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HPL Cによる製剤中の塩化リゾチームの定量
Determination of Lysozyme Chloride in Preparation by HPLC 

竹岸雅人
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※※ 
テイカ製薬株式会社品質管理部

Department of Quality Control Teika Seiyaku Co., LTD. 

塩化リゾチームは医薬品として略疾，慢性副鼻腔炎等に用いられ鎮咳去疾薬，かぜ薬等に配合され

ている有効成分である。局外規1）に記載の定量法は，徴生物（MicrococcusLysodeikticus）の乾燥

P込 菌体を基質とした濁度法（BacteriolyticMethod ；以下図表中BMと略す）であり，この方法は感度

は良いが，測定条件を厳密にしないとバラツキが大きく，定量精度を上げるためには操作に熟練を要

する。

近年，高速液体クロマトグラフ（HPLC）を用いた塩化リゾチームの定量が報告 2）～5）されてい

るが，多成分配合の製剤への応用には分離が困難な場合があった。

今回，定量精度の向上及び操作の簡素化を目的として，汎用性の高いオクタデシルシリル化シリカ

ゲルを充填したカラムを用い逆相HPL C法による塩化リゾチームの定量を行い，溶液中の加速条件

における安定性を渇度法と比較した結果， 良好な相闘が得られることを確認した。更に塩化リゾチー

ムを含有する製剤について多成分の同時定量をHPL C法により行い，回収率及び再現性に満足すべ

き結果を得たので報告する。

実験の部
1. 標準品及び試料

1) 標準品

・塩化リゾチーム（国立衛生試験所 標準品）

・塩酸フェニルフ．ロパノーノレアミソ（アルフ．ス薬品） ；乾燥後定量するとき，塩化フェニルフ．

ロパノールアミ γ （C9H13NO・HCl)99.0%以上含有する。

・定量用カフェイン（日局）

・定量用マイレソ酸クロルフェニラミ γ （日局）

2）試料

・塩化リゾチーム（エーザイ製） ；乾燥後定量する時， 1昭当たりリゾチーム0.90昭（力価）

以上含有する。

・製剤（鼻炎剤） ；塩化リゾチーム60略（力価），塩酸フェニルプロパノールア ミγ90昭，無

水カフェイソ90rng，マイレソ酸クロルフェニラミソ7.2rng及び賦形剤を加え全量780昭としカ

プセル3個に充填する。

2. 試薬及び試液

※ 第7回家庭薬開発研究シソポジウム発表会 （富山， 1987年11月4日）

※※ 干930 富山市荒川250番地 TEL 0764 (31) 8881 
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・アセトニトリルは和光純薬製液体クロマ トグラフ用，エタノール，メタノール，クロロホルム

及びトリフルオロ酢酸は和光純薬製試薬特級を用いた。

・リ ソ酸塩緩衝液（pHl.8～12.0) ；リシ酸二水素カリウム9.08 Cfに水を加えて溶かしlOOOmQと

した液と，無水リ γ酸ー水素ナトリウム9.46Cfに水を加えて溶かしlOOOmQとした液を混和して

調製し必要に応じ薄めたリ γ酸溶液（1→100）又は薄めた水酸化テトリウム溶液 (1→100)

を用い調製する。

・内標準溶液 (IS) ；パラオキシ安息香酸メチル（日局）約25mgを量り水を加えて溶かし2000

mQとする。

3. 測定方法

1) 濁度法：局外規，塩化リゾチームの項を準用する。

2) HP  L C法：塩化リゾチーム0.125略／叫になるよう調製した標準溶液及び試料溶液につき

Table. 1に示す条件で試験を行い，内標準物質のピーク高さに対する塩化リゾチームのピーク

高さ比Qs及びQTを求め，次式により塩化リゾチームの残存率（%）を算出する。

塩化リゾチーム残存率仰＝塩化リゾチーム標準品の量〔mg（力価）〕会×

1 0 0 

Table. 1 HPLC Condition 塩化リゾチームの量〔mg（力価）〕

System:HJTACHI 655Liquid Chro m品 tograph 

Detector :uv2・aonm, 256nm 

Column :RadialpackJL-Bondapack C.18 

Co I umn Temp. : Room Temp. 

Mob i I e Phase :A →B lOmin I ineagradient 

A;O. 1%TFA-Acetoni tri le (90: 10) 

B;O. 1%TFA-Acetoni tri le (40:60) 

FI ow Rate: l. 5m I/min 

結果及び考察
Injection Volume:l5μl 

1. HPL C法によるクロマトグラム及び検量線

Fig. 1の吸収曲線より塩化リ ゾチームは280nmに吸収の極大を認めたので，測定波長280nmを

選んだ。クロマトグラムはFig.2の示したとおり約11分に内標準物質，約12分に塩化リゾチーム

のピークを認めた。合わせて加熱分解品［90° 30分， 2-3）項に準ずる〕のクロマトグラムを

示した。検量線を作成するとき塩化リゾチーム0.02～0.5mg（力価） /mQで原点を通る直線が得

られた（Fig.3）。

2. 安定性試験によるHPL C法と濁度法との比較

標準溶液及び試料溶液の調製方法をFig.4に示す。次の1）～4）の条件に従って試験を行ない

HPL C法及び濁度法により塩化リゾチームの残存率を求めた。

1) 溶媒安定性：各．種有機溶媒及び移動相に用いる0.1%トリフルオロ酢酸溶液について， 40°

2時間の接触で，失活はあまり認められなかった（Table.2）。

2) pH安定性：各pHのリシ駿塩緩衝液中の安定性は31 24時間放置で， pHl.8～11まで安定で

あるが， pH12になると著しい失活が認められた（Fig.5 ）。

3) 温度安定性：リソ酸塩緩衝液（pH6.2）中50。4時間で安定であったが90° では数分で失活

が認められ， 20分で約50%に低下した（Fig.6 ）。
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蛋自分解酵素による分解：リソ酸塩緩衝液（pH6.2）に塩化リゾチームとピオジアスターゼ

1000 （天野製薬製）を 1: 2の配合比に加え， 50・で保存した塩化リゾチームの経時変化を測

定した結果，両方法による残存率は一致した（Fig.7）。

以上HPL C法及び濁度法により得られた塩化リゾチームの残存率をまとめるとTable.3に

示すとおりで，両方法の相関係数は r=0.9919と良好な相闘が得られ（Fig.8) , 
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Condition HPLC BM 

pH 1. 8 101. 2 1 04. 2 
3. 6 99 .. 2 98. 3 
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1 1. 0 97. 4 102. 1 
1 2. 0 3 2. 3 28. 9 

50・ 2hr 97. 5 1 0 o. 4 
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20m in 5 1. 7 55. 5 

Prot. Ohr 95. 6 99. 9 
1 h r 8 1. 3 8 6. 1 
2hr 7 1. 0 73. 6 
3hr 69. 6 75. 8 
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塩化リゾチームを含有する製剤の多成分間時定量

標準溶液及び試料溶液の調製方法をFig.9に示す。

3. 

クロマトグラム及び検量線

阪収曲線 （Fig.1）より塩酸フェニルプロパノールアミ γは280nmの吸収が小さいので，

定波長に256nmを選ぴ， Table.1に示す条件で操作した結果Fig.10に示すとおり各成分とも分

離の良好なクロマトグラムが得られ，ピーク高さ法による内標準法により定量を行い検量線を

調1

4成分ともに良好な直線性が認められた。

添加回収率

4成分披きの製剤に各成分を処方量に対して80～160%含有するように添加した試料につい

てHPL C法により測定した結果Table.4に示すとおり良好な回収率が得られた。

Fig.11に示すとおり，作成するとき，

2) 

測定精度

製剤について定量操作におけるパラツキを検討するため， EPL C法及び濁度法に準じて6

回繰り返し定量を行った結果Table.5に示すとおり， HPL C法による塩化リゾチームの定量

値は，濁度法に比べ平均値は一致し標準偏差がより小さい結果が得られた。また，他の成分に

3) 

バラツキは小さく精度良く定量することができた。関しても，
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まとめ
塩化リ ゾチームの定量法について，HPL C法を濁度法と比較検討した結果，溶液中の加速条件に

よる安定性及び塩化リ ゾチーム含有製剤（鼻炎剤）の定量において両方法に良好な相関性が認められ

た。更にEPL C法は濁度法と比較して，操作が簡便でかつ精度の高いことが認められた。

今後，更に塩化リゾチームの品質評価，安定性試験及び他の塩化リゾチーム含有製剤への応用など，

品質管理及び製剤開発にHPL C法を検討したいと考える。

ご指導くださいました富山県薬事研究所上田雅子氏，並びに有沢みさを氏に感謝

ご協力頂いたテイカ製薬鮒品質管理部の諸氏に御礼申し上げます。

-38-

謝辞
本研究にあたり，

致します。また，



． ・h

文献
1) 厚生省薬務局審査第二課監修“日本薬局法外医薬品成分規格1986”，薬業時報社，東京， 115

-116 (1986) 

2) 有沢みさを， 富山県薬事研究所所報，昭和58・59合併号 145 (1985) 

3）足立茂他，日本薬学会第105年会講演要旨集， 3Q 3 -28, 416 (1985) 

4) 能回静穂他，日本薬学会第106年会講演要旨集， 3c 1 -2 • 118 (1986) 
5) 能田静稿他，日本薬学会第107年会講演要旨集， 4Ai2 -2, 409 (1987) 

6）浅川直樹他，薬誌， 101,148 (1981) 

7) 上回雅子，富山県薬事研究所所報，昭和的・61合併号 35 (1987) 

-39ー



家庭薬研究 No. 7 40 (1988) 

【原著】

※ 

内服液剤中の塩化カノレニチンの定量
Determination of Calnitine Chloride in Internalsolution 

藤田章夫 山本隆二
Akio FUJITA Ryuji YAMAMOTO 

※※ 
第一薬品工業株式会社研究開発部

Daiichi Y akuhin Kogyo Co . , Ltd . 

塩化カルニチツは，消化液中の消化酵素，酸の濃度を増加し更に胃液の分泌を促進する為，胃腸

薬や滋養強壮薬に配合される。また，近年ミトコンドリア内の脂肪酸代謝に関与するカルニチンの働

きが注目され，各種の有機酸代謝異常症にカノレニチγ投与が試みられている。

カルニチシの定量法としては，生物検定法1），比色定量法2>, G C法3>, HP  L C法4), R I法5)

などが報告されている。この他いくつかの分析例も見受けられるが，内服液剤中の簡易定量法につい

ては報告がないので， EPL C法及びGC法について検討し良好な結果を得たので報告する。

実験の部
標準品の塩化カルニチソ CC1H16ClNOa: 197 .66）は金剛化学製，セップパックシリカはウォータ

ーズ社製，その他の試薬は，和光純薬製試薬特級を用いた。塩化カルニチソの一定量を量り，水に溶

かして定容とし標準溶液を調製した。市販の内服液剤はそのまま分析に用いた。

HPL C装置は島津製LC-6A型，検出器は紫外分光光度計検出器Sp Dー2Aを用い210nmを

検出波長とした。移動相は， O.OlMリソ酸ー水素ナトリウム500叫にラウ リル硫酸ナトリウム1.5<tを

溶かした液に， トリエチルアミン 3mQを加え，リソ酸でpH2.6調製した。分離カラムには，メルク社

製LichrosorbRP-18 ( 7 μ m, 4剛i.d.×250mm）及びSuperspherRP-18 ( 3 μ m, 4 mmi. d.×25 

0剛）を用いた。

G C装置は， 日立製663-30型を用い，分離カラムは， ChromosorbW60/80 (AW DMCS）にポ

リエチレγグリ コール20M及びリ γ酸をそれぞれ20%及び3%の割合でに均一にコーテイ γグしたも

のを内径3mm，長さ lmのガラスカラムに充てんし用いた。検出は，水素炎イオγ化検出器を用いた。

データ処理装置は島津CR-3A及び横川ヒューレット・パッカード3390Aを用いた。定量は，ピ

ーク高さを基にした絶対検量線法により行った。

実験結果
1. HPL C法（1)

逆相系カラムを用いて，内服液剤中のカルニチンの定量を検討した。 Fig.1に示す条件で，カ

ルニチソは約7分で検出された。また塩化カルニチツo.s～5mg/mQの範囲で作成した検量線は原
点を通る良好な直線性を示した（Fig.2）。そこで，ピタミ γ製剤のモデル処方としてTable.1 

に示した成分により成る処方を設定した。この処方1をFig.1に示した条件で分析したところ，

※ 第7回家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山， 1987年11月4日）

※※ 干930 富山県富山市奥田町6ー10 TEL 0764 (32) 8571 
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カルニチγは他のビタミンに防害され検出されなかった（F培.3 ）溶離液，分析条件等を何通り

共存成分と完全に分離した良好なクロマトチャートは得られなかった。か検討したが，

0.5～2.5mg/ カルニチγは，セップパックシリカを用いFig.4に示す前処理を行った。そこで，

防害ピークは完全に除かれ，この前処理により，mQの範囲で良好な回収率を示した（Table.2）。

良好なクロマトチャートが得られた（Fig.5) 

CONDITIONS OPERATING 

，、Instrument : Shimadzu LC-SA 1 iquid chromatograph 

Co I umn : Li Chrosorb RP-18 (7 pm), 2印×〆4rnm

Mobile Phase : O.OlM Na2HP04 +0.396SDS+0.696Triethylami ne (pH 2.6 with H3P04) 

Column Temperature : 50・

flow Rate : I mL1/min 

Detector : UV Photometer at 210 nm 
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Table. 1 

R p. 1 

1 0 mg  nitrate Thiamine 

6 mg phosphate sodium Riboflavin 

I 0 mg  hydrochloride Pyridoxine 

20 mg  N i co t i n am i de 

IO 0 mg I n o s i t o 1 

500 mg  Taurine 

50 mg  Caffeine 

50 mg c h I o r i d e Carnitine 

water Purified 

30m.l? produce t 0 sufficient 

Recovery of Carnitine chloride. 

added (mg/ mil) Recovery (%) 

0.5 98.7 

1.0 98.0 

1.5 98.3 

2.0 98.1 

2.5 97.6 

Table. 2 

200~ 

胤 sh川th(1) CH3 CN 5m/l 

(2) CH3CN：門eOH(1: 1) 5m/l 

elute with H20 6mfl 

Standard solution 

Sep pack silica 

ー、。
in vacuo 

add H20 500μ.(? 

