溶出されているものの，ク ロ

マトグラム上にピークは出現せず，妨害と

ならなかった。 （リン酸ジヒドロコデイン

配合の場合も同様である）更にB成分定量

の際，A成分はイオンペアーに供する乙と

なく溶出力が強いためにメチルエフェドリ

ン以前に出現し妨害とならなかった。 また

マレイ ン酸ク ロ／レフェニラ ミンは 3）同様

別個に操作した。

乙れら製剤中の各成分の定量結果は
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Amount ~ 

CHLO ACET BUCE ETHE CAFE ASPR ALLY CODE EFED NOSC Component 
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9 7.3 98.0 
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まとめ

解熱鎮痛薬，鎮咳去疾薬，及びかせe薬のHPL CR：よる定量法を検討し，繁用される成分につい

ては2種類の移動相を用いて定量が可能であった。一方カラムの分離性や劣化促対応して適切な流

路系の選択が必要とされるが，今後はさらに分離性が良くしかも安価なカラムを順次使用するなど

により，品質管理上増々利用価値の高いものとなると考えられる。
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〔原著〕

パッフ。剤中のべ、ルペ、リンの定量法＊l

寺西昌明

テイカ製薬株式会社＊2

Masaaki TERANISHI 

l〕～ 9)
オウバク末中の有効成分であるベルベリンの定量法に関しては，数多くの報告がなされているが，

パップ剤Kオウパクを配合した場合，そのベルベリンについては従来法をそのまま適用する乙とは

できなかった。

今回著者らは上述の理由民よりパップ剤に配合されたオウパク末中のべ－ルベ・リンの定量法につい． て高速液体クロマトクラフ法を用いて検討し，あわせて迅速で簡便な前処理法としてセッ7・パ
ック c18カートリ ッヂの適用を試み，前処理法として有用と考えられたので，その結果を報告する。

’ 

実験の部

1. 試料及び試薬

試料：外用成形パップ剤にオウパク末を l%配合したもの。

標準品：日局塩化べ・ルベ‘リンをエタノー／レ溶液（ 1→2）で3回再結品し， シリカゲルデシケー

タ中に 10日間放置したもの
101 

pH 3. O酢酸アンモニウム緩衝液’（以下緩衝液と略す） : 0. 05 M酢酸アンモニウム溶液K氷酢酸

を加えてpH3. O tc調製する。
緩衝液・アセトニトリノレ混液（74:26) 

／／ 

’F 
( 50 : 50 ) 

( 90 : 10 ) 

セップパックC18 カートリ ッヂ（Waters社製） ：メタノール2m£，アセトニトリル2m£，水2

m£で順次洗浄し緩衝液2m£を通しておく。

メタノ ー／レ ・氷酢酸混液（ 1 : 1 ) 

2. HP L C条件

検出器 ：紫外部吸光光度計（検出波長254nm) 

カラム： Waters社製Z型加圧モジ‘ュール Radialpak μ -Bondapak C 18 ( 8肌 I.D×10明）

カラム温度：室温

移動相：緩衝液 ・アセトニ トリノレ混液（74 : 26) 

流量： 2.0砂仇勿

3. 内部標準溶液の調製

P－ヒドロキシ安息香酸エチル約50mgをとり，アセトニトリルを加えて溶かし正確に 100dと

する。その5m£を正確に量り移動相を加えて正確に 50m£とし，内部標準溶液とする。

4. 標準溶液の調製

塩化ベルベリン標準品約50mgを精秤し，アセトニトリルを加えて溶かし正確K100 dとする。

* 1 第4回家庭薬開発研究会シンポジウム発表， （富山， 1984年12月6日）
* 2 干 930 富山市荒川 250 TEL 0764 ( 31 ) 8881 
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との液5m£を正確に量り移動相を加えて正確に50m£とする。乙の液2m£を正確に量り内部標準溶

液 1m£を正確に加え，移動相を加えて正確に 5m£とし標準溶液とする。

5. 試料溶液の調製

試料を酢酸 ・メタノール混液（ 1 : 1 ) 80 m£で3回（それぞれ2時間， 1時間， l時間）還流

抽出し，全抽出液をあわせ減圧下溶媒を留去する。残留物K緩衝液を加えて加温し溶解した後， 一

緩衝液で正確に 50m£とする。乙の液2m£を正確に量りセッフ。パック処理（Table1）し，内部標会

溶液lm£を正確に加え，移動相で正確~［ 5 m£とし試料溶液とする。

Table I. セ ップパ・y ク処理

抽出ic p H a.a w・n11：ア ン モニウム 緩衝液） 2 mt 
tトリ ツヂに吸 着 さ せる o
p 1 3 0 ~'F lttア ンモニウム緩衝液 2mtで洗浄
p H T・0酢酸ア ンモニウ ム緩衝液・アセ トニト リノレ混液（90:10)
I 2 mtで洗浄

p H 3. 0 酢酸アンモニウム緩衝液・アセトニトリノレ混液（ 50:50)

