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are 　several 　 commercial 　 drugs　 containning 　the　same 　composition 　of　ingredients．　It　 is　 re −
ported 　

that
　they　might 　be　even 　diversified　in　quality　by　the　difference　in　the　origin 　of 　herbar

crude 　materials
，　 the　preservation　techniques，　the　manufacturing 　process　or　other 　cases ．　And

there　may 　be　a　possible　existence 　of 　microbes 　in　crude 　herbs　used 　for　them ．　 We 　made 　there −
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m ・d・ t・ d・termi・ ・ th・ q… tity・f　ea ・h　i・ gredi・・t　by ・ high−・peed　liq。id、h，。 m 。t。9．

raphy ．　Secondly　the　observation 　and 　count 　of 　bacteria　was 　examined 　by　cultivating 　thenl　with

these 　d・ug ・ in　 ag ・ ・ m ・di・ m ・Th ・ c ・ mp ・・i・。 ・ ・f　 p ・・d・ ・t・ by　 the　 an 。1y、is　 sh 。w 。d　th 。t　th，

quantity 　of 　each 　ingredient　differed　by　products ； furthermore ，　the　count 　test　of　bacteria　number
proved　that　some 　products　held　a　possibility　of　microbia 正contamination ．
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は 　 じ　 め　 に

　従来 ， 漢方薬は散剤 ， 丸剤 ， あ るい は 煎剤 と して用 い

ら れて い た が ，製剤技術の 発達に 伴い 服用の 簡便さな ど

か ら現在 で は多数の 漢方 エ キ ス 製剤が市販され て い る ，

しか し ， 同一処方製剤で あ っ て もエ キ ス 製剤の 原 料 とな

る生薬は ，産地 ，採取時期，保存法 な どに ょ り品質が 異

な る ．また ，エ キ ス 製剤 の 製造工 程すなわち抽出工 程，
エキ ス 化，粉末化工 程などに よ っ て もその 品質に 差 異が

生 じる とい わ れて い る・！・2） そ の 上，原 料生 薬は 土壊菌に

汚染 され た り，カ ビ が 生 じや す く， さらに は適切な滅菌

操作を適用 し難い 点か ら微生物汚染を 受けや すい ．

　微生 物汚染度 の 測定は 医薬品 の 品質管理 と安全 性 確保

＊1
日本 薬 学 会 中 国 四 国支部 年 会 （1982年）で 発 表 ．

＊z
徳 島 市蔵 本町 2 丁 目50 ；50，Kuramotocho ，2−cho −

　　me ，　Tokushima −shi ，770　Japan

の 観点か ら重要で あ り註 射削 点眼 剤に つ い て は ＋局
に お い て 無菌試験が 規定 され てい る．し か し ，内用剤な

ど非無菌製剤に つ い て は ， わ ずか に 厚生省薬務局長通知

（薬発第 297号）
s）

に よ り内用液剤お よび X 線造影剤 め微

生物試験が 示 され て い る に すぎな い ．そ の 他 の 剤形 ， こ

とに 天然物を基原とす る漢方製剤に つ い ては何ら法的規

定は ない の が現状で あ る．また 生薬 の 微 生物汚染 に 関す

る試験法に つ い て の 報 告は 若 千 あ る が ，
4・5） い まだ確立さ

れた 方法は な い ，

　そ こ で 今回著者らは ， 市場 の 小青竜湯 エ キ ス 製剤 4製．

品に つ い て ，芍薬 ， 廿草，麻黄 の 主 要成 分で あ る ペ オ ニ

フ ロ リ ン （Pae）， グ リ チ ル リチ ン （Gly），
エ フ ェ ド リン

（Eph ）を指標物質と して，これらの含量を高速 液体 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー（HPLC ）を 用い て 測定す る こ とに よ り，