Cone. 

’.. 咽・，Test sample 

炉ー
もn

民一門

．
同
制

－フカ

カルニチン0.5～5mg/ 

Pretreatment Method. 

HPL C法（2)

前処理なしで処方 1中のカルニ子チソ

を定量する方法を検討した。カラムは，平均

粒子径が 3μmの超微粒子球状充填剤で；10万

以上の高い理論段数が得られ，高い分解能が

期待できるSuper叩 herRP-18を用い，

ム温度40°，流速0.8:mQ/minで測定した。

Fig. 6に示すように，

次に，

Fig. 4 

2. 

after pretreatment. Fig. 5 Chromatogrm of Rp. 1 
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Fig. 7に示すように，約9分でカルニチソが防害ピークより完全に離されて検出した。

CONDITIONS OPERATING 

お0×〆4mmColumn : Superspher RP-18 (3州〉，

門obiiePhase: 0.01門Na2HP04+0.3%SDS+0.6%Tr iethyl amine (pH 2.6 with H3P04) 

Column Temperature : 40・

Flow Rate: 0.8 mQ/min 

Detector : UV Photometer at 210 nm 

0.2 

(V・sec) 
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Calibration curve of Carnitine chloride. 
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Fig. 6 

そこで，この条件下，市販滋養強壮内服液，

胃腸薬内服液中のカルニチンの定量を行ってみ

た。 A社製剤は，ピタミソ類のみの製剤，

製剤はピタミソ類に生薬エキスが配合されたも

のだが，共に良好な分析チャートが得えられた

(Fig. 8）。同様にC社の滋養強壮製剤，また

D社の生薬が主成分の胃腸薬製剤のおいても良

好な分析チャートが得られた（Fig.9）。

ところが， Table.3に示すように塩化カルニ

チソと生薬成分として，蒼Jft, 卜ウヒ，

リウム草，黄連，延胡索，人参，ホップで構成

された胃腸薬製剤では，共存成分との分離が困

難であり，良好な分析結果が得られなかった

(Fig .10）。また，セップパックシリカによる

B社

。
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Table. 3 

Rp. 2 

contains: bottle (30m1?) 

4 0 0 m.Q ( f i) Rh i z. Lan c. Atractyl. 

3 0 m.Q ( t c) Per i c. Au rant. 

200 mg  (ex) Herb. Centaur. 

150 m.Q (f I) Rh i z. c 0 pt. 

400 mg (ex) Tub. Corydal. 

350 mg (ex) Rad. G i n s. 

400 mg (ex) St r o. H umu. 

60 mg  Carnitin 'chloride 

邑
岨
’
・
咽

G C法

処方2について， LEWI NらのGC法めに準

じて定量を検討した。試料200μ eを正確に量り，

3. 

九

減圧乾固し，セッフ・パーツクシリカによる前処理後，

． ． 
を，

カノlゐ

ニチソは4-butyrolactoneとして検出される事

(Fig .11）。が報告されている
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カラムは，

ール20%, リン酸3%を添加したものを用い，

12に示す条件で分析したところ約5.5分にカルニ

チソ由来のピークが定量的に検出された。

水酸化ナトリウム溶液に溶かし，水素化ほう素ナ

トリウムを加え160° で30分間反応させた。これ

室温にもどしてから，過剰の水素化ほう素ナ

トリウムを5.5M塩酸にて分解後＂.クロロホルム

にて抽出し分析に用いた。この操作により，



Standard solution 200μ.Q 
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OPERATING CONDITIONS 

Carrier : N2 

Column : Chromosorb W 60/80 (AW D門CS)+20%PEG+3%H3P04(3mm 1.0.×lm) 

FI ow Rate : 25 ma/mi n 

Detection : FID 

Column Temperature : 150’ 
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；：予

考察
処方に応じて， HPL C法， GC法を使いわけることにより，内服液剤の塩化カルニチγを比較的

短時間に精度よく定量する条件を確立することができた。また市服製剤中のカルニチソの定量値は処

方量とほぼよい一致が認められた。処方中に多量の糖類や生薬エキスなどを含み，かつ塩化カルニチ

ンの含有量が少ない場合には，本法で採用したセップパックシリカによる前処理法が有用であると考

えられる。
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【原著】

ジメチノレポソシロキサン定量法の検討※
百ieQuantitative Analysis of Dimethylpolysiloxane by mean of A Gaschromatography 

要旨

前古 豊 ム~ ~ 
自己 主L 満 田中良 一

Yutaka ZENKO Mitsuru NOTO Ryoichi TANAKA 

東亜薬品株式会社試験開発部※※

Reseach Laboratories, Toa Medicine Co. ,Ltd. 

ジメチルポリシロキサγ（DMPS，シリコソ）を消泡剤として医薬品に応用するにあたり，その定

量法が問題となり，これをガスクロマトグラム（GC）法で検討した結果，従来のDiasolidZF ( ¢ 2. 6mm 

×2m）のカラムをSE・30(15%，。2.6剛×2m）のカラムに変えることで，分離の良いクロマトグラム

が得られ，定量の精度の高い分析結果が得られた。

この方法の優れている点は，得られたクロマトグラムの分離が良くピークが高く鋭いこと，また胃

腸薬に処方した場合，他成分に強く吸着されていて，他の抽出を要する分析方法において分析できな

くても，高温での分解反応による定量方法であるため，ほぼ100%定量することができる。

序論
DMF習が消泡剤として医薬品に応用されているもののなかに胃腸薬，整腸剤，消泡シロ ップ剤など

があるが，その効能，効果は，胃内視鏡検査時の胃内有泡性粘液の除去，胃腸管内のガスに起因する

腹部症状の改善，腹部X線検査時における腸内ガスの駆除などである。

DMPSの定量法には大別して，重量法， IR法，原子吸光法， GC法， NMR法及び，分光光度法が

あるl）が，いずれもその定量の精度は良いとは言えず，セミ ミクロあるいは， ミクロの分析技術を必

要とする。

DMPSを応用した製剤の開発を行う上で精度の高い定量法の開発が必要となる。

今回， DMPSの定量分析をGC法で検討したところ，良好な分析結果が得られたのでその条件及び

操作について報告する。

実験方法
方法は1986年の金子2）らの方法に従い検討した。この方法は1972年のVoronkov3,4＞らの報告をも

とにしており， Fig.1に示すように， DMPSとオルト珪酸エチル（OES）をアルカリ存在下で反応させ，

生成したトリメチルエトキシシラ γ（TMES）及び，ジメチルジエ トキシシラン（DMES）のうち， DM

ESをガスクロマトグラフィーによって測定する方法である。

この反応により， lOmgのDMPS(lOOcs）から理論上19.33昭のDMEStJ：生成する。

※ 第7回家庭薬開発研究シγポジウム発表会 （富山， 1987年11月4日）

※※ 干939-05 富山市三郷26番地 TEL (0764) 78-5100 
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Fig. 1 
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－ーーー→ (CH3)3SiOC2H5 + (CH3)2Si(OC2H5)2 

（反応操作）

DMPS （信越化学製， 問、－96,lOOcs）約lOmgを

精秤し， OESを8mQとKOHを0.4<Jを加え，還流冷

却器で170° 付近で約30分間反応させた。冷却後，

190° 以上でを蒸留を行い，その留液約7mQにOES

を加えてlOmQに調製したものを試料溶液とした。

これをガスクロマトプラフに注入し，ピーク高さ

を絶対検量線法により定量した（F培.2）。

1. カラムの選定

OES （和光純薬工業製）にDMES（関東化学製）

を添加した試料溶液を，金子1）らの報告している

Diasolid ZFの他に， SE-30(15%),PEG-20M 

(10%）及び， XE-60(3%）の各々 φ2.6m×2mの

ものを作製し検討に用いた。

2.試薬の検討

市販のDESには不純物が含まれており， GC分析

に影響を及ぼす可能性があるため，和光純薬工業製とメルク製のOESの比較検討を， DMES（関東

Fig. 2 
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化学製）を添加したものと添加しないものを試薬溶液として検討した。

3. 分析装置及び分析操作による精度の検討

カラム及び，分析装置に依存した定量の精度を， OES（和光純薬工業製）にDMES（関東化学製）

を種々の濃度に溶解して検量線および，定量値のバラツキにより求めた。

4. 試料量及び，反応条件による定量の精度の検討

反応時の試料の量及び反応操作に依存した定量の精度を， DMPSの添加量を変えて反応を行い，

検量線及びバラツキにより求めた。また，同時に反応温度及び，蒸留温度などの反応操作条件によ

る，定量値のバラツキ及び生成率を求めた。

なお，これら以外の反応条件は文献2）を参考にした。

5. 添加回収実験

胃腸薬にDMPSを配合した場合，胃腸薬構成成分が定量に影響を及ぼすかどうかについて，添加

回収実験により検討した。

胃腸薬としては， Table.1に示す胃腸薬を用い， DMPSを次の3つの条件で添加した。

添加方法の 1は反応溶媒にlOmgのDMPSを溶解し，胃腸薬を加え反応させたもの，2はあらかじ

め200<Jの胃腸薬に4<JのDMPSをそのまま加え， DMPSとしてlOmg相当量を反応させたもの， 3 

は200<Jの胃腸薬に4<JのDMPSを溶媒で溶解し添加後，乾燥したものから， DMPSとして10mg

相当孟を反応させたもので行った。
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Table. 1 胃腸薬（3600mg中）の配合量

メタケイ霞アルミン散マグネシウム・・1200mg

重賞炭夜マグネシウム・・・・・・・・ 300mg 

t定降炭霞カルシウム・・・・・・・・・ 750mg 

ロートエキス3倍散・・・・・・・・・ SO mg 

タカジアスダーゼT・ • • • • • • • • 150mg 

ケイヒ末・・・・・・・・・・・・・・ 300mg 

センブリ末・・・・・・・・・・・・・ 5mg 

シュクシャ末・・・・・・・・・・・・ 100mg 

カンゾウ末・・・・・・・・・・・・・ 150mg 

ウイキヨウ末・・・・・・・・・・・・ 30mg 

チョウジ末・・・・・・・・・・・・・ 30mg 

結果
1. カラムの選定

Dia solid ZF ( <P 2. 6剛×2m）を用い，種々の条件で検討したところ，クロマトグラム上のDMPS

めピークの分離が不十分であり，金子らの報告2）と一致しなかった。

そこで，別に， 4種類の充填剤でカラムを作成しこれを用いて分析を行ったところ，これら4

種類のカラムの内， SE-30(15気）においてDMESとOESに含有される不純物のピークの分離の最も良

いクロマトグラムが得られた（Fig.3）。

更に， SE-30とDiasolidZFのカラムと比較すると， SE-30はDiasolidZFより分離が良く，同じ

分析感度で高く鋭いピークが得られた。

このことから，以後の検討にはSE-30を用い， Table.2の条件で分析を行った。

Fig.3 種々のカラムにおけるDMESとOESのク口マトゲラム
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2. 試薬の検討

Fig. 3のクロマトグラム上でDMESおよび， OES以外の不純物ピークが認められるので，－これ

らの不純物が少ないものか，または不純物が定量に影響を与えないものを，メルク製および，和光

SE-30 NPGA PEG-20M 

。 20 

純薬工業製のOESで調べた

その結果，メノレク製のOESには，不純物は少ないがクロマトグラム上のDMESのリテγショソタ
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イム付近に定量を妨害する不純物が認められた。

しかし 和光純薬工業製のOESには，不純物

が多いものの， DMESのリテンションタイム付

近に定量を妨害する不純物は認められなかった

(Fig.4）。

このことから，以後の検討には和光純薬工業

製のOESを使用することにした。

的
国

O

ー1
覗

。 10 20 

MERCK OES 

了able.2 分析条件
Condition of Gas Chromatograph 

GC : Simazu G c・BA

Detector : FID 

Column : Silicon SE-30 15も

'f2.6mmX2m (GASUKURO KOGYO) 

Carrier Gas : Ni 

Pressure of Carrier Gas : 2.0 kg/cm2 

Pressure of Hydrogen : l.O kg/cm2 

Pressure of Air : o.s kg/cm2 

Oven Temp・2 10 0・c
Column Temp. : 70。C

Attenuation : 32 x io2 

工njection Volume : 2pl 

Fig. 4 OESの比較におけるクロマトグラム
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3. 分析操作による定量の精度の検討

今回用いたカラム及び，分析装置による定量的精度をDMESの検量線を求めることにより検討し

た結果， 10～SOmgのDMESの濃度範囲でFig.5で示すように，直線性の良い検量線が得られた。

また， バラツキもc.v.値で1%以内と定量の精度も良く（Table.3), カラム及び分析装置は本条
件においてDMESの定量に十分満足する精度であることが確認された。

MERCK OES 

KANTO DMES 
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c.v. 
｛も）

DMESの定量値とバラツキ

Averョge

(x10-7mv) 

0.967 13.628 

0.676 27.283 

0.675 40.855 

0.620 54.967 

0.545 67.728 

Pe3.k height 

(x1σ・？mv) 

1 3. 728 
1 3. 444 
13. 51 4 
13.656 
13.799 

27.598 
27.384 
27.100 
27.170 
27.163 

40. 61 4 
41. 183 
41.111 
40.471 
40.898 

54.910 
54.413 
55.480 
55.053 
54.981 

68.140 
68.069 
67.145 
67.500 
67.784 

Table. 3 

OMES Cone. 