2 mtで溶出

6. 定 量 法

標準溶液及び試料溶液の各25μ..e,ず・つをHPLC K注入し， 得られたクロマトグラムの内部標

準に対するべ・ルペリンのピーク面積比を求め，次式により含量を算出する。

試料 100p中のベルペリン量（C20819 05N) （呼）＝標準品の量（呼）× 0.95×F×す×

×..M.x 100 ( 9-) 
AA＂試 料採取量 （タ）

C20 H19 N05 353. 7 
0. 9 5 : ＝一一一一＝ 0. 95 
C20 H1a N0<1-Cl 3 7 1. 82 

F ；塩化ベルベリン標準品を日局第 1部医薬品各条塩化ベルベ・リンの定量法K準じ

て定量したときの塩化ベルベリンの含有率

結果および考察

1. HP L C条件の検討

製剤にオウバク末を配合した場合のHPL Cの条件検討においては，主塩基であるベルベ・リン

のピーク位置と副塩基であるパルマチンなどのピーク位置が一致する乙とがあり，ベルベリン含

量が実際より高くなる乙とがあり，注意を要する。

筆者らは副塩基との分離性及び溶出時間を考慮して，移動相は緩衝液・ アセ 卜ニ トリル混液

( 76 : 24）とした。したがって塩化ベソレベ・リンを配合した製剤にあっては，アセトニ トリル濃

度をあげることができる。

2. 検量線の作成

oo 
po
 



2. 0 

ピ

タ

面

踊

制

比

Y= 2.477X+0.004 

(R=0.9993) 

1 • 0 

) 

0.4 0.8 

ベルベリンの 浪 度（ ,, e) 

Fig, I. ベルベ リンの検量線

Table 2. 抽出溶媒の検討（還流抽出）

始 出 溶 媒 還流抽出 2回

メタノーノレ 7 4 . 4 % 

メ タ ノー／レ I %ク エ ン霞 7 9 . 4 % 

メタノー Jレ・酢俊混液（ 3 : I ) 9 3 . 2 % 

メタノー Jレ.ft予震を混液 （1 I ) I 0 l・5% 

（注） 配合されたオウパタ末中のベルベリン盛を I0 0 %としたときの

パ γ プ斉I）中のベノレベリンの回収率 ( n = 3 ) 

ベルベリンとして 0.8 μ伊ー0.1 μffの範囲における検量線を作成したところ，Fig.1にみら

れるCとく 相関係数 0.99 9 3で原点をとおる良好な直線性を示した。

3. 抽出溶媒の検討

試料中のベルペリンの抽出花際しては，回収率などから還流抽出を選択した。

抽出溶媒Kついては，メタノー／レ・酢酸混液（ 1 : 1 ）が最も短時間K抽出を完了することが

可能であった（Table2.）。乙の結果はオウパク末からのべ／レペリンの抽出溶媒を検討した江尻
2) 

らの報告とほぼ一致しだ。

4. セップパックc18 からのべ・ルベ・リンの回収率
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Table 3. Seppa k処理による標準溶液の回収率