そ の 品質に つ い て 比較検討した ．さらに 薬発第 297 号を

参考とし，各製品に つ い て
一

般生菌数を 測定 し，微生 物；
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宀

汚染 の 面か らも検討を 加え た ．

実　験　の　部

　 1． 試　料

　実験 に 使用 した 小青竜湯 エ キ ス 製剤 4 製品 の ロ ッ ト番

号と 1 日用量を Table　1 に 示 した ．　 A
，
　 C ，　D の 3 製品

億 エ キ ス 顆粒，B製品は エ キ ス 散である．

　原生薬煎液 の 調製は ，小青竜湯の 原料生 薬 （マ オ ウ 3

9 ，シ ャ ク ヤ ク 39 ，カ ン ゾ ウ 39
，

ケ イ ヒ 39 ，ゴ ミ

シ 39 ，カ ン キ ョ ウ 39 ，ハ ン ゲ 69 ，サ イ シ ン 39 ）

1に 水 600m1 を 加 え，直火で 300mL に な る まで 煎 出 し，

ガ
ーゼ で ろ 過 した ．つ い で 市販 エ キ ス 製剤 の 試料調整濃

．
度と同濃度に 調整す るた め ，ろ 液をエ バ ボ レ

ーターを用

い て 100m1 ま で 濃縮 し ， こ の 煎液を 300 回 転で 10分間

遠 心 分離 し，さ らに 0．45μm の メ ソ ブ ラ ン フ ィ ル タ ーで

ろ過 した もの を試料 とした ．

　2．測 定機器および試薬

　1） 測定機器　高速液体ク ロ マ ト グ ラ フ ：島津 LC −3

A 型，検出器 ：島津 SPD −1型，イ ン テ グ レ ータ ー： 島津

ク ロ マ トパ
ッ ク EIA 型，カ ラ ム ： エ ル マ 光学 ERC −ODS

ユ272．

　2） 試薬　 ト リプ チ ケ ース ソ イ寒 天培 地 （BBL ），グ ル

コ ース ペ プ ト ン 寒 天 培地 （ダ イ ゴ ），日局，9−ig酸 エ フ ェ

ドリ ン （大 日本製薬），ペ オ ニ フ ロ リン お よび グ リチ ル リ

チ ン 標準品 （カ ネ ボ ウ薬品株式会社よ り提供を受けた ）．

そ の 他 の 試 薬 は す べ て 和 光純薬 特 級 を 用 い た ．

　3． ペ オ ニ フ ロ リン の定量

　定量 法 に つ い ては 赤 田 ら
6）

の 逆層系 カ ラ ム を 用 い る方

法を応用 した ．小青竜 湯 エ キ ス 製剤半 日量 に 水 30ml を

加え ，
15分間振 と う した 後，3，000 回転で 10分間遠心分

離し，上 清 25m1 を 採取 した ．残渣に さ らに 水 10ml を

加え ，同 様 に 処理 して 上 清 10m1 を と り，上 清を 合せ て

35ml とした ．こ れ に 内部標準物質 （1．S，）と し て p一ヒ

Table　1，　 Lot　Number 　 and 　 Daily　 Dose　 of

　　　　　 Commercial 　Drugs 　Used　for　This

　　　　　 Study

Lot　NO，　　　　Daily　dDse　‘　9　）

ドロ キ シ ア セ トフ ェ ノ ン （4mg 〆m1 ）を 5ml 加 え，さら

に 水を 加 え て 全 量 50ml と し，　 O．45μm の メ ン ブ ラ ン フ

ィ ル タ
ー

（マ イ レ ッ ク ス HA ，ミ リポ ア ） で ろ過 した も

の を試料液とした ．原生薬に つ い ては半日量 の 煎液に 1．

S．を加え た もの を 用い た ．測定条件は ク P マ トグ ラ フ と

ともに Fig．1 に 示 した ，移動相 は メ タ ノ ール ：水 （35 ：

65）を用 い ，検出は 波長 232nm で 行 っ た ，

　4． ゲ リチル リチン の 定量

　定量法は 岡田 ら7）
の 方法を応用 し た ．試料 の 調製は 前

述 の Paeの 場合 と同様 ， 抽出溶媒 に 水を用い て 行い ， 1．

S．と し て n一プ ロ ピ ル p一ヒ ド ロ キ シ 安息香酸（0，1mg！ml ）

を用 い た ．測定条件は ク P マ トグ ラ フ と と もに F 婚 2 に

示 した．移動相は 2箔酢酸 ： ア セ トニ ト リル （6 ： 4）を

用 い ，検出は 波長 254nm で 行 っ た ，

　5． 工 7 エ ドリン の 定量

　定量法は 岬ら
S）

の 方法を応用 した ．試料 の 調製 に は ，

抽出溶媒 とし て Fig・3 に 示 した 移動相すなわち ア セ ト ニ

トリル ：O．　02M リ ン 酸緩衡液 pH 　2．3 （1 ： 9） を 用 い ，

前述 と同様に 行 っ た ．1．S．として カ フ ェ イ ン （0．1mg ／

ml ）を用 い ，検出は 210nm で 行 っ た ．

　6． 一般生 菌数の測定

　日局無菌試験法
9〕

を 準用 した ．生菌数 の 測定は ，各製

品で ア ル ミ シ ー ト され た 分包品 か ら 19 を 無 菌的 に 取 り

出 し ， 滅菌生理食塩水 9mlを 加えた ．均
一な懸濁液を得

るた め に ホ モ ジナ イ ザーを 用い て 懸濁した 後，滅菌生理

食塩水で 10倍段 階希釈 を 行 い ，各希釈液に つ い て そ の

0．1mlを平板培地に 塗布した ．

　細菌試験 は ト リ プ チ ケ
ース ソ イ寒天 培地 を使用 し 370

C で ，真菌試験 で は グ ル コ ース ペ プ トン 寒天培地を使用

し 30° C で それぞれ培養 した ．7塒 間培養 した後，形成

さ れ た コ ロ ニ ーを 計測 し ，製剤 19 当 りの 生菌数 を算 出

した ，

Sample

AB

C

D

工D趾 D

N592M

989321

ユ8ア7

5

6

5

6

結果お よび考察

　 1． 定量法

　1） ペ オ ニ フ ロ リ ン お よび グ リ チ ル リ チ ン の 定量

　Pae お よ び Gly の 定量に つ い て は す で に薄層 ク 卩 マ

トグ ラ フ ィ ー
，

10’12レ ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

tts
，14） 高速

液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー6・7・1ti・le〕 を 用 い た 方法が 報告さ