(mg/1om1> 

DMESの検量線Fig.5 
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試料量及び反応条件による定量の精度の検討

反応時の試料の量及び反応操作に依存した検査線は1～20昭のDMPSの濃度範囲で，直線性の良

い検量線が得られた（Fig.6）。さらに，定量値のバラツキにおいてもc.v.値で1%以内と定量の

4. 

DMES 精度も良く（Table.4），試料の量及び反応操作に依存した定量精度は分析した条件において，

の定量に十分満足する精度であることが確認された。

また，同時に反応温度を160～220。，蒸留温度を190～300 の範囲で行い，操作中の温度依存性

についても検討したが，行った温度範囲では反応温度及び蒸留温度に影響されなかった。

Fig. 6 DMPSの検量線 Table. 4 DMPSの定量値とバラツキ

c. v. 
（も）

average 

(xlO・1nv1

帽品？”
J
R

0.763 

0.408 

0.669 

0.846 36.8554 

0.634 

2.4976 

11.6633 

26 .1704 

51 .0276 

peak height 

(x10・7mV)

2.516 
2.466 
2.516 
2.503 
2.487 

11. 896 
11.796 
11.945 
11.895 
11. 867 

26.309 
25.864 
26.358 
26.112 
26.209 

39.043 
39.339 
38.401 
38.599 
38.695 

50.791 
50.544 
51 .284 
51 .432 
51 .087 

DMPS 
{mg) 

60 

5 

10 

r2・0.999y・2.5848x-0.278

so 

40 

30 

20 

10 

（
〉
巨
ト
1
0
「×）

μ戸
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υ｛
dwω
円
凶

1 5 

。
20 
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5. 

Tadle. 5 添加方法の遣いによる回収率とバラツキ

Recovery of DMPS from stomachic powder （も｝

Sample No. 1 2 3 

1 99.2 90.2 98.8 
2 100.5 100. 1 101.1 
3 98.8 87.S 100.4 
4 100.3 92.0 , 00. 2 
5 100.8 106.S 99.S 
6 99.2 94 .1 98.7 
7 99.7 109.3 100.8 
average 99.79 97. 1 99.9 
c.v. 0.71 8.00 0.88 

添加回収実験

DMPSを胃腸薬に処方した場合，抽出による定量法の場合，制酸剤やその他の成分に吸着され，

抽出時に100%抽出きれない場合が多い。そこで，本定量法においても他成分がDMPS定量に影響

を及ぼすかどうかを添加回収実験により検討した。

その結果， Table.5で示したように，添加方法1及び3においでほぼ100%の回収率で，バラツ

キにおいてもc.v.値 1%以内の値を示し他の成分に影響されないことが確認された。しかし添
加方法2においては回収率が一定せず，バラツキも著しく大きく，定量的でないことが確認された。

考察とまとめ
金子ら2）はGC法でのDMPSの定量分析に， DiasolidZF( </> 3.0mm×2 m）カラムを用いている。こ

れは反応により生成したDMESの沸点が70。付近であるため低温で分離の良いカラムを選択したと思

われるが，それでもDMESのピークがOESの不純物ピークと重なりやすく，定量の精度に問題があっ

た。

今回，採用したSE-30のカラムは従来のDiasolidZFよりもクロマトグラム上の各ピークが高く鋭

いことや分離が良好であることに優れている（Fig.3）。

試薬のOESについては和光純薬工業製の方がメルク製に比べ，クロマトグラム上に数種の不純物に

よる大きいピークが確認されたが， DMESのリテンシ ョソタイム付近にこれらのピークが確認されず，I

今回の定量分析に適していた。

今回用いたカラム及び分析装置による定量の精度をDMESの検量線を求めることにより検討しカ

ラム及び装置に関してはDMESの定量に十分に適しているという結果が得られた。また，反応時の試

料の量及び反応操作に依存した定量の精度もDMPSの検量線に示されるように，分析した条件におい

てDMESの定量に十分満足できる精度であるという結果が得られた。

DMESの検量線でのバラツキは，おもにGCへの試料注入の際の注入量に依存しているのではない

かと考えられる。これは，OESの不純物を内部標準と考え，内部標準法で解析した場合，定量値のパ

ラシキが少なくなることから， DMESの検量線でのバラツキの原因は試料の注入量，注入スピードな

どによるものと推測される。更に， DMPSの検量線でのバラツキがDMESの検量線でのバラツキとほ

ぼ等しいことから， DMPSの検量線でのバラツキに関しても反応操作によるものではなく，分析操作

の注入量や注入スピードのよるものと推測される。よって，バラツキを少なくするため注入量や注入
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スピードをできるだけ一定に保つことに注意しなければならない。しかしこれには精度に限界がある。

そこで， OESの不純物を内部標準と考え，内部標準法で解析しようと検討したが，反応操作により不

純ピークが低くなったので，この方法では定量できなかった。今後，内部標準法が可能になれば，さ

らに精度が良くなると思われる。

更に， DMES及びDMPSの両検量線（Fig.5, Fig .6）により， 10昭のDMPSから約19.3mgのDMES

が生成されることが判り，この生成量はほぼ理論値と等しく，今回の反応条件においてほぼ100%の

反応が起こっていると推測される。

また，反応温度及び，蒸留温度については，行った温度範囲で温度依存性が認められなかったので，

今回の温度条件の範囲であれば反応はほぼ100%起こると思われる。

添加回収実験において，胃腸薬構成成分による定量値への影響はないと結論した。しかし DMPS

を胃腸薬に直接練り合わせる添加方法2ではバラツキが大きく，また回収率も悪かった。この理由と

して，溶媒に溶解してDMPSを胃腸薬に添加した添加方法3において回収率がほぼ100%であったこ

とから他成分への駿着による抽出不足とは考えられず，試料調製時に直接添加するため，一部の制酸

剤などの胃腸薬構成成分に， DMPSが大量に吸着し試料の胃腸薬中でのDMPSの分布に偏りが生じ

バラツキとして表れたのではなし、かと予想される。
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【原著】

植物タンニンの抗腫療活性について
Antitumor Activities of Tannins(Ellagitannin)in Mice 

元山 貢磯野良子叫
Mitsugu MOTOY AMA Yoshiko ISONO 

松井英 一 横井秀輔
Eiichi MA TSUI Hideharu YOKOI 

※※ 
リードケミカル株式会社研究開発部

※ 

森 いずみ

Izumi MORI 

Research Laboratory, Lead Che皿icalCo. ,Ltd. 

宮本謙一 越浦良三
Kenichi MIYAMOTO Ryozo KOSHIURA 

※※※ 
北陸大学薬学部

School of Phar皿acy,Hokuriku Uiversity 

a）（現リード株式会社）

タンニγは植物中に含まれるポリフェノールで，加水分解型タシニソと縮合型タγニγに大別され

る。 Ellagitanninはこのうち加水分解型タγニシに属し，その構造により単量体，二量体および三量

体に分類される。宮本ら1)はキγミズヒキ（々η010018pilosa Ledeb）根からEllagitanninの二量体

構造を有するAgri皿oniinを単離し実験腫揚を用いて抗腫湯活性およびその宿主介在性の抗腫易機

序について報告した。

著者らは更に二量体Ellagitanninに属するOenotheinBとCoriariinAについて抽出・分離しその

抗腫癖活性について検討した結果，若干の知見を得たので報告する。

実験の部
1. 実験材料

1) 被験材料および対照物質

Oenothein Bはオオマツヨイグサ（Oenothera eq.必•.ro.必?}Jala Borbos）の葉から， Coriariin

Aはドクウ ツ ギ（ぬ刀反刀~ Japooica A, Orey）の葉から下記の方法でそれぞれ抽出・分離したも

のを使用した。対照物質として，ピシパニール（OK~432，中外製薬） , E. Coli L P S （和

光純薬）を用いた。

Ellagitanninの抽出・分離

原料植物を70%アセト γでホモジナイズし，その濃縮液をクロロホルムで抽出，可溶性分画を

除去した後，水層を酢酸エチルで抽出，濃縮したものをダイアイオッHPー20(20%メタノール，

三菱化成）さらに卜ヨパールHW-40(70%エタノール，東ソー）を充填剤とするカラムクロマ

トグラフィーにより，それぞれを単離精製した。また， TL CおよびEPL Cにより標準品と比

※ 第7国家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山， 1987年11月4日）

※※ 干930 富山市日俣77-3 TEL 0764 (25) 1978 

※※※ 干920-11 石川県金沢市金川町ホ3 TEL 0762 (29) 1161 
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較同定した。 OenotheinBおよびCoriariinAの分子構造をFig.に示す。
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Fig. 
2) 使用動物

生後5～6週令の雌性C3H/He系マウスおよび雌性BALB/c系マウス（静岡実験動物）

を室温22± 1 °，湿度55±5%の飼育室でマウス用固形飼料（MM3，船橋農場）と水を自由に

与えて1週間予備飼育した後実験に供した。

3) 腫揚細胞

マウス乳癌由来MM2細胞およびマウス繊維肉腫由来MethA細胞をそれぞれ雌性C3 H/He 

系マウスおよび雌性BALB/c系マウスの腹腔内に1週間毎に継代維持し，細胞を腹腔内より

採取しダルベッコPBS （日水製薬）で洗浄を行った後実験に供した。

2. 実験方法

1) MM2腹水癌に対する作用

雌性C3HノイHe系マウスにMM2細胞を l×106個腹腔内に移植し，移植後の生存回数を観

察した。被験物質の投与量はOenotheinBおよびCoriariinAについてし 3, 10mg/kg, 0 K 

-432についてlOOKE/kgとし，それぞれ腹腔内投与を行った。また被験物質の投与スケジュー

ルは腫揚細胞の移植4日前に投与する群（前投与）と移植し 4および7日後に投与する群（後

投与）を設けた。抗腫揚活性は細胞移植後の60日間の生存率および次式から求められる延命率に

より判定した。

延命率（%
L-C 

IL S) ＝ーで一一×10 0 

L；：被験物質投与群の平均生存日数

C；対照群の平均生存日数

(60日以上の生存は生存日数を60日として計算した。）
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2) Meth A固型型癌に対する作用

雌性BALB/c系マウスの鼠径部皮下にMethA細胞を1×106個移植し移植後8日か

ら被験物質を7日間連続腹腔内投与した。投与量はCoriariinAおよびOenotheinBについては1

0昭／kg, 0 K-432はlOOKE /kg, L P Sは1昭／ほとした。効果の判定は腫揚細胞移植後21

日目に増殖した細胞結節を摘出しその湿重量を対照群のそれと比較した。また腫痕増殖抑制率

は次式から求めた。

C-T 
抑制率（%）＝一一万一一×10 0 

3) 統計処理

T；：被験物質投与群の平均腫痕湿重量

C；対照群の平均腫揚湿重量

本実験のデータの統計処理はStudentのt検定により行った。

4) 被験物質の調製および投与方法

被験物質は用時PB Sに溶解して調製し，投与方法はマウスの体重10Cf当りO.lmQ腹腔内に投

与した。

実験結果
1) MM2腹水腫揚に対する効果

MM2細胞に対する各被験物質の前投与試験でCoriariinAおよびOenotheinBは10昭／kg投

与群で最も強い延命効果（Coriariin A ; ILS 192%, Oenothein B ; ILS 192%）を示しいず

れの被験物質とも6例中5例が60日以上生存した。一方OK-432 lOOK E ／ほの前投与では，

ほとんど延命効果が認められなかった。またOenotheinBの効果は用量依存的であった。

後投与試験ではCoriariinAはほとんど延命効果は認められなかったが， OenotheinBには強

い延命効果（ILS197%）が認められた。またOK-432 lOOK E ／ほの後投与はILS164%であっ

た。

Table 1 Coriariin A, Oenothein BのMM2腹水腫蕩に対する効果

被 験 薬
投 与 投与量

生存日数
延命率

生存率
スケジュール （%） 

Coriariin A -4day 10 53.5士15.gbl 192.3 5/6 
II 3 20.0± 3.6 9.3 0/6 

" 1 19.2± 1.9 4.9 0/6 
”ー・ー・・．．咽，，ー・ー・ ・＇ －－－－－－－－ーーー.........ー ・＇ー To I8."3':± i. i ・＇・・・・・・・，・ーー・．，．．．，，ー

....‘ー・ーー................・・＇

1,4,7days o ..。 016 

" 3 16.6± 0.8 -9.3 016 

" 1 17.7± 0.8 -3.2 016 
Oenothein B -4day 10 53.5±15.9 192.3 5/6 

" 3 25.8±16.8 41.0 1/6 

" 19.2± 1.9 4.9 0/6 
.... ......・ー・・・ー・・ーーーーー・ー・L・ーーー－・．・ーー ・・・ーーー・4・・・・・...－・・・・・・・・・・・ー・ーー・ー・ ・・ a・・ー・ーー・.....・・ ーー・

·5~Ls··+ ・a・. ・5・ 1'97.'if 
’H －－・・・・・・・・，・・ーーー，e，ーーーー・・

1,4,7days 10 4/6 

" 3 25. 7±16.9 40.4 1/6 
II 26.1± 17.。 42.6 016 

0 K-4 3 2 -49~￥. 100・） 20.5± 7. 2 12.0 0/6 
ーー ・・・ ．．．．， a’・・・・....ー－ ーーーー ・ーー e・句晶a ，・ー，..........．ー・・ ・ー・ .... ．．．，，．．．．，ー ・・・・・・・・・．．．， ，， ，．．．，，・ ・ー・．，，・・・・ーー・ー・・・・ー ーー・ ・ー・...・・・・ ・ー・ー・・ ・．，

1,4,?days II 48.3±18.1 163.9 4/6 
Control 一 18. 3± 2.4 一 0/6 
・＞KE/kg blmean± S. D. 
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2) Meth A固型腫療に対する効果