（アセトニトリノレ Buffe r系）

j伍 回収率 平 均

1 1 0 0 . 1 

2 9 9 . 7 

3 1 0 0 . 5 1 0 0 . 1 % 

ただし測定は吸光度法 ベルベリンとして 5 0 0 n~ 総量

Table 4. ベルベリンの回収率及び再現性

i伍 オウバク末（含有率弼） パップ剤（回収率需） （注）

2 . 3 6 5 需 100,4% 

2 2 . 3 7 7 9 8 . 8 

3 2 • 3 0 6 9 9 . 7 

4 2 . 3 5 3 1 0 2 . 5 

5 2 . 3 4 1 9 7 . 9 

平均値 2 . 3 4 8 % 9 9 . 9需

c v 1 . 1 6 ヲも 1 . 7 5 % 

（注） 配合されたオウバク末のベルベ リンを 10 0需としたときの

パップ中のベノレベリンの回収率（弗）

セップパックc18 カートリッヂ‘へのべ‘ルベ・リンの吸着及び溶出は良好で，回収率はほぼ 100% 
であった (Table 3.）。

パップ抽出液の場合，水ーメタノール系による溶出では溶出液が白く濁るなどの問題があり，

アセトニトリルー緩衝液系を採用した。洗浄液，溶出液の溶媒の選択については，各製剤~c と

に最適の条件を選択する乙とが可能であり，その点ベルベリンは有色物質であるので操作は容易

である。

5. 再現性及び回収率

本法における再現性は良好で オウパク末， パップ剤ともにc Vは2%以内であった。また，
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． 

配合されたオウパク末中のべ・ルベ・リン量を 100%としたときのパッフ。剤中のべ・ルベ・リンの回収率

はほぼ100%であった（Table4.）。

6. セッフ．パック処理

本法におけるセップパック処理の意義については議論のわかれると乙ろである。

爽雑成分が多量にある抽出液の場合，セップパックのベルベリ ンの股着能は相対的に低下し，

吸着させる液量を増やす乙とができない。またカートリッヂのデッドスペースの影響による誤差，

内部標準物質をどこで加えるかなどの問題のため，本法では結果的にセップパック処理によりべ

jレベリン濃度が希釈される乙ととなった。

Fig. 2は本法によって得られたクロマ卜グラムである。本法lζよる条件ではセップパック処理

をしなくても定量可能なクロマトグラムを得ることができる。

一般に軟膏剤やパップ剤などの抽出液をHPL C法により定量する場合，他の製剤に比べてカ

ラムの劣化が非常lζ早く，大事なカラムをボツにしたときの無念さを味わった分析者はかなり多

い乙とと思うが，カラムを消耗品としてわりきる考え方もあり，カードカラムを頻繁にとりかえ

る方法もある。要は分析者の選択である。

I.S. I. s. 
I. s. 

Ber. 

II II Ber. II BA r. 

(a）ベルベリン際司I.！品 {b）セ Y プパアク処理的 (C） セ Y プパアク 処型後

Fig.2. 各種試料のクロマトグラム

7. セッフ．パック処理のその他の定量法への適用

1) シリカゲルカラム法

＜方法＞文献花従う。

＜結果＞

パップ抽出液中のべ・ルベ‘リンはシリカゲルカラムlζ保持されずメタノールで溶出した。乙れ

はパップ基剤中の爽雑物の影響と考えられたが，試料をセップパック処理したものは定量が可能

であった。

2）薄層デンシトメトリー法

＜方法＞プレー ト： MerckKieselGel F254 

展開溶媒： nーブタノー／レ ・酢酸 ・水（ 7:2:1)

スポット量： 5μ乙

測定法：ケイ光ジグザグスキャン

励起波長： 365nm 
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＜結果＞
パップ抽出液中のべ・ルベ・リンは標準のベルベリンと比較してRf値が上部に移動し，かっ各ス

ポット聞にテーリングが観察されデンシトメトリー法には不適と考えられた。

セップパック処理後は各ベソレベ‘リンのRf値は一致し，テーリングがかなり改善された。ケイ光

法の場合は測定感度の点でHPL C法より優れているが，スポットの広がり具合やテーリングな

どはり再現性が大きく左右される乙とが知られてい2。Fig.3 tc.ケイ光ジ・ク。ザク。スキャン民三
り得られたクロマトグラムを示した。特lζセップパックをしない場合，ベルベリンの前のパルマ

チンを考えられるピークはテーリ ングが激しくスポットとして検出されない場合もあった。

乙のようにセップパック処理はパップP剤中のベソレベ‘リンの定量においてRf値の不一致の防止，

テーリングの改善などに有効であることを認め， HPL C法K比較してさらに高感度を有するケ

イ光デンシトメトリ ー法を適用する乙とが可能となり，他の副塩基類のケイ光定量Kも応用でき

る乙とが期待された。

経

し

l
j
N
 

(a）ベルベ リン楳準品 （同セップパック処理前

R/=0.24 R/=0.38 

(c）セップパ γ ク処理後

R/=0.25 

Fig.3. 各種試料のクロマトグラム

TLC-0 M法 ケイ光ジグザグスキャン

主士
ll•ロ

る晶
画岡

1. オウパク末を配合したパップ剤中のベルベリンの定量において高速液体クロマトグラフイ一法

による再現性の良好な定量法を確立し，品質管理面に供する乙とができた。

2. セップパックc18 カート リッヂを用いた迅速で簡便な前処理法を考案し，パップ剤中のベルベ
リンの定量においては， HPL C及びケイ光デンシ トメトリー法に特に有用である乙とを認め