Meth. A国型腫揚に対して， OenotheinBの10昭／kg投与群では36%,LPSの1昭／kg投与群

では42%の強い腫蕩増殖抑制作用を示した。一方CoriariinAおよびOK-432は共に約15%の弱

い抑制作用を示したに過ぎなかった。 ぎ·~

Table 2 Coriariin A,Oenothein B,OK-432およびLPSのMethA固型腫霧に対する効果

被 験 薬 Dose （略／kg) 湿重量（g) 抑制率（%）

Control 8. 12 + 0. 39 b) 

Coriariin A 10 6.84±0.42* 15.8 
Oenothein B 10 5.15+0.40*** 36.6 

OK-432 100 o) 6.90+0. 24ホ 15.0 
L p s 4. 73+0.86** 41. 7 

> K E / k g b) mean± S • D . 
・，”，e・•pく 0.05, 0.01, 0.001 Controlに対する有意差

考察
オオマツヨイグサおよびドクウツギより抽出した植物タγニγであるOenotheinBおよびCoriariin

AはMM2腹水腫窮細胞移植4日前の1回投与で強い抗腫揚活性を示し， OenotheinBは治療実験

においてもOK-432より強い抗腫揚活性を示した。またMethA国型腫舗に対してもOenotheinB 

lOmg/kgで強い抗腫揚活性を示した。 Oenotheir』BおよびCoriariinAの抗腫揚活性の作用機序につ

いては， Agri血oniinにおいて腫湯細胞に対する直接的な細胞障害作用によるものではなく宿主の非

特異的免疫賦活作用，すなわちマクロファージ， リγパ球， NK細胞等の活性化によることが明らか

にされていることから， OenotheinBおよびCoriariinAにおいても，その構造の類似性から同様の

作用機序によるものと推察される。この作用機序については今後さらに検討する予定である。
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植物中からのタシニンの抽出，その他についてご指導を戴いた岡山大学 ・薬学部 奥田拓男教授に
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【原著】

※ 

ブラジノレ産センソの薬理学的検討
Phar皿acologicalInvestigation for Ch’an Su originated in Brazil 

上野美穂
Miho UENO 

JI I筋 透 横田洋一
Yoichi YOKOTA Toru KAW ASUJI 

斎藤 、晴夫

Haruo SAITO 

※※ 
富山県薬事研究所

Toyama Prefectural Institute for Pharmaceutical Research 
.. . 
漢薬センソ（賠訴， Ch’anSu）はシナヒキガエル（Bufobufo gargorizans Cantor）又はその

近縁種（Bufonidae）の毒腺の分泌物を集め，円盤状あるいは坂状に固化したものである。センソは

中国では古くから重用され，既に神農本草経にも記載され，種々の効能があげられている。庁などの

悪性のできものに外用あるいは内用し歯痛，痔疾などに外用して著効があるといわれている。

わが国でも古くから強心薬として用いられ， 11局にも収載されている。当研究所はブラジル産ガマ

ガエルの毒腺分泌物を入手し，横田ら1）により既に理化学的な検討がおこなわれ，日局センソと成分

的に異なることが明らかにされたd今回，医薬資源としての有用性を探るため薬理作用を中心に日局

セγソとの比較検討をおこなった。

実験の部
1. 実験材料

1）試料

ブラジル産ガマガエノレ（パラ州産）毒腺分担、物，黄褐色不定形小片（以下ブラジル産セγソと

仮称し CSBZと略記する） Table. 1 Contents of bufosteroids in CSJP 

日局センソ（粉末） （以下CSJPと略記） and CSBZ 

(Table. 1) 

一部の実験には六神丸（A; 4 mg, B ; CSBZ CSJP 

3. 75rng, C ; 2.5mg, D ; 2.6rng, E ; 5 mg 
Total bufosteroids 10.2 20.9 u.v 

のセソソをそれぞれ4粒中に含む）を使用

した。
Bufalin 0.65 2.0 

2) 実験動物 Cinobufagin N.D 4.4 

Wis tar系雄性ラ ット（体重300～350Cf) , Resibufogenin 0.12 4.6 

日本白色種雄性ウサギ（体重3～3.5kg), Mar・inobufagin 9.4 N.D 

Hartley系雄性モルモット（体重350～400Cf) 

および食用ガエル（体重350～450Cf）を使用 Total 10.17 11.0 HPLC 

した。

※ 第7回家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山， 1987年11月4日）

※※ 干939-03 富山県射水郡小杉町中太閤山17-1 TEL 0766(56)6026 
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3）試薬

セロ bニγ・クレアチニン硫酸塩（和光純薬），アセチルコリソクロリド（関東化学）， 硫酸

アトロピン（和光純薬），酒石酸水素Lーアドレナリン（東京化成），ダイベナミン塩酸塩 （半

井化学），塩化ナトリウム，塩化カリウム，塩化カルシウム （2水塩）， リシ酸ーカリウム，塩

化マグネシウム，炭酸水素ナトリウム，ブドウ糖（無水）， リγ酸ニ水素ナトリウムニ水和物，

リドカイ γ，CM Cおよびへパリシナトリウム（以上，和光純薬）を実験に供した。

2. 実験方法

1) 平滑筋に対する作用

(1) 胃に及ぼす影響

約18hr絶食したラットを潟血致死させ，直ちに胃を摘出してVaneら2）の方法に準じてfundus 

標本を作成した。 32・のもrrode液を満たした20mQのマグヌス管内に標本を固定し， airを導入

した。収縮はアイソトニックトラγスジューサー （日本光電TD-112S）を介してレコーダー

に記録した。標本をセロトニγ （5 -HT) 1.76×10・6<J /mQ ( 1×10・SM）の作用濃度で収

縮高を一定にした後CSJP,CSBZl×10・6<J／叫，アドレナリ ン（Adr.)2×10・6<J／叫 CSJP

1×10・6<J /mQ対応量の六神丸（A～E）を作用させた。

(2）小腸に及ぼす影響

約18hr絶食したラットおよびモルモットの摘出小腸標本を用いた。標本は液温28° のηrode

液中でマグヌス法の常法に従って，アセチルコリ ソ（ACh.)1×10・6<J /mQおよびヒスタミ

γ1×10・7<J／叫の作用濃度により収縮高を一定にした。抗アセチルコリソ作用には対照antagonist

として，ラットではアトロピシ（Atr.) 1×10・7CJ /mQ，モルモットではAtr.1×10・9CJ/ 

m2を3min前処理した。

(3）血管に及ぼす影響

潟血致死したウサギ肺動脈のラセン状標本を用い，マグヌス法に従って血管に対する作用を

調べた。 KrebsRinger bicarbonate液を20m2のマグヌス管に満たし，液温を32。に保ちairを

導入した反応槽を用いた。標本はあらかじめアドレナリソ（Adr.)2.86×10・6<J /mQの作用濃

度を数回適用して収縮高を一定にした後使用した。抗Adr.作用にはダイベナミソ3.09×10-5

g./m2を5min前処理した。反応の記録は（1）と同様である。

2) 心臓に対する作用

(1) カエル摘出心運動に及ぼす影響

八木法により摘出濯流標本を用いて調べた。心運動はアイソメトリックト ランスジューサー

（日本光電TB-652T）を介してレコーダーに記録した。薬物はRinger液に溶解し0 .2～0.4m~

を濯流液中に適用した。

(2）乳頭筋に対する作用

ウレタン麻酔（1.75 c;. /kg s.c.）したウサギの心臓を摘出して右心室の乳頭筋を取り出し，

空気を導入した37° のKrebs-Ringer液を満たした30m2の反応槽内に心筋側を固定し，三尖弁

側をアイソメトリックトラシスジューサー（日本光電TB-652T）に接続した。筋標本に0.5c;. 

の張力を負荷し電気刺激は白金電極にて5V, 5 msecの矩形波を 1cpsの頻度条件で、加え，

生じた筋収縮をレコーダーに記録した。

3) 血圧に対する作用

ウレタシ麻酔（1.75g/kg s.c.）したラットの頚動脈にカニューレを挿入し圧トラγスジュ

ーサー （GouldH.B. ,u.s.A.P231D）を介して頚動脈圧を観血的にポリグラフ （日本光電 R 
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MP-6018）に記録した。血液凝固防止にはへパリ γナトリウムをlOOOU/kg i.v.投与した。

また，薬物は股静脈に装着したカニューレを介してi.v.投与した。

4) 表面麻酔作用

Hartley系雄性モルモッ トを7匹用いた。モルモッ卜の角膜をマγドリン線で刺激して正常な

角膜反射（瞬目反射）のあることを確認した後，片眼に0.5%CMC生理食塩液に懸濁した 1%の

被験薬を25μ l点眼し， lmm作用させた。脱脂綿で薬液をふきとり，直後（Omin) , 2, 5, 10, 

15, 20, 25, 30皿in後に，角膜中心部に一定刺激を5回与え，角膜反射の程度を以下の基準で評

点した。

0 ：正常

0.5 ：わずかに（ゆっくり）眼険を動かす

1 ：角膜反射の消失

5) 水溶液の安定性

高 センソを粉末化し， 1.0mgをlOmQのRinger液に溶かし，超音波処理を施して更に溶液を高めた。

溶液は一部を室温（23～28° ）に放置し残りは冷所に保存した。セγソ水溶液の安定性はラット

胃底標本に対する生物学的反応を指標として調べた。

結果
1 平滑筋に対する作用

1) 胃に及ぼす影響

セロトニγ1.76×10-G9-/mQ ( 1×10・sM）で収縮高を一定したラット胃底標本に対してCSBZ

は1×10・6'f /mQの作用濃度でCSJPより強い弛緩作用を示した。しかし，これらは経時的変化

し水溶液を50 で保存した場合， CSJPは5日後には弛緩作用から収縮作用に転じた。 CSBZは

比較的安定で16日後にこのような変化が認められた（Fig.1）。 CSJP対応量の六神丸は，溶解

直後ではCSJPに相当する弛緩作用を示した。製造後7年の六神丸も同程度の作用が認められた

(Fig. 2）。

i
 

F

’
 

anH 

肝

0

．

，，‘‘
 

F
D
 

－
 m
 
，，， 
伺

ud

eo nu 
l
 

守
’
』
n
o
v
A
 

Fa 
F
E
u－
司
E

・
1
 
m
 
，f
 

nud 

pnuw 

n

n

u

 

－

－

 

n
h
J
 

n
u
v
T
E
V
A
 

＆
L
H円

n
u

’

phu 

r
P
2
守

J

e
t－
－

 

F

、
J
M

、．，

5・HT

5-HT 

5-HT 

(2 day) (5 day) (16 day) 

叩

可
S
E
E
l」~ 5-HT 

Fig. 1 

5-HT • c UT  _;  」一一」

CSJP ~ -...・ 2T『1in
l x 10・0g/ml(0 hr) (2 day) (5 day) 
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目／ml

Fig. 2 Effect of CSJP and Rokusingan on the isolated fundus prepararation of rats 

2) 小腸に及ぼす影響

摘出ラット小腸に対してはCSBZは1×10・6<t /mQの作用濃度で弛緩作用を示したが， CSJPは

逆に収縮作用・を示した。CSBZの水溶液は溶解後15日目で弛緩作用が消失し，弱い収縮作用に変

化した， CSJP3×10・6<t ／叫によって生ずる収縮は，アセチルコリシ 1×10・6<t /mQの収縮を

抑制するアトロピシ 1×10・7<t /mQの前処理により影響されなかった（Fig.3）。

セγソの摘出モルモット小腸に及ぼす影響は， Fig.4に例示した。アセチルコリツ 1×10・6

<t/mQで一定にした標本に対して1×10・69-/mQのCSBZは顕著な作用を示さなかったが， CSJP

1×10・6<t／叫で収縮作用が認められた。この収縮作用は試料調製後の回数の増加にともない増

大した。 CSJP3×10・6<t /mQによって生ずる収縮は，アセチルコリ γ1×10・69-/mQの収縮を

抑制しない濃度のアトロピン 1×10・9<t /mQの前処理により抑制された。

~ 
5-HT 

－
 m
 
，，
 n
ue
 

広
W

n

内

U

1

1

 

内
H

‘，，。，EV
A

－、“
n
0

．，。
r
5
7
 

・
L

，『、

．

，、“

．E’

l
 
r
 

h
H
 

nu 
l
 
－
 
m
 

／
 
白
羽，。－
 
nu 
－
 

nr ，dv
A
 

，、4
P
E
w

－o
 

Rokus i ngan-A 

(0 hr) 

1986 

" 5-HT 5-HT 

RSG・B c 。 • 5・HT

, 
RSG-A 
(0 hr) 

1980 

5-HT 

5-HT 

」ーー＿，
2 m1n 

Fig. 3 
Effect of CSJP and CSBZ on the isolated small intestine of rats 

-62-



A Ch 

－
 m
 
，，， nua 
r
o
I
J
 

－
F

’
 

nu

』”
ーz

o

 

n
o
v
A

，EE
、

F
S
 

p
l
w

、11
 
m
 
，，， 
内
U
3

E
O
 －
 
nu 
－
 

i
n
H
v
an
 

F
し
A

州
、ー

－
 m
 
，，， 内U3
r
o
 －
 

《

U1
 

』

H

VA

P
L
 

A
MH

、ー

A Ch 
CSJP , 
l x 10 vg/ml 
(0 hr) 

CSJP 
A Ch 

CSBZ 
A Ch 

(3 day) (2 day) 

m
 

p

、1
 

1
1』
E
』
」

CSJP , Atr n CSJP ACh 
3 x 10・0g/ml lXlO－~ 

g/ml 

Adr ＿ζ 

2.86 x 10 vg/ml 

Adr 

CSBZ , 
1 x 10・ug/ml(0 hr) 

Fig. 4 Effect of CSJP and CSBZ on the isolated small intestine of guinea pigs 

』一－＇

2 min 

3) 血管に及ぼす影響

アドレナリ ン2.86×10・6CJ /mQで収縮高を一定にした摘出ウサギ肺動脈標本に対する作用はF培．

5に例示したようにCSBZおよびCSJPとも 1×10・6CJ／叫で収縮を示した。この収縮作用は経目

的に減少する傾向を示し，アドレナリ γ2.86×10・6CJ／叫による収縮を完全に消失するダイベナ

ミγ3.09×10・6CJ /mQの前処理により抑制された。
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4) アドレナリソの作用