た。
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目薬容器の クラックについてね

飯倉康男，針原悦子

鷹巣美由起
第一薬品株式会社研究部料

Yasuo IIKURA 

Etsuko HARIHARA 

Miyuki TAKASU 

目薬容器としては，現在ほとんどの点眼薬メーカーがプラスチック樹脂製のものを使用している。

筆者らは透明性，加工性K優れ，商品価値も高く，しかもコストが安く，自に爽快な気分を与える

／.，－メントーノレの吸着の少ないポリカーボネート（以下PCと略す）樹脂の目薬容器を長年使用し

ている。しかし点眼薬製造の段階で・は認めないが，経時的K目薬容器（Fig.1 ）の特K口頭部にク

ラック（Fig.2）が観察される。乙のクラックが原因でまれには液漏れや内容物の異常減少が観察

される。

容器
PC 

乙のクラック発生の原因とその対応策に若干の知見を得たので報告する。

ネジ山 ノマーテイ ング

ライン

Fig. I. 目 薬容器 Fig,2. 目薬容器口頭部のクラック

原因

クラック発生の原因として， p C樹脂容器の場合は点眼液中lζ含まれる保存剤の塩化ベンザ／レコ

ニウム等の第4級アンモニウム塩や塩素イオンにより， PCのモノマーである，ビスフェノ ー／レA

を生成しクラックを発生し易い。また点眼液のpHが中性～弱アルカリ性側では第4級アンモニウム

塩の存在により，クラックの発生がより著しくなる。目薬容器の成形時，特K口頭部K歪を生じ，

中栓を蔽め更陀キヤヌプを施す乙とにより歪，いわゆる内部応力を更K増大させストレス性のクラ
21 

ックを発生し易くな石。

通常は点眼液の成分やpHK由来するものと，目薬容器に由来するものとが相互lζ作用してクラッ

* 1 第4国家庭薬開発研究会シンポジウム発表， （富山， 1984年12月6日）
* 2 干 930 富山市荒川250 TEL 0764 ( 32 ) 2736 
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ク発生の原因となる。

目薬容器の製造方法は，今回取り上げたA社， B社共同じインジェクションブロ一法により作ら

れている。乙の方法は，正確にはインジ、エクション成形したパリソンのブロ一成形と呼ぶべきで，

先ず射出金型によりパリソンを形成し，続いて熱パリソンをブロー用型内に移して成形する。ホッ

パーより乾燥したPC樹脂ペレットを投入し加熱溶融しながら右の方へ送りパリソンを形成しその

後，熱パリソンをブロ一成形して目薬容器を作っている。

ホッノ守一
インジェクションブロ一法

B1 B2. Table I. 加熱溶融設定温度

A1 A2 3 B1 2 C1 2 ， ， ， 

従 来 x 。 y。 220° 170° 

改良後 XO y 。 250° 180。
＼ ／ 

＼ ／ 
A1 A2 lb 

C1 C2 
Fig.3. 目薬容器の製造方法

A社の場合，以前加熱溶融設定温度がBI • B2の個所で 220ペ C1,C2の個所が 170°で・あった。
その後改良が加えられ， B1• B2の個所で30°. c I. C2の個所で 10°それぞれ設定温度を高める乙
とにより従来品よりも耐クラック性Kより優れたものとなった（Table1 ）。