アドレナリ γの各種平滑筋に対する作用をFig.6に示した。ラット官底標本，ラットおよび

モルモッ卜小腸摘出標本に対してアドレナリ γは2×10-6CJ /:mQの濃度でいずれもCSBZと類似

した弛緩作用を示した。
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Fig. 6 Effect. of Adrenalin on the isolated smooth muscle of ret and guinea pig 

2. 心臓に対する作用

1) カエル摘出心運動に及ぼす影響

カエノレ摘出心に対する作用はFig.7に例示

したようにCSBZ0.2～0.4m~の纏流液(12～16

m~）内への適用により，注入後直ちに心収縮

力の増加が認められた。この収縮増大は約2

倍に達し持続的であった。一方， CSJP0.2 ＝－＇~－ ··4 ~＂一 ー→一一十「
さ CSJP10-g/ml 0.2 ml 苧＝出＝二二司

～0.4rr&の適用では注入30～60sec後から徐々

に収縮が増加し増大は約2倍に達した。

2) 乳頭筋に対する作用

ウサギ乳頭筋標本に対するセγソの作用は

Fig. 8に示した。 CSBZl×10・6' 2×10-6 CJ 

/:mQの濃度で収縮力の増大が認められTこ。この Uli師l~lill!I~削1rn配．’’E
－一一．－－，－．．．－’－ ー 『 ・ーームーー今＋ムーーー＋キー~キーーーーふー・4ふーーーー

収縮増大はアドレナリン2×10-6CJ／叫とほぼ 口問z10・4g.ml0・2ml~二一一三 ' 〔再

同等であった。 CSJPは1×10・6CJ /mQ濃度で

収縮増大が認められたが， CSBZに比べて発現

が遅かった。 CSJP対応量の六利1丸も同様な収

縮力の増大を示した。

． 

一

Fig. 7 Effect of CSJP, CSBZ and Adrenalin 

on frog heart in Yagi preparation 
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3. 血圧に対する作用

ラットの血圧反応に対する作用はFig.9,10, 11に示した。 CSJPは一過性の血圧上昇の後，持続

的な血圧上昇作用を示した。これに対してCSBZはアドレナリ γと同様な一過性の強い血圧上昇作

用を示した。
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4. 表面麻酔作用

CSBZ ( 1 %）は適用後2minから角膜反射の

消失および減弱作用が認められ， 20,25min後

には表面麻酔作用が最大となった。 CSJP(1 %) 

は適用直後から角膜反射の消失および滅弱作用 ! 
が認められ， 20min後に表面麻酔作用が最大と ． 
なった。リドカイン（ 1 %）は適用後2minか

らlOminまでに全例に表面麻酔作用が認められ
与
~ た （Fig.12）。

5. 水溶液の安定性

ー、’ 4 4包

CSBZおよびCSJPをそれぞれRinger液に溶解

した。水溶液はF培.13に例示したように，溶解

直後は胃底標本を弛緩させたが，経時的に変化
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＼＼一一
zo 30 

Fig. 12 Surface anesthesia of CSJP and 

CSBZ estimated by corneal 
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して逆に収縮を示し，二相性の反応が認められ reflex of guinea pigs 

た。室温（23～2s・ ）に5hr放置した場合にCSBZは変化しなかった。 CSJPは溶解後2hrでは著し

い変化はみられなかったが3hrで‘弛緩作用は有意に減少し， 4hrで消失， 5 hr後には収縮作用が認

められた。冷所（5. ）に保管した場合は，CSBZおよびCSJPはいずれも経時的に変化して，CSJ

Pは溶解3日後に弛緩作用が消失した。一方， CSBZは溶解5日後では弛緩を示したが， 14日後で

は反応が逆転し収縮作用を発現した（Fig.14）。
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考察
CSBZおよびCSJPの平滑筋に対する作用は，弛緩および収縮の二相性を示した。その発現は平滑筋

標本により，またセソソ水溶液調製後の経時変化により異なった。ラット胃底標本に対してはCSBZ

およびCSJPは基本的には弛緩を示した。その弛緩作用はCSJPに比べてCSBZが強かった。ラット小

腸平滑筋に対してはCSJPは1×10・6g. /mQの濃度で収縮作用を現したが，逆にCSBZは弛緩を示した。

またモルモット小腸平滑筋に対してCSBZの1×10"° g. /mQ濃度では未変化あるいはわずかな弛緩を
示した。 CSJPはラット同様に1×10・6g. /mQで収縮作用のみを示した。一方，ウサギ肺動脈標本に

対しては， CSBZおよびCSJPともに収縮を示したが，その作用は， CSBZが強かった。これらの平滑

筋に対する作用は試料の経時変化にともなって変化しラット胃底標本に対しては弛緩作用を現す成

分の失活に伴って収縮作用に転じるものと考えられる。このことは木村らめの報告すなわちセンソ水

溶液を調製後3時間放置した場合，心収縮の冗進性が減弱することと一致している。須賀ら4）は摘出

モルモット回腸に対してセγソ成分のレジブホゲニンが5×10・8g.／叫以上で収縮を示しこの収縮

は抗コリン薬アトロピシ 1×10・8g. /mQにより抑制され，コリ γエステラーゼ阻害薬エゼリソで増強

されることからアセチルコリ γ遊離が関与することを示唆した。今回のセγソによる小腸収縮はアト

ロビンによりモルモットでは抑制されたがラ ットでは抑制されなかった。これは動物種の違いによる

標本の差によるものと考えられる。また，胃底標本においてagonistの5-HTを抑制したが，これは

強い弛緩による機能的な抑制と考えられる。

ラット頚動脈圧に対しての100μ g. /kgi. v.投与は同量のCSJPに比べて強い一過性の約40昭Hg.の

上昇を示した。との昇圧はアドレナリ γ10μ g./kgのほぼ1/2であったが，血圧パタ－ Yが類似して

し、Tこ。

一方，摘出心臓収縮に対してはCSBZはCSJPとほぼ同様の心臓収縮充進作用を示した。CSBZの乳

頭筋に対する作用はCSJPに比べて作用の発現が速く筋収縮の増強はより強かった。乳頭筋に対する

CSBZの反応はCSJPよりもむしろアドレナリ ンの反応に極めて類似していた。

表面麻酔作用については， CSBZおよびCSJPとも効果は徐々に現れ20minをピークとする比較的持

続した作用を示した。セγソ成分のうち局所麻酔作用が最も強いS)Bufalin含量がCSBZは少なL、1）に

もかかわらず， CSJPと同等の作用を示したが，他の成分の総和として効果が現れていると考えられ

る。

なお，一部の実験にCSJPを含む六神丸製剤を用いたが，胃平滑筋，乳頭筋，摘出心標本に対する

作用で比較する限り，製造後7年の製剤はCSJPと変わらない活性を有していたが，水溶液に調製す

るとCSJPと同様の変化を示した。六神丸の薬理活性はセシソに強く依存していると思われるが，丸

剤が極めて安定な活性を維持していることは興味深い。

文献
1) 横田洋一 配置四県薬事指導所会議資料富山 (1987) 

2) J .R. Vane,Br.J .Pharmacol.Chemother. 14, 87 (1959) 

3) 木村正康，長田永三朗，脇功巳，薬誌， 88'125' (1968) 

4) 須賀俊郎，代永 宝，弘中哲治，岡田正弘，日薬理， 62,72 (1966) 

5) 須賀俊郎，代謝， 10'762 (1973) 
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【原著】

※ 

和漢薬による抗アνノレギ一製剤開発の基礎研究（第2報）
Studies on Anti-allergic Agents from Tradional Orient Medicines Part-II 

鶴居悔輔 沢 和子
Jyunsukeτ'SURUI Kazuko SAW A 

鶴居薬品工業株式会社※※

Tsurui Pharmaceuticai Co. , Ltd. 

アレルギーとは，本来，外界からの異物の侵入より生体を防衛するための免疫機能がバランスをく

ずし逆に生体を障害することである。これは主に抗体産生刺激の過剰充進に起因しているものと考． えられている。従って，抗体産生能を制御している免疫担当細胞に作用する薬剤を開発することは，
数々のアレルギー疾患の治療にとって，重要な意味を持っている。そこで，我々は免疫担当細胞の調

節物資を生薬中に求めるため，先にヒト末梢血リ γパ球を用いてスクリーニソグを行った。今回は，

この方法より簡便で均一な実験システム開発のため，マウス牌臓リ γパ球を用いた実験方法を検討し

た。すなわち，ヒト末梢血リソパ球による実験で， リソパ球の刺激又は抑制作用の認められた生薬エ

キスについてマウス牌臓リ γパ球での効果と比較検討し若干の成績を得たのでここに報告する。

実験
Chart lに示す様に，マウス（ddY8-16週令）の牌臓を無菌的に摘出しこれをミ γチγグ後，

細胞魂を除去し赤血球除去用卜リス緩衝液（Tris-NH4Cl緩衝液pH7.2）を用いて赤血球を溶血し

た。これを培地にて洗浄後5%FCS加RPM I 1640培地に浮遊させ，プラスチックシャーレ上で1

時間培養した。そして，シャーレに非付着性の細胞を10%FCS加RPM I 1640培地に1×106cell/

mQの濃度に調製し以下の実験に供した。マイクロプレート上の細胞に生薬および， Table.1に示す

mitogen （リンパ球刺激作用物資； PHA, LP S, ConA, PMA, PWMの5種類）を加え48時

間培養後， a H -thymidineを加え最終濃度0.2μCi/wellとしさらに24時間培養しCell一harvester
により細胞をグラスフィパーフィルター上に回収し， 5 % T CA (Trichloroacetic acid）溶液で洗

浄，乾燥後， 0.6%t-butyl-PBDtoiuene溶液を加えて，液体シンチレーショ γカウンターで測定

した。このカウソトを，コ γトロールに対する aHー’Thymidineの取り込み増加率として算出し，

(Stimu-la tion Index ; S. I.）これをリ ソパ球の幼若化度の指標とした。

※ 第7回家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山， 1987年11月4日）

※※ 干939-15 富山県東砺波郡福野町野尻457-1
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牌臓摘出（ddy8～16週令）

↓ 

↓ 

付着性細胞の除去

mincing (MEM培養液中）

↓ 

遠心 1500rpm×%min 

↓ 

細胞計数（ 1×106 cell／叫）

上清を除去し赤血球除去用トリス緩衝液を加える

↓ 

↓血itogens,drugs 

culture 48hr ( 5 %C02incubator,37.℃） 

↓ 

3 H -thymidineを加える

遠心 1500rpm×5皿in

↓ 

上精を除去しRPMl1640+5 %FCS培養液中に懸濁

↓ 

culture 24hr ( 5 %C02血cubator,37.℃）

↓ 

harvest 

フラスチックシャーレ上でincubatelhr 

結果

Sample dpm 
S. I= 

Control dpm 

dpmcount 

Chart 1 Method of screening 

Table. 1 Target cell of mitogens 

mitogens 反応する細胞

phytohemagglutinin (PHA) 

lipopolysaccharide (LPS) 

concanavalin A (Con A) 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 

pokeweed mitogen (PWM) 

T cell 

B cell 

Ts cell 

TH cell 

T, B cell 

ヒト末梢血リ γパ球を用いた測定において，生薬のみで刺激効果の認められた5種のメタノールエ

キス中，刺激作用を有する（S.I.が1以上の場合）赤有， Coleusamboinicusはマウス牌臓細胞のリ

ソパ球でも同様に刺激作用が認められ， ヒト末檎血リンパ球で抑制作用を有する（S.I.が1以下の場

合）和厚木卜，麻黄，桃仁についても同様にマウス牌臓細胞リ γパ球で抑制作用が認められた。 Coleus

はスリラソカ生薬で，スリラソカでは端息の薬として用いられている。なお， Coleusはamboinicus

からaromaticusに学名が変更になっている。またヒト末檎血リ γパ球でmitogenと生薬を併用した場

合に， PMAとの併用時において，特異的に刺激作用を有した赤埼についてもマウス牌臓細胞リツパ

球ではPMA併用時に刺激作用が認められた。さらに入手可能な赤弓単離成分についてのマウス牌臓

細胞リ γパ球での結果もヒト末梢血リシパ球の場合と同様な作用を示した。

考察
ヒト末梢血リ γパ球とマウス牌臓細胞リ ソパ球において同様の結果を得たことで，今後，マウス牌

臓細胞を用いた実験システムでのスクリーニγグが有用であると考えられる。更に，生薬エキスの作
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用が動物種を越えて共通していることは，これらの生薬中の免疫調節作用物質の存在がより強く示唆

される。また， mitog enと併用して実験を行った赤有はPMA併用時に刺激作用を示しており，ヘル

パ－Tcell関与であることを示唆している。

謝辞
本実験に当り，御指導下さいました，富山医科薬科大学和漢薬研究所，難波恒雄教授，服部征雄助

教授，保健医学教室 鏡森定信教授，成瀬優知助教授に深く感謝致します。

文献
1）鶴居他，家庭薬研究 No.3 , 63 (1984) 
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家庭薬研究ぬ7 72 (1988) 

【原著】

※ 

延胡索成分の分画とその作用について
Fractionation of Co.σ必必 J"uberExtract and Its Effect on Acetylcholinesterase Activity 

上川 浩久保喜一
Hiroshi KAMIKA WA Kiichi KUBO 

株式会社広貫堂研究開発部
※※ 

Research Labolatory, Kokando Co. ,Ltd. 