B社lζ於いては， PC樹脂温度を特Kコントロールする等により，従来よりも耐クラック性K優

れたものを供給している。

実験の部

目薬容器の耐クラック性はついて，次の実験を行った。点眼液の成分はついては今回検討しない

こととし，目薬容器でA社の従来品， A社の改良品すなわち加熱溶融温度を高めたもの及びB社の

もので・行った。目薬容器の前処理である滅菌条件としてオートクレーブ中 121° 20分，オートクレ

ーブ中 110° 20分，温水90。30分及び前処理なしのもの。中栓はEOガス滅菌，キャップはオート

． クレーブ中町 20分滅菌処理したものを使用。中日てんする液としては点眼液を用いたのでは

目薬容器に発生するクラックの有無を短期間では知り難いので， 0. 01 %塩化べ・ンザルコニウム液

（以下BC液と略す）を用いた。乙のBC液を用いた理由は，塩化べ‘ンザ‘ルコニウム含有液Kより

目薬容器にクラックが発生するとの報告が参天製薬（株）他多数あったので乙の方法を採用した。

B C液または水を 15m£充てんし中栓を巌めキャップを締める。キャップの締めトルクは， 4週間放置す

る場合は 2k(l・明。 l週間毎に開栓し，中栓も取除いてクラック発生の有無を観察し 4週まで繰り

返して試験を行う場合は4k(l・仰とする。それぞれ40°で倒立の状態Kして保存する。

実験結果

A社の従来品とその改良品の耐クラック性についての比較結果をTable2 R：示す。 4週放置，キ

ャップの締めト／レクは2k(l・仰とする。改良品を 121。20分で目薬容器を滅菌し水を充てんした場

合4週目で容器50箇中3箇はクラックが観察された乙とを示し，そのクラックの発生率は 6.0 %で

あると表わしている。よって従来品よりも改良品の方がクラックの発生率が小さい。
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Table 2. 

改 良 ロロロ 従 来 ロロロ

オートクレープ中 オートクレープ中
無 処 理

オートクレープ中
121 ° 20分 110 ° 20分 121。20分

水 B C液 水 B C液 水 B C液 水 B C液

3ベ引 2パ；コ。ベχ； 以 5%  
百 百 出 出 百 出 百 出
6.0 9 0.0 4.0 52.0 。4 3.3 80.0 100.0 

A社の改良品による目薬容器の滅菌条件とクラック発生の関係をTable3 tc:::示す。 121° 20分，

温水90° 30分及び前処理なしのものを 1週間毎花開栓した場合の4週目の結果と 4週放置後の結果

でキャップの締めトルクはそれぞれ4k9・明， 2 k9・明to滅菌温度が低くなるとクラックの発生率

が小さくなり，またキャップの締めトルクが小さい方がクラックの発生率が小さくなる。 B社の場

合も同様である。

Table 3. 

条件 オートクレ2ー0分ブ中 温水 90° 
盤 処 理121。 30分

保存 水 B C液 水 B C液 B C液

l週毎；ζ開栓
% % μ。3~0 ~ 初
覧 覧 出 覧 出 覧

7 0.0 100.0 4 6.7 10 0.0 20.0 10 0.0 

4週間放置
〉イo切。 %。切 fa μ 
見 百 百 出 百 百
6.7 10 0.0 。 66.7 。 4 3.3 

キャップ締めトルク l週毎： 4k9 ・cm 4週放置 2 k9 ・cm 

A社の改良品とB社の目薬容器の耐クラック性について比較した結果をTable4 tc:::示す。キヤツウ。

の締めトルク 4k9・cmで1週間毎花開栓しそれを4週繰り返す。上段の数値は目薬容器50箇中でク

ラックの認められた目薬容器の個数を表わし，下段の数値はクラックの認められた目薬容器Kはク

ラック，言い換えれば亀裂の数が何箇所K確認されるかを数え，その平均値で表わす。その数値が

大きい程耐クラック性に優れていない。
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Table 4. 

穴式
オートクレーブ中 オートクレーブ中

121 ° 20分 110 ° 20分
無処理

水 BC液 水 BC液 水 B C液

1 50 4 41 。 。
A 
l週 目

1.0 0 1.8 2 1.0 0 1.37 ー ・晶

ネ土 18 50 5 48 。 15 
2週目

1.7 2 2.5 4 1.0 0 2.35 1.1 8 
改

32 50 6 49 35 

良
3週目

2.16 3.4 6 1.6 7 3.3 9 LOO 1.4 9 

ロEロJ 40 50 26 50 4 38 
4週目

3.18 5.5 6 2.0 4 4.5 2 1.0 0 1.8 9 。 。 。 。 。 。
l週 目

一 一 ー

。 2 。 。 。
B 2週目

ー 1.5 0 LOO 一。 15 。 8 。 。
社 3週目

1.07 1.0 0 一。 35 。 9 。 7 
4週 目

一 1.1 7 1.11 一 1.0 0 

別に，目薬容器の滅菌条件と日局一般試験法の無菌試験運の適合性についても検討した。オート

クレーブ中 121° 20分又は 110。20分で滅菌した目薬容器に通常の方法で点眼液を充てんし，テス

ト用の点眼薬を作り，無菌試験法を試みたところそれぞれの滅菌条件共無菌試験法に適合した。す

なわち，オートクレーブ中 110 ° 20分の滅菌条件も無菌試験法K適合する乙とが認められた。無菌． 試験法K適合する乙とが即無菌とは判断しかねるが種々の検討も必要と考えられる。
4) 

日局の製剤総則では「点眼剤」とは無菌は製した製剤で本剤を製するKは無菌操作で行うかある

いは適当な方法で滅菌する乙とと記されており， しかも本剤は日局の無菌試験法K適合することと

なっている。

まとめ

1. A社の目薬容器は成形時加熱溶融温度を高めた改良品が耐クラック性に優れる。

2. A社の改良品とB社の目薬容器では耐クラック性lζ違いが認められる。

3. 目薬容器の前処理，すなわち滅菌条件 121。20分よりも 110° 20分のほうがクラックの発生が少

ない。

4. 滅菌条件 121° 20分及び 110° 20分のいずれも無菌試験法陀適合する。
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家庭薬研究必4 7 9 ( 1 98 5 ) 

〔原著〕

液剤医薬品Aの製造工程に b

ける品質設計の基礎的検討が

田中良一，平野賢治

萩中真由美

東亜薬品株式会社試験開発部＊2

Ryoichi TANAKA 

Kenji HIRANO 

Mayumi HAGINAKA ． 医薬品の製造問いて設計品質を如何伺えるか，あるいは品質管理基準をどう設定するかとい
う乙とは，品質管理を行うにあたり重要な乙とである。

． 

今回筆者らは，当社の新製品杭液剤A”の充填工程を中心として，製造品質の予測と，その合理的

な管理方法につき検討を行った。以下，その事例の一部を報告する。

実験の部

1. 目的及び方法

液剤Aの容器は中栓，キャップ付きのプラスチック容器で，容量は 24m£ 

である（Fig.1）。充填工程は一貫自動ライ ンになっている（Table1）。

乙乙では 1）充填量， 2）キャップ締めト／レク値を主な管理項目としている。

1）充填量管理Kついては

(1) 消費者K対する内容量の保証（表示は 20m£) 

(2) 生産時における収率管理

が主目的である。

2) キャ ップ締めトルク値管理については

(1) キャップゆるみによる液もれ及び蒸散の防止（トルク値の下限）

(2) キャ ップの締め過ぎKよる開栓不能防止（トルク値の上限）

が主目的であり，両者とも適正な管理幅を工程能力と見比べながら設定する

Table I. 充填作業工程

回一卜
t t 

鍍取りチェック 全数チヱツク

* 1 第4国家庭薬開発研究会シンポジウム発表， （富山， 1984年 12月6日）
* 2 干 939ー 05 富山市三郷26番地 TEL 0764 ( 78) 5100 
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必要がある。

2. 実験結果

1）充填管理について

液剤Aの処方はTable2 IC:示すととく ，承認内容は固形成分が重量規格で，液状成分が容量規

格となっている。しかし， Fig.2 tc:示すととく，本品は温度lとよる密度変化が大きいため，温度
変化が収率管理に大きく影響する。そ乙で基準処方は全成分20° tc:おける重量規格で定めること
とした（Table2）。また，規定充填量は 20Mであるが，目標充填量は 19.1 o ~ ( 20. 50 me at 
20 °）とし，乙れの管理は

(1) 充填直後，一定時間毎の抜き取りチェック（充填量の管理）

(2) キャップ締め後，オートチェッカーによる全数チェック（容器＋充填量の管理）

で行う乙ととした。

成 分 員長 ：： 処方 ~ ~処 方 2 o・ 
lOOm l中 lOOml (93. 26g）中

主剤 (I) 4. Oml 4. 248g 

主剤（ll) 3. Og 3. OOOg 

界面活住剤 2. 6 g 

エタノール 60 ml 
。 2. 600g 

40. 460g 

~色剤（A) 微 震 4. 0 mg 

， (B) ， 1. 0 mg 

精製 氷 通 量 43. 060g 

Table 2. 処 方

密

Q95 

m: Q94 y = -7.544 x十0.947

0.93 

0.92 

。 5 10 15 20 25 30 

温度〈・〉

Fig.2. 液剤Aの温度と密度の関係
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① 充填量管理

充填量重量チェックは予め重量を測定した空容器K薬液を充填し，充填後の重量から充填重量

を算出する方法をとった。乙の時の管理幅は充填機のパラツキのみを考えればよく，実験からn

= 100としてσI= 33. 5呼を得た。 3σ限界とすると充填管理幅は 19.10士0.10 'I ( 20. 50 ± 
o. 11 me at 20 °）となる。
② 充填容器管理（容器＋充填量の管理）