延胡索は，ケシ科Corydalis属植物の塊茎を乾燥したもので，唐代の「本草拾遺」に玄胡索の名で

収録され，宋代の「開宝本草」で正式な薬物として収載されている。また現在でも， 鎮痛，鎮座，浄

血などの目的で， 「安中散」などの漢方処方や， 胃腸薬配合剤の原料として用いられている重要な生

薬である。

著者らは，この延胡索成分の分画と，そのアセチルコリ γエステラーゼ（AChE）活性に及ぼす影

響について検討した。

実験方法

延胡索は，伺松原粉末薬品より購入したものを用いた。動物は三協ラポサービス鮒より購入した。

また， acetylthiocholineiodideおよび5,5’－dithiobis-2 -nitrobenzoic acidは関東化学側製のも

のを，その他の試薬は市販の特級品を用いた。

1. 延胡索成分の分画

延胡索1kgを粉砕，メタノール2lずつで3

田，各4時間加熱還流抽出した。抽出液は冷後

ろ紙ろ過し減圧下で溶媒を留去してメタノー

ルエキスとした。このメタノールエキスを， 5 

%酢殴lOOmQずつで5回振とう抽出しその残

査をFr-1とした。酢酸抽出液はアソモニア水

を加えてアルカリ性としこれをエーテル500

dずつで10回抽出する。エーテル層は溶媒を留

去しこれをFr-2とし，水層をFr-3とし

た。この水層を塩酸で酸性とし，ここに25%ヨ

ウ化カリウム溶液を，沈殿を生じなくなるまで

エンゴサク宋

lメタノール抽出

残溢 メタノールエキス
I si酢酸嫡出

(Fr-1)残溢 抽出液

｜アンモ一
エ－テJレ勉出

(Fr-2）エーテjレ層 水層（Fr-3)

｜開性
25%ヨウイt；カリウム

(Fr-3a）沈殿 上清液（Fr-3b)

加えた。この沈般をろ取し， メタノールに溶か Fig. 1 延胡索成分の抽出及び分画

して不溶物を除去，減圧下で溶媒を留去してFr-3aとした。また沈殴を除いたろ液をFr-3bとし

Tこ。 （Fig.1 ) 

※ 第7回家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山， 1987年11月4日）

※※ 干930 富山市梅沢町2-9-1 TEL 0764 (24) 2271 
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2. AChE活性測定法

人工的基質であるacety1 thiocholineを用いて， AChEにより分解，生成されたthiocholineを， 5,

5’－dithiobis -2 -nitrobenzoic acid (DTNB）と反応させる。その反応生成物である 5-thio 

-2 -nitrobenzoic acidの単位時間あたりの増加を測定してAChE活性を算出する。 (Fig. 2) 

CHa 0 CH a 
I+ 11 AChE I+ 

(a) Ha C－~：！：＂CHz CHz -S-C-CHa一一一一 CHaCOOH + H3 C－~：！：＂CHz CH2 SH 

CH a CH a 

Acetylthiocholine Acetic acid Thiocholine 

(b）寸~H,C馴＋ o~~~~s-s－今o~~z
:C Thiocholine 

-H,C－~~~H,CH,-S-S 

。CFig. 2 AChE活性測定の原理

酵素溶液o.お叫に試料溶液0.5mQ, 2 mM D百~B溶液o.smQ及びO.lM リ γ酸緩衝液（pH8.0) 1.25 

mQを混合，更に3mM acetylthiocholine iodide溶液0.5mQを加え， 25℃でイ γキュベーショ γし，

この反応溶液の412nmにおける吸光度の増加を経時的に測定した。 (Fig. 3）酵素溶液の代わりに

リγ酸緩衝液を加えたものをプラ ソクとし AChE活性は， 25℃において1分間に1μmo tの基

質を分解するときを1単位として算出した。

リン酸緩衝液（O.lMpH8.0) 

DTN B溶液

酵素溶液

試料溶液

し25叫

o.su& （終温度 0.33mM)

0.25u& 

0.5m0. 
モルモット脳摘出
｜ホモジナイザ｝

10$磨砕液調製（0.9$NaCl) l 25℃ Smin 
アセチルチオコリン溶液 o.su& （終濃度 O.SmH)

12,000×g 30min 
25℃ 

上清液（酵素溶液）
O.D.測定（412nm)

Fig. 3 AChE活性測定の操作

3. AChE酵素溶液の調製

Hartley系モルモット（雄性， 7週令）を屠殺して脳を摘出，生理食塩水で数回洗浄する。これ

に生理食塩水を加えてホモジナイザーにかけ， 10%(W/V）磨砕液を調製した。この磨砕液を12,000

×守で30分間違心して，その上清をとり酵素溶液とした。 (Fig. 4) 

Fig. 4 AChE酵素溶液の調製

結果
各フラクションの収率は，メタノールエキスが約5% , Fr-1 , Fr-2 , Fr-3がそれぞれ約0.7

%. 0.3%, 4 %，またFr-3aが約0.3%であった。
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延胡索成分のAChE活性に及ぼす影響について検討した結果，まずメタノールエキスにAChE活性

に対する阻害作用が認められた。そしてこのメタノールエキス中の，どの分画が阻害作用を有するの

かを知るために，各分画の作用の強さを比較したところ，三級アルカロイド分画であるFrー2より

も水溶性四級アルカロイドを含むFr-3に最も強い阻害作用が認められた。 (Fig. 5) 

更に，このFr-3について，ヨウ化カリウムによりアルカロイドを沈殿させ，その沈殴と上清に

ついて比較したところ，沈肢であるFr-3aに阻害作用が強く見られた。 (F培.6)
100 
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禎

）
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巴
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。

95.8 100 

（
明

）

c 

：~ 50 
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4コ
•-i 
.c 
c 
トベ

48.7 

。
Fr-1 Fr-2 Fr-3 Fr-3 

Fig. 6 Inhibitory effect of Corydalis Fig. 5 Inhibitory effect of Corydalis 

fraction on AChE activity fraction on AChE activity 

(Fr-1, Fト2,Fr-3:1.67mg/mQfinally) (Fr-3,Fr-3a,Fr-3b:0.2昭／mQfinally) 

次に延胡索成分の， AChE活性に対する阻害作用とその用量との関係について検討した。その結果，

延胡索成分のAChE活性阻害作用には用量依存性が認められ，メタノールエキスとFr-3a（四級アル

カロイドヨウ化物）の50%阻害濃度は，本条件下では，最終濃度でそれぞれ290μ <J /mQ及び30μ/

mQであった。 (Fig. 7) 

，，、、
~ 、、，，

ロ。
•.-1 

.~ 50 
」コ
－叶
..c 
巴
トイ

100 

Fr-3-a 
MeOH Ext. 

。
10 100 1000 
Dose （児／mO.)

Fig. 7 Inhibitory effect of Corydalis fraction AChE activity 

(MeOH Ext.: -0一，Fr-3a：ームー）
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考察
延胡索は，中国産，朝鮮産，日本産などその産地により起源植物が異なっている。 2）また，その成

分としては， corydaline,dehydrocorydaline, berberineなど多数のプロ トベルペリン型三級及び四

級アルカロイドが知られているが，起源植物によりその組成はやはり異なる。3）そこで今回の延胡索

のAChE活性に及ぼす影響については，個々の成分ではなく，分画成分について検討した。

一般に，四級アγモニウムをもっ物質には， AChEに対する活性阻害作用がみられるが，今回見出

された延胡索成分のAChE活性阻害作用も，アルカロイド分画のうちでも，四級アルカロイド分画に

最も強く認められた。

延胡索成分の薬理作用としては，鎮産作用や子宮収縮作用，抗潰揚作用，中枢抑制作用などが報告

されているが，それによれば，このうち子宮収縮作用や抗潰癒作用は四級アルカロイドによるもので

ある。 4)5）今回のAChE活性に対する阻害作用と，これら薬理作用との関連については未検討である

が，延胡索のもつ薬効のなんらかの指標となりうることを期待させる。そこで著者らは，この阻害作

用について，延胡索の新しい薬効の研究に発展する可能性について検討中である。

謝辞
本研究を行うにあたり，ご指導いただきました富山医科薬科大学和漢薬研究所病態生化学部門 荻

田善一教授，並びに同生物試験部門 渡辺裕司教授に深謝致します。
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p.52. 
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家庭薬研究No.7 76 (1988) 

【原著】

漢方製剤の品質に関する研究（第2報）※
一一安中散一一

Studies on Quality Evaluation of Kanpo Medicine日

一一一 “Anchu-Sun”一一一

成川一郎 西本初博 吉井美矢子
lchiro NARIKAWA Hatsuhiro NISHIMOTO Miyako YOSlffi 

中田るり子 石田裕子
Ruriko NAKADA Yuko ISHIDA 

東亜製薬株式会社試験研究室※※

Research Ins ti tu te, Toa Pharmaceutical Co. , Ltd. 

安中散は桂枝4CJ，延胡索3CJ，牡嘱3CJ，苗香1.5CJ，縮砂1CJ，甘草1事，良菱0.5CJ，夜苓5

9からなり，その原典「太平恵民和剤局方」1）には 「散剤を熱畑の酒で服用せよ。婦人はうすい酢で

服用し，酒が飲めない人は塩を一つまみ入れた湯で服用せよ。」と記述されており，基本的には散剤

としての服用が指示されている。

ところが現在安中散は，湯液又はエキス製剤として服用されている場合が多い。

しかし 本処方中には桂枝，苗香，縮砂，良萎等の揮発性成分の多い生薬が配合され，また，水に

溶けにくい牡嘱が制酸剤と して含まれている。従って製剤化の際の調製方法によっては安中散の品質，

ひいてはその薬効に影響を及ぼすことも懸念される。

今回，安中散製剤の調製方法と有効成分の動向との関連性について検討し若干の知見を得たので

報告する。

実験の部
1. 被験材料

(1）安中散処方中の揮発性成分を含む生薬（桂枝，菌香，縮砂，良萎）の末

(2）安中散末の乾式造粒製剤： 安中散末に賦形剤（乳糖）を加え，乾式造粒法により製した製剤

(3）安中散末の湿式造粒製剤：安中散末に賦形剤 （乳糖） を加え，湿式造粒法により製した製剤

(4）安中散エキス：安中散（桂枝4Cf，延胡索3Cf，牡嘱3Cf，菌香1.5Cf，縮砂1Cf，甘草1Cf' 

良萎0.5CJ，夜苓5CJ) 19 Cf ( 1日量）に水190mQを加え， 1時間還流後布ごしろ過し抽出液を

日局製剤総則．エキス剤の製法を準用して40～so・で減圧濃縮後，真空乾燥して製したエキス
(5）牡嘱末

(6) 市販の安中散末乾式造粒製剤A, B 

2. 試験方法

1) 精油成分のGCパターン比較

(1）被験材料

※ 第7回家庭薬開発研究会シγポジウム発表 （富山， 1987年11月4日）

※※ 干930ー03 富山県中新川郡上市町若杉55 TEL 0764 (72) 1010 
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桂枝，苗香，縮砂，良萎の各生薬末

安中散末の湿式造粒製剤

(2）試験方法

① 日局精油定量法による抽出後GC分析

安中散末の乾式造粒製剤

安中散エキス

被験材料→日局精油定量法により 3時間抽出→抽出液をエーテル抽出→水浴上エーテル留

去→クロロホルムに溶解→GC分析

② エーテル還流抽出後GC分析

被験材料→エーテルで40。30分抽出→水浴上エーテル留去→クロロホノレムに溶解→GC分

析

③①，②におけるGC分析の条件

カラム： OV 17 2 mガラスカラム

温度： 120° 10分保持後毎分50 で220°

2) 制酸力試験

(1）被験材料

牡擁末

市販の安中散末の乾式造粒製剤A, B 

(2）試験方法

胃腸薬統一試験法に準じて測定

3. 結果

1) 精油成分のGCパターγ比較

検出器： FID 

まで昇温後10分間保持

安中散構成生薬中精油成分の多い桂枝，酋香，縮砂及び良菱それぞれのエーテル還流抽出液に

ついてのGCパターγ分析結果をFig.1に示した。

桂枝のチャートにはCinnamicAldehydeが保持時間約7分に，菌香の場合はAnetholeが約5

分に，縮砂では保持時間約2分にBorneo！が，また，良菱のチャートには約1分にCineoleのピー

クがそれぞれ認められた。

Cinnamic Aid・hyde
↓ ・－An・thole

桂枝中の精油成分GCバターγ 菌香中の精油成分GCバターγ

Borneo! 

‘－Cineole 

縮砂中の精油成分GCバターソ 良菱中の精油成分GCパターγ

Fig. 1 安中散生薬の精油成分GCパターン
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次に，安中散末の乾式造粒製剤及び湿式造粒製剤並びに安中散エキスそれぞれのエーテル還流抽

出液によるGCパターγ比較をFig.2に示した。

乾式造粒製剤のチャートにおいては， Fig.1に示す配合生薬固有のピーク中，沸点の最も低いCin回le

を除き， Borneo!,Anethole及びCinnamicAldehydeのかなりの量の残存が確認されたのに対して，

湿式造粒製剤の場合は低沸点部分の損失が著しく，生薬固有のピークとしてはCinnamicAldehyde 

のみが確認された。また，安中散エキスのチャートには生薬固有のピークの残存は認められず，そ

の他のピークも痕跡が認められるのみであった。

。
L
WAu 

u

’
 

L
円
Hau 

J
n
u
 
l
 

A
u
n
 

《
L
V
・－

ぽ

m

E

m

 

h

n

 

4

・l

問

C
L

a
R

’l
e
 

Cinnamic Aldehyde 

↓ 

安中散末乾式造粒製剤の精油成分GCバターγ 安中散末湿式造粒製剤の精油成分GCバターソ

安中散エキスの精油成分GCバターソ

Fig. 2 安中散製剤の精油成分GCパターン

更に，精油成分のみのピークについて比較するため，精油定量法により抽出した液につき乾式造

粒製剤と湿式造粒製剤のGCバターγを比較した結果，エーテル還流抽出液の場合と同様，乾式造

粒製剤ではBorneo!,Anetholeおよひ・cinnamicAldehydeのピークが確認され，湿式造粒製剤のチャ

ートにおいては生薬固有のピークとしてCinnamicAldehydeのピークのみが認められ，乾式造粒製

剤のそれよりもかなり低かった。 (Fig. 3) 

-78-



O
L
V
 

jnu 
u

’
 

t
n
H
 
ρM 

A
U
 

－－－
－－
 aH
 

F
L
W
 

Oし
w

’a

B

i

m

 

n

U

2

u

 

t
n
H

n
H
 

4

’・・

n
H

e－

－2
a
 

n
p
u－－
4
 

an内

－a
E』
E『
』
E
E
E
E『
『
』
E
t
－－

Cinnamic Aldehyde 

↓ 

安中散末乾式造粒製剤の精油成分GCバターγ 安中散末湿式造粒製剤の精油成分GCパターγ

Fig. 3 安中散製剤の精油成分GCパターン（精油定量法による抽出）

2) 制駿力試験

安中散エキス並びに市販の乾式造粒製剤UA及びBの制酸力を安中散構成生薬中の牡艇の制酸力

と比較した結果をTable.1に示した。

A及びBの制酸カは牡臓のそれに一致したが，安中散エキスの制酸力はゼロであった。

Table. 1 安中散製剤の制酸力

｜ 糊 100 倹筑の O.!N勉般消

lι一一一一一」主 z且一 一l.5 

牡蛎（~~巨）

安中散末の IA 

乾式道粒製剤j

（市販品） I B 

安中散エキス lc 

考察
古典にも示されているように，安中散は本来「散」として用いるべきものである。

今回の実験で明らかなように，特に生薬の場合は，製剤化の技術次第でその効能効果に関わる有効

成分の著しい損失を招く結果となる。揮発性有効成分を含むいわゆる芳香性健胃生薬の有効性を期待

するならば，生薬は紛末のまま，水や溶媒なしで造粒 （乾式造粒）することで煮沸，乾燥等の工程を

避けるべきである。また牡臓の配合目的が制酸作用にあることを意識すれば，安中散の水抽出エキス

をもって製剤化を行うことがまったくのナンセγスであることは容易に理解できるはずである。しか

し現在市場にある製剤を調べてみた結果で・は，残念ながらこの種の困った製剤が現実に存在してお

り，安中散のエキスによる製剤も市場に流通しているのである。このような製剤の効果については動

物実験や臨床試験を待つまでもなく結果は明らかである。

医薬品の製剤化研究にかかわる技術者は，漢方製剤や生薬製剤に限らず，製剤化に対する基本姿勢

とは何かということを忘れてはならないと思う次第である。

参考文献
1) 太平恵民和剤局方 宋太平恵民和剤局編人民衛生出版社
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家庭薬研究No.7 80 (1988) 

【原著】

※ 

グリチノレリチン酸及びその塩類の足償問献に関する考察
Evaluating Studies on the Glycyrrhizic Acid and Its Salts 

横田洋一 有沢みさを 江尻千鶴子
Yoichi YOKOTA Misao ARIBAWA Chizuko EZffil 

富山県薬事研究所※※

Toyama Prefectural Institute for Pharmaceutical Research 

グリチルリチγ酸の定量にHPL C法が繁用されるようになり，標準品の純度が問題となってきて

いる。 1) グリチルリチソ酸及びその塩類は純度の高いものが得難く，また，その水分含有は比較的多

いにも関わらず，良い乾燥法が見あたらない。2）また生薬試験用標準品と称するものが市販されてい

るが，高価であるにも関わらず，含量規格は98%以上（HPLC法による面積百分率）程度の規格が

ついているのみで，水分含量については明らかでない。

そこで，グルチルリチγ標準品の乾燥法について，若干の検討を加え，さらに，市販の生薬試験用

標準品，再結品品，分取品，製剤原料及び試薬についてHPL C法等を用い，品質評価を行った。

実験の部

1. 乾燥方法

1）試料

食品添加物試験用標準品

再結晶品

製剤原料

試薬

2）方法

(1) カールフィ ッシャ一法 （KF法）

1品目

3品目

4品目

3品目

機器：徴量水分測定装置（三菱化成工業製， VA-0 5) 

方法：直接法

試料量： 0.05～0.1g 

(2）真空凍結乾燥法（FD法）

機器：真空凍結乾燥器（ラブコソコ社製， FD-1 0) 

品温： 40°

時間： 16時間

トラ ップ温度 ：－40。

真空度： 80μHg

試料量： 0.5<t 

※ 第7回家庭薬開発研究会シソポジウム発表 （富山， 1987年11月4日）

※※ 〒939-03 富山県射水郡小杉町中太閤山17-1 TEL 0766 (56) 6026 
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2. 含量試験法

1）試料

Table. 1に示す。

名 称

生薬試E費用銀準品

HPL C分取品

湾総品品

食品添加物til!!i主用保司産品

製剤原料

試薬

本 質

グリチルリチン酸

グリチルリチン西宮モノアンモニウム

グリチルリチンIt

グリチルリチン酸モノアンモニウム
グリチルリチン酸ジナトリウム

グリチルリチン酸モノアンモニウム

グリチルリチン重量ジカリウム

グリチルリチン量産モノアンモニウム

グリチルリチン酸モノアンモニウム

※l 分取方法：鼠料Jについてg以下のHPL C条件で分取を行った．
機 器： M 6 0 0 (Wa t er s社製〉
検出器 ：紫外吸光光度E十（測定波長： 25 4 nm) 。
カラム： 11-B 0 N DAS P H E R E 5 /1 C 18・1OOA 

1 9mm×I 5c岡 (Water s社製）
カラム温度 ：室温

：式料名

A, B, C, D 
E 

F※1 

G※2, H 
J 

K, L,M 
N 

0, P, Q 

移 動格 ：ギ酸告書波（pH3.0）・アセトニトリル混液（66:34)
涜 量： 12ml/min
注入 量： Q.25ml (40mg／問。

※2 再結晶方法：試料Oを85%エタノール及び活性炭で湾総＆，脱色を3回行った．

Table. 1 試 料

2）方法

(1）面積百分率

備 考

市販品

供与品

当所製

当所製．供与品
供与品

市販品

市販品

市販品

市販品
〈国産品I，外国品2)

次の2種類のHPL C条件で行い，総ピーク面積に対するグリチルリチソ酸のピーク面積の

比率（%）を求めた。

イオン抑制法（ I S法）

機 器： CCP M高速液体クロマトグラフ（東ソー製）

データ処理器： CP-8000 （東ソー製） ．

検 出 器：紫外線吸光光度計（測定波長： 254nm)

カ ラ ム： A-312( 0 D S) 6 mm×15cm （山村化学研究所製）

カラム温度： 40。付近の一定温度

移 動 相：薄めた氷酢酸（ 2→100） ・アセトニトリル混液（ 3 : 2) 

流量： 0.9mQ/min

検出感度： 30mVFS

測定時間：グリチルリチン酸の保持時間の約2倍

試料溶液：試料約IOmgを精密に量り，移動相を加えて溶かし正確にlOmQとしたもの

注入量： 5μ l 

イオγベア法（ I P法）2) 3) 

移 動 相 ：0.02Mリソ酸ー水素アソモニウム液（東京化成製10%テトラフ．チルアソモウ

ム水溶液20mQを加え 1lとし， リン酸でpH6.0に調製したもの） 句アセ卜ニ

トリル混液（2 : 1 ) 
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nL 

流 量： 1.2mQ/min

その他の条件はIS法と同じ

(2）相対含量

A社製グリチルリチγ酸を標準品として他の試料をIS法及びIP法で定量した。試料溶液

及び標準溶液は IS法の移動相でそれぞれ約100μ g. /mQの濃度に溶解したもので，そのIOμ e 
を正確に注入し絶対検量線法により求めた。

(3）比政光度（E {!, ) 

I S法の移動相で・各試料を約40μ g. /mQの濃度に溶解したものを目立557 二波長自記分光

光度計で、波長252nmの盟光度を測定し求めた。グリチルリチン酸の塩類の場合はグリチルリチ

ソ酸に換算して，値を求めた。

：K製2結いぽK量効び面療に。’再つほ’徴有及に
考法2すは’に’ていが験3
が方応示てが品でつな法試ふ
時以燥制をいた準法がきD量訓す
む乾包値つめ標DたでF合引示
湯のに認用Fしのにを！・． 

び及若食Kを用品れ度率
及料でび’値を準わ光分
法原間及はじ法標思疲百
F剤法晶て同Fのと比積

’合

法薬を験と丸事燥対
D試差試法しる乾。相
Fび干添F示いのる

量

2え 科 水分含量 （KF法〉 覧車量減盈 CFD法〉 KFi去ーFD法

湾結晶品 6.40 6.17 0.23 
6.14 6.05 0.09 
11.56 10.66 0.90 

食品添加物1式訟用仮準品 2.01 1. 76 0.25 

制剤原料 10.01 8.47 1.54 
5.46 4.02 1.44 
5.39 6.33 ・0.94 
7.94 s.11 ・0.17 

試 ~ 5.13 7.73 ・2.60
4.29 2.09 2.20 
6.37 s.お 0.52 

Table. 2 水分含量及び乾燥減量（%）

び
よ
お

す
一一小

を
度
光
吸
しru
’rLF 

必uz

噌A

Fb 

pA 
た
ホι

マ
ロ
カノ

グ

ム
－フ

面積百分率 相対含量

3式料名 比吸光度 （El必
イオン抑制法 イオンベ7i去 イオン抑制法 イオンベア1去

A 99.7 98.7 100 100 145.5 
8 99.7 98.6 103.2 IOJ.7 146.0 
c 98.3 94.7 101.4 96.3 147.0 
D 宮7.2 94.6 98.6 95.8 147.0 
E 99.4 99.0 98.1 98.2 142.0 

F 99.6 97.0 98.4 95.8 138.5 

G 87.9 84.3 85.8 80.5 148.0 
H 88.1 86.0 84.6 79.7 144.3 

89.1 86.7 87.8 83.6 147.2 
J 92.2 91.7 90.5 86.0 142.8 

K 83.1 82.2 70.8(78.2) 60.9(67.7) 142.3 
し 79.4 77.1 70.0(74.0) 65.7(69.5) 138.8 
M 79.8 77.0 67 .5(71.3) 57 .2(60.5) 136.8 
N 79.8 TI.7 71.1 (TI .2) 67 .2(73.1) 144.5 

。 79.4 76.9 68.8(74.6) 57. 7(60.8) 137.3 
p 81.1 83.3 68.6(71.1) 65.2(68.1) 131.5 
Q 80.7 79.6 67 .3(71.9) 64.3(68. 7) 136.5 

（ 〉は水分含量（KF法による〉を鋪正した！直

Table. 3 試料の面積百分率 （%）， 相対含量（%）及び比吸光度
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イオン仰制法 イオンベア法・ イオン抑制法 イオンベア法

G 

H 

J 

¥0 20 10 20 

保持時間 ｛分｝

Fig. 1 生薬試験用標準品等のケロマトゲラム Fig. 2 再結晶品等のク口マトゲラム

イオン抑制I去 イオンベアt去 イオンJljl制法 イオンベア法

b 

a 

し 。

M p 

N 

Q 

Fig. 3 製剤原料のクロマトゲラム Fig. 4 試薬のクロマトゲラム
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1) 市販生薬試験用標準品の，面積百分率は IS法では，ほぽ98%以上を示したが， I P法では，

C, Dは~5%程度の値を示し品質にばらつきを認めた。これは， I S法では分離しないグリチ

ルリチジ酸の不純ピーク（X）が IP法で分離ししかもその面積がC, Dではかなり大きいた

めである。したがって，グリチルリチγ標準品の純度を調べるときは， I S法ばかりでなく Ip 

法によっても調べる必要がある。

2) 再結晶品及び食添試験用標準品の，面積百分率はIS法， I P法とも90%前後であった。これ

より，食添試験用標準品は再結品品と思われる。したがって，このような再び結晶品を標準品と

して使用した場合，相対含量が示すように生薬試験用標準品を使用した場合より15%前後高い定

量値を示すので，標準品として用いるには問題があると思われる。

3) 分取品の面積百分率は， I S法では99%以上の値を示したが， I P法では，若干低い値を示し

た。これは，分取条件がイオγ抑制法であり分取に用いた原料が食品添加試験用標準品であるの

で，イオソ抑制法の未分離ピーク（X）までグルチルリチγのピークとして分取した為である。

したがって，より高い純度の標準品を得るためには，未分離ピーク（X）を含まない原料を選択

するか，イオγベア法で分取する必要がある。

4) 製剤原料及び試薬の面積百分率は， I S法， 3 

I P法とも80%前後であった。 Fig.3に示す

ように， I S法ではグリチルリチソ酸のピー

クの前後に大きな2本のピーク a, bが見ら

れるが，特に後のピーク bは，再結晶標準品

と比較して大きし、。これは，再結晶等の精製

を加えることで，グリチノレリチγ酸より極性

の小さな不純物が主に除かれるためと思われ

た。そこで，相対含量 (IS法）と bのaに

対するピーク面積比の関係を調べたところ，

Fig. 5に示すように相闘がみられたので，こ

のピーク面積比は精製の度合いを示す指標と

なると思われる。

y・7.06 6・O.07 I 69X (r=-0. 7924) 
ex：帽同音量.y：ピーク薗慣比｝． ． ． 、、． 
.. ． 
． 

． 
。5 10 75 •o 85 •o 

x (J) 

Fig. 5 相対含量（イオン抑制法）と

ピーク面積比（b/ a）の相関

5) 面積百分率は IS法， I P法とも相対含量と良い相関を示した。 (Fig. 6, 7) 