オートチェッカーでチェックする場合は，容器重量パラツキを考慮する必要があり，また，そ

のパラツキ状態（管理状態）を予め調べておく必要がある。そのため，キャップ，中栓，ボト／レ

各々入荷ロットからz管理図を作成した（Fig.3）。 各パーツの工程管理指数はいずれもCP> 

lで管理限界中で管理されているので，統計処理の可能な乙とがわかった。乙の時lζ算出した各

平均重量とパラツキより，容器平均重量百＝ 7. 62 'I，容器重量パラツキ σ2= 95. 9 mi;を算出し

①の充填パラツキと合わせ，全重量管理幅を 3σ限界として 26.70 ± 0. 30 9と設定した。

20m l容器

ーーーーー一一一一一ーー一一ーーーー－UCL6.1 J 

~－~lt ＿~＿t＿刊 A ト川司 qv～M 
。l 2 ::i 4 7 9 10 11 J 2 6 8 5 

キャップ
主 I A I－ーーー一一一ーーーーーーーーーーーーーー一一一一一一一一一ー一一一ー一－ UCL . 

金 ；；小 へJ
(8) 
11 

引
u

ゎ
叩
！

山
川
H

J
 

j
w－ 

じCし。 5 6 A 7 2 J 

中 tr

60＂トーー・ーーー・ーーーー・ーーーーーーー・ーーー一ーーー一一ーーーーーーーーー－ UCし

::l~バ刈州 γwい＿＿1~－内
。 5 

ロットN0. 

6 1 8 2 J A 

Fig.3. 容器重量 X管理図

- 81 -



10 

戻

し

ト

JI.. 

ク 5 
(KG-CM) 

。－’ 
， ， 
，ι ． 

， ， ， ， ， ， 

5 
mめトルヲ（I¥C一CM)

y =0.591 lC -0.019 

r'=0.9凶

10 

Fig.4. 締めトルクと戻しトルクの関係

〈錫めトルヲ8KG-CM，笠宮ii ) 

5 

民

し

ト

ル

'J 4 

(KG-CM) 
l屯道主L ＠ 

3 

。 10 却 .30 4σ 己G 忌3 70 
~ II時間 （hr)

Fig.5. 放置時間と戻しトルクの関係

／＠ 
5 

戻

し

／申
JI-

／ 曲

ヲ 3 

(KG-CM) 

2 ／ y =0.443 x +0.509 
， ， l~o.~84 ， ， ， 
， ， ， 。 2 4 6 8 10 12 

S苦めトルヲ CKC-Cl>1) 

Fig.6. 締めトルクと戻しトルクの関係
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2) キャップ締めトルク値管理について

本容器のトルク値特性を調べると（Fig.4 , 5, 6）に示すような結果が得られた（東日製ト

ルクメーターModel2 -0 T使用）。締めトルクと戻し卜／レクはついてはFig.4 tζ示すととく，

一定範囲内で比例関係が認められた。次に一定トルク値（ 8 KG一CM）で締めた場合の放置時間

と戻しトルクについてはFig.5 tr:示すCとく，減退後，一定値で落ち着く ζとがわかった。また，

一定時間（43 hr）放置後の締めト／レクと戻しトルクについてはFig.6 tr:示すごとく，やはり一
定範囲内で比例関係がある乙とがわかった。

Table 3. トル ク 値と液もれ
（皮しトルク I< G一CM)