100 

しかし回帰式が原点を通らず， 一般に相対含量が面積百分率より低い値を示すのは，試料中に

これらのEPL C条件では検出できないもの，例えば254nmに駿収を待たないものや溶出しない

ものが存在すると考えられる。よって，そのような不純物を多く含む製剤原料や試薬の純度決定

に面積百分率を用いることはできないが，ここで求めた回帰式より相対含量を推定することは可

能である。

6) 面積百分率の IS法と IP法の関係を調べたところ， Fig.8に示すように良い相闘がみられ，

その回帰式はほぼ原点を通った。その傾きが若干1より小さいのは， I P法でピークXがグリチ

ルリチγよりを分離したためであり，また，その比率は試料全てにおいて，あまり変わらないた

めと考えられる。

7) 比吸光度と相対含量（ I S法）の関係をFig.9に示す。相関はみられたが，ばらつきが大き

いので，吸光光度法を用いる定量法には問題があると思われる。
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100 「 Y=-61.85+1. 641 X <r=O. 9634) I伺 Fγ＝－38.64+1. 40 IX (r=O. 9850) 

(X：面積百骨:i:.y：摘封音量〉 (X：面白百持lZ, y：柑珂音量〉

前

ー開

国

／ ／ 
y 

臼〉 ． ． ／ ’ ．・
70 ト

曲 L ／／ ‘ 

75 ・0 es 。。 95 100 75 80 85 ，。 95 IOC 
xα〉 x <:> 

Fig. 6 面積百分率と相対含量の相関 Fig. 7 面積百分率と相対含量の相関

（イオン抑制法） （イオンペア法）

Ci 100 120 

Yx・0 6176+0. 9875X (r•O. 9859) 
Y＝ー1s2. 3+J. 677SX (r:o. 6695) 

円 I (X イ;tン悶お＇Jiま. y ・イ :tンベア~） (X：比磁光広目Y：相同音量｝． t叩 ． － ． ． 
－ ． ． ． 

85 ． ． 
y ． y 

(:) (:) 回 ・．
eo ． .,. . 
75 曲

70 75 ・0 85 90 。g ’oc 1却 刊。 1却 160 

x c：】 )( 

Fig. 8 イオン抑制法とイオンペア法の相関

（面積百分率）

Fig. 9 比吸光度と相対含量（イオン抑制法）

の相関

まとめ
今回，種々の標準品や製剤原料等について，主にHPL C法で品質評価を行い，考察を加え，問題。点を明らかにした。しかし，このHPLC法では検出波長がお4nmという紫外部吸収のみに頼ってい
る等の制限もあり，必ずしも品質の全てを把握しているとは言い難い。したがって，例えば，示差屈

折計や細管式電気泳動装置等，全く異なった方法を併用すれば，更に品質に関するより多くの情報が

得られると考えられる。

最後に試料の一部を供与された日眼製薬鮒に深謝します。

文献
1) 岡田憲三，田中順，宮下晶，井本勝恵，薬誌，101,822 (1981) 

2) 山本恵一，堀場聖子，人見信之，第14回生薬分析討論会要旨， 1985,p .so. 
3) 相楽和彦，伊東裕二，大島俊幸，村山 晋，糸川秀治，生薬， 40,77 (1986) 

p
h
u
 
no
 



家庭薬研究No.7 86 (1988) 

【原著】

※ 

シコン及びトクキ配合プラスター剤の薬理試験について

緒言

Studies on Anti-inflam皿atorγEffect of Sicon and Touki Plaster 

木津元之 田中智香子 石黒文子
Motoyuki KIZAW A Chikako TANAKA Fumiko ISHIGURO 

※※ 
大協薬品工業株式会社研究開発部

Research and Development Division, Taikyo Pharmaceutical Co. , Ltd. 

サリチル酸メチルがラットCarrageenin浮腫の局所適用に有意な抑制を示すことは，北Jllらが報告

しておりl人サリチル酸メチルを含有する硬膏剤が抗炎症・鎮痛効果を示すことは周知の事実 2)3）で

ある。又，シコン及びトウキについてはラットCarrageenin浮腫及び紫外線刺激に対して軽度ではあ

るが抑制効果を示すことが，林らによって報告されている4）。そこで今回シコシ及びトウキをサリチ

ル酸メチル含有硬膏剤に配合する事により，この硬膏剤本来の抗炎症・鎮痛効果が相加的に増強され

るのではないかと考え，このシコソ及びトウキ配合硬膏剤について小動物を用い薬理実験を行ったの

で，その一部について報告する。

実験の部
1. 実験材料

1) 使用動物

本試験には， Hartley系雄性モルモット（静岡県実験動物）及びWister/KY系雄性ラ ットを

用いた。これらの動物は室温23± 1 ，湿度50～60%の飼育室にて1週間以上の予備飼育の後，

健常な動物のみを用いた。これらの動物には固形飼料（モルモット ：GM-1，ラ ット ：MM-

3，船橋農場）及び水道水を摂取させた。

2) 被験試料

本試験には，生ゴム，エステルガムに1ーメントール（鈴木薄荷）' dQーカソフル（日本精華）

等を含有した基剤にシコ γ軟エキス（小城製薬）， トウキ軟エキス （小城製薬），サリチノレ酸メ

チル（吉富製薬）を加えた。これをカレソダーロールにてスフ平織り布に1m2当り140<tの厚さ

で均一に展延し，シリコ γ紙で被いプラスター剤としてこれを用いた。

3) 使用薬物

起炎薬として， え一Carrageenin (Picnin-A，逗子化学），イースト（オリエγタル酵母）

を用いた。

※ 第7回家庭薬開発研究会シソポジウム発表 （富山， 1987年11月4日）

※※ 干939-05 富山市水橋畠等字花の井173-3 TEL 0764 (78) 1122 
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Table. 1 配合成分表

(W/W%) 

コ~ 群 u 群 U』 群 iv 群 v 群 vi 群

サリチル酸メチル 6 . 3 5 一 一 一 6 . 3 5 一

卜ウキ軟エキス 0 . 0 4 0 . 0 4 一 0 . 0 4 一 一

シコン軟エキス 0 . 1 5 0 . 1 5 0 . 1 5 一

2. 実験方法

1) 抗炎症作用1)5)

(1) ラット後肢足瞭Carrageenin浮腫抑制作用

体重約120<JのWister/KY系雄性ラ ットを 1群8匹とし，右側後肢足蹴皮下に1%Carrag目nin

生理食塩水懸濁液0.05mQを，ウォーキシグパッドの1つを通して注入し直接薬剤を貼付した。

起炎後1時間にPlethysmometer~Unicorn社製，百〈ー101） を用いて足瞭容積を測定し，あら

かじめ測定しておいた起炎前の足瞭容積に対する増加率を浮腫率として捉えた。なお，被験試

料はあらかじめ足の大きさに合せて1cm×2 cmの大きさに裁断しておき， 1時間毎の足蹄、容積

測定の直前に剥がし測定直後に新しいものと貼り替える事とした。浮腫抑制効果については，

Carrageeninの浮腫のピークであった3時間値の浮腫率で算出し判定した。なお，実験中ラッ

トには自製砥防止用フードをかぶせておいた。

浮腫抑制率の計算

無処置群の浮腫率一被験試料の浮腫率
浮腫抑制率＝ ×1 0 0 

無処置群の浮腫率

(2）モルモット紫外線紅斑抑制作用 6)7)

体重約300～350<JのHartley系雄性モルモットで各群6匹，計18( 3×6）部位にて実験を

行った。実験前日に電気バリカンで除毛し更に実験当日にはシェィ パー （プラウγミクロ九

プラウソ社）で皮膚に傷をつけないように注意しながら完全に除毛した。この除毛部位に1明

間隔で直径8mmの3つの小穴を有するフェルトをあて， UVラγプ （lOOV,270W）にて16cm

の距離から60秒間照射した。照射には， Unicom社製（TK-151）を使用した。被験試料 (1.

5crn×1.5cm）の貼付は照射1時間後とし照射3時間及び5時間に照射部位を肉眼的に観察し，

3時間自の観察終了後新たに被験試料を貼付した。紅斑の強度は下記の基準に従って判定した。

その判定方法は，各時間の1匹当りの3照射部位のスコアの総和から算出した平均スコアで評

価した。文，各被験試料の紅斑抑制率は，無処置群と比較して行った。なお，実験中モノレモッ
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トは無拘束とした。

判定基準

0：全く変化が見られない

1：僅かに紅斑が見られる

2：明らかに紅斑が見られるが境界が不明瞭

3：強い紅斑で境界も明瞭

紫外線紅斑抑制率の計算

無処置群のスコアー被験試料群のスコア
抑制率＝ ×1 0 0 

無処置群のスコア

2) 鎮痛作用

体重約120qのWister/KY系雄性ラ ットを 1群9匹とし，各匹の右側後肢足瞭皮下に20%イー

スト生理食塩水懸濁液O.lOmQをウオーキγグパッ トの1つを通して注入した。注入後1時間して

あらかじめ裁断しておいた1cm×2叩の被験試料を貼付し， 3時間目の測定直後に新しいものと

貼り替えることとした。起炎3及び5時間後にanalgecyー皿eter(Unicom社， MK-30）で炎

症足の鎮痛闘値を測定し，各群の各時間後における閥値の和を注射前の闘値と比較した値を鎮痛

係数とした。

鎮痛率については無処置群と比較して算出した。なお，闇値の測定についてはもがき反応もし

くは足をヲ｜っ込める反応を震痛反応とみなしこの反応を惹起するのに要した圧力を9単位で示

した。

鎮痛係数の計算

起炎後3及び5時間の刺激圧の和
鎮痛係数＝

起炎前の刺激圧× 2

鎮痛率の計算

被験試料群の鎮痛係数ー無処置群の鎮痛係数
鎮痛率＝ ×1 0 0 

無処置群の鎮痛係数

結果
1) 抗炎症作用

(1) ラット足瞭Carrageenin浮腫抑制作用

Carrageen inによって惹起したラット足蹴浮腫の推移をFig.1 -1及びFig.1 -2に示した。

又，この浮腫に対する 3時間後の抑制率はTable.2に示した。無処置群に比べて各被験試料適用

群は，いずれも浮腫抑制傾向がみられたが，統計的に有意な浮腫の抑制がみられたのは iJ v' 

iv, H群の各群であった（P<0.01）。

(2) モルモット紫外線紅斑抑制作用

モルモットの3時間， 5時間での紅斑強度と紅斑抑制率をTable.4 -1及c:JTable.4 -2に示

した。紅斑の抑制はvi群を除いた各群とも無処置群に対して有意な抑制を示し（P<0.05），な

・かでも i群が50.6%と強い抑制効果を示した。他の4群については約30%の抑制と同程度であっ

た。

2) 鎮痛作用

ラット後肢炎症足を対照とした， Randall-Seti t to法に基づき鎮痛効果を評価した。 Fig.2 -1 

及びFig.2 -2に鎮痛閥値の変化を示した。又， 3時間，5時間の鎮痛係数と鎮痛率をTable.3 
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に示した。各群とも無処置群に対して有意な抑制効果（P<0.001）を示し，なかでも i群が96.78

%と最も強い鎮痛効果を示した。ついでサリチル酸メチル単独配合のv群が78.87%, トウキ及び

シコソそれぞれ単独配合は両群ともほぼ同程度の鎮痛効果であった。
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Fig. 1 -1 ラット足蹄力ラゲニン浮腫の変化

Table. 2 ラット足蹴力ラゲニン浮腫に対する

浮腫率及び浮腫抑制率。 rコヲ2ー 腫 率 浮腫抑制率
( % ) (%) 

無処置群 60.82土1.22 一

群 45.01±3.63 25.99 

u 群 52.80土0.92 13. 19 

ui 群 55.49±2.29 8.76 

IV 群 49. 65±3. 65 18.37 

v 君草 47.28土3.06 22.26 

vi 群 59. 66±3. 43 1. 91 

ME AN±S. E. (n= 8) 

2 3 4 5 
時間 ( h r) 

Fig. 1 -2 

Table. 3 ラット足蹴イースト浮腫に対する

鎮痛効果

鎮痛係数
鎮痛率

（%〕

無処置群 0. 497 ±0. 029 

l 群 0.978±0.031 96.78 

jj 群 0.801±0.020 61. 17 

w 群 0. 707±0. 028 42.25 

IV 意字 0.741：土0.024 49.09 

v 群 0.889±0.034 78.87 

Vi 群 0.583±0.011 17. 30 

MEAN±S. E. (n= 9) 
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Fig. 2 -1 鎮痛闘値の変化

10.0 

十一一一一

Fig. 2 -2 
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Table. 4・1モルモット紫外線紅斑に対する抑制率 Table.4・2モルモット紫外線紅斑に対する抑制率

5hr 

紅斑強度 紅m抑制率

無処置群 6.00±0.93 

群 2. 50±0. 56 58.33 

ii 群 3.83土0.83 36. 17 

U』 群 4. 00±0. 37 33.33 

JV 群 4. 00±0. 45 33.33 

v 群 3.67±0.33 38.83 

VJ 群 4.50±0.34 25.00 

MEAN±S. E. (n= 6) 

紅斑強度 紅斑抑制率

無処置群 7. 83 ±0. 48 

群 4. 33 ±0. 33 44. 70 

ii 群 5.67±0.42 27.59 

U』 群 5.67±0.49 27.59 

JV 君宇 6. 17±0. 17 21. 20 

v 群 ． 5. 50±0. 22 29.76 

VJ 群 7.67±0.49 2.04 

MEAN±S. E. (n= 6) 
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考察
今回，サリチル酸メチルを主剤とするプラスター剤にシコン及びトウキを加えたものについて小動

物実験レベルで比較検討を行った。その結果シコン， トウキとサリチル酸メチルを全て配合したプラ

スター剤はラット足椋Carrageenin浮腫及びモルモット紫外線紅斑において有意な抑制を示し，又，

炎症足の鎮痛作用においては痛みの関値の上昇がみられた。当初のねらいであったサリチル陵メチル

とシコソ及びトウキの相加効果は得ることができなかったものの，シコ γ及び卜ウキを配合すること

の意義は十分確認できた。
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