：ト：ルぬG・ ！間曳免除入
1 2 3 4 6 6 7 8 x d・1

o. 6 o. 3 o. 2 o. 2 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 o. 1 o. 1 6 o. 0 8 

t. 0 o. 3 o. 4 o. 3 o. 6 o. 4 o. 4 o. 3 o. 6 0. 4 1 0. 1 2 

2. 0 o. 8 o. 9 o. 8 t. 3 t. 2 t. 2 I. 3 o. 9 I. 0 5 o. 22 

3. 0 1. 4 1. 3 2. 2 1. 3 1. 3 2. 2 1. 7 1. 8 1. 6 5 o. 3 9 

4. 0 1. 6 1. 6 2. 3 1. 9 l. 6 2. 2 1. 3 1. 1 1. 70 o. 4 1 

6. 0 3. 7 3. 1 2. 1 3. 5 2. 7 2. 3 2. 8 2. 3 2. 8 1 o. 5 8 

8. 0 3. 9 2. 8 3. 2 2. 6 4. 2 3. 6 3. 7 4. 2 3. 53 o. 6 1 

1 0. 0 3. 3 3. 4 4. 6 4. 8 3. 7 3. 3 4. 4 4. 1 3. 9 5 o. 6 1 

各々液もれ 0 

(14. 6h r放置後，減圧ー730mgHg)

Tab I e 4. 

トルク値と票散

(4 0・， 1wk) 

① 

② ③ 

締めトルク 蒸散 n=3 
(KG-CM) (w/v%) 

o. 5 0. 1 5 

1. 0 0. 1 0 

2. 0 o. 0 9 

3. 0 0. 1 1 

4. 0 o. 09 

6. 0 o. 0 9 
Fig. 7. 

a. o 0. 1 0 

1 0. 0 o. 09 

1 5. 0 0. 0 9 
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① トルク値の下限

トルク値の許容下限を調べるために，まずトルク値と液もれの関係Kついて調べた。 Table3 

K示すととく， 0.5～10. 0 KG一CMの範囲の締めトルクで締めた後，倒立し，減圧（ー 730me; 
Hg）下， 14. 5 hr放置したが，いずれも液もれはなく0.5 KG一CMで100本追試した結果でも液
もれは全くなかった。

次にトルク値と蒸散の関係について調べた。 Table4 ti：示すととく o. 5～15. O KG一CMの
範囲の締めトルクで締めた後，正立し， 40 °で l週間放置後，重量を測定した。乙の結果，締め

トルクlOK G一CM以上ならば蒸散量にほとんど差のみられない乙とがわかった。

② トルク値の下限

トルク値の上限を調べるために，社内の 20～50代の女性を対象として，戻しトルク値の限界

を調べてみた。 Fig.7 tc:示す①～③の開け方でそれぞれ戻しトルク値を調べ，乙の中で最も一般

的だ‘った②の開け方Kよる戻しトルク値の限界をTable5 tc:示した。乙れによるとMax14. 8～ 

Tab le 5. 戻しトルク限界値の調査

氏 名 戻しトルク限界ltD:(KG-01) 氏 名 戻しトルク限界｛直（KG-01)

A 6. 5 M 14. 8 Max 

B 6. 0 N s. 0 

c 9. 5 。 9. 7 

D 9. 5 p 7. 6 

E 8. 5 Q s. 5 

F 9. 5 R a. a 

G 1 o. 0 s 6. 5 

日 7. 6 T l 0. 6 

7. 6 u 6. 0 Min 

J 1 1. 2 v s. 0 

K 1 1. 5 w 7. 8 

し 7. 1 x 9. 0 

平 士写 8. 8 KG-CM 

Table 6. トルク値管理幅

続めトルク 戻しトルク〈直後〉 戻しトルク〈放置後〉 儲 考

(KG-CM) (KG-CM) (KG-CM) 

12. 2 7 6. 9 上 限

a. 5 5 4. 6 中心値

5. 4 3 2. 9 下 限
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Min 6. OK G一CMとなり，戻しトルク値の上限の目安を6.0 K G一CMとした。
現実にはトルク値管理はキャップ締め直後の戻しト／レクで管理を行う乙とになるので，キャッ

プトルク値安定後の戻しトルクのパラツキの上限が6.OK G一CMとなるようにキャップ締め直
後のパラツキ（ 3σ＝ 2. OK G一CM）とキャ ップ締め直後の戻しトルク値（Fig.4 ）から，管
理幅5.0士2.OK G一CMが得られた（Table6）。

考察

上記のように考えた品質設計段階での品質水準が，実生産とどの程度ずれているかについては，

今後の実生産の実績と比較検討していきたい。充填管理幅については，密度パラツキ（調製仕込み

パヲツキ）が変動要因として残っており，また戻しト／レク管理幅につーいては，キャツパーのゴムの

摩耗によるパラツキ変化も変動要因となるので，今後，工程チェックシートはよるデーターの蓄積

が必要である。また，液もれ及び蒸散についても，室温実績のデーターは充分でなく，今後の追跡

調査が必要となる。
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