れ て い る ．し か し こ れ らは Pae お よ び Gly 含有単
一

生

薬 に適用され た もの で ， 多数の 生薬が 配合された 漢方処

方 に 対す る 報告 は数少ない ．17・t8）

　著者 らは Pae に つ い て は 赤田 ら
e》

の ，　 Gly に つ い て

は 岡田ら
7）

の 逆層系 カ ラ ム を用い た HPLC 法を応用 し，

さ ら に 市販製剤 を定量す る とい う観点か ら抽出方法 ICつ

い て も再検討 を 加えた ．ま た，分析精度をあげ る た め 内
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一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society of Pharmaceutical Health Care and Sciences

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoeutioal 　Health 　Care 　and 　Soienoes

412 病 院 薬 学 VoL 　9，　 No．5 （1983）

部標準法を用 い る こ とに した ．HPLC を用 い た単
一

生薬
か らの Pae お よ び Gly の 抽 出 溶媒 と して は 水 ，

　
6 ・17）　O．　05

N ア ン モ ニ ア 水 t16
⊃ メ タ ノ ール ，　15）　50％ エ タ ノ ール 19） な

どが使用 さ れて い る．しか し，市販 エ キ ス 製剤 で は そ の

大部分 が顆粒状 で ある こ と，
Pae お よ び Gly は 水溶性

成分で ある こ とか ら抽出溶媒に は 水を用 い ， 15分間 2 回

振と う抽出を行 っ た．こ の 方法 で は 標準品 の 添 加 回 収率

で ほ ば 100％ の 値が 得られた．

　Pae の ク ロ マ トグ ラ フ を Fig．1 に 示 した ．左 が製 品

A ，右が原生薬煎液 の も の で ある．ピー
ク （1）は Pae で あ

り，ピーク （2）は LS ．と して 用い た p一ヒ ドロ キ シ ア セ ト

フ
ェ ノ ン で ある．

　Gly の ク ロ マ トグ ラ フ を Fig．2 に 示 した．左 が製品

A ，右 が 原生薬煎液で あ る．ピ ーク （1）は Glyであり， ピ

ー
ク （2）は LS ．と して 用い た n

一プ P ピ ル p一ヒ ド 卩 キ シ 安

息香 酸で あ る．

　2） エ フ
ェ ドリ ン の 定量

　麻黄中 の 主要ア ル カ 卩 イ ドは ，E一エ フ ェ ドリ ン （9−E ）

で あ るが ，α
一
¢
一

エ フ ェド リ ン （α
一pE）の ほ か 微量 で は あ

る が 2−N 一メ チ ル ェ フ ェ ド リ ン （ME ），魁一nor 一エフ
ェ ド

リ ン （NE ）な ど の 類縁成分も共存する．8，2°）

　HPLC を 用 い た 麻黄中の Eph を定量 した 報告は 若干

あるが，8）
野 口 らの 方法

：1）

は エ ーテ ル 抽出を行 うこ とか・

ら前処 理 操作が 煩雑となる こ とお よ び 多量 の サ ン プ ル を

処理 す る場合に 危険を伴 うこ とか ら，エ キ ス 製剤 の 品質

試験に は 不 向きで あ る と 思 わ れ る．本報で は エ キ ス 製、

縞

0 5 　 エ0 　 15 　 20 　 　 0 　 　 5 　 ユ。 　 15 　 20
　　　　　　　　　　　Retention　　time　　（　min ，　｝

　Chromatogram　of　Paeoniflorin　Extracted　from 　Pharmaceutical 　Preparation

　（Sample　A ）and 　Decoction　of
‘‘Shoseiryu−teh”

　Conditions： column ： ERC −ODS −−1272，　eluate ： methanol −water （35 ：65），　flow
　　　　　　 rate ： 1．Oml！min ，　detector ： UV 　232nm ，　 column 　temp ．： 400C

　（1 ）　Paeeniflorin，（2 ）　p−Hydroxyacetophenone （1，S．）

DecocUonOf 厂’Shoselryu −to”

〔1 ｝

【 ）

廟

Fig．1．
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）1（

AelPmOS

0 5 ユ0 15 20 　 0 5 ユ0 15 20

　　　　　　　　　　　　　　　 Retentloh　ttme 　（mtn ，）

Fig．　 2．　 Ch・・m ・t・9・ am ・ f　Gly・y・・hi・i・ E・t・act ・d　f・・m 　Ph ・・m ・・euti・ al　P 「epa ’ ati ° n

　　　　　 （Sample　A ）and 　Decoction　of
‘‘Shoseiryu−toh ”

　　　　　 Conditions ： coiumn ： ERC −ODS −1272，　eluate ： 2 弩AcOH −CH3CN （6 ； 4），　 flow

　　　　　　　　　　 rate ： 1，0ml ！min ，　detector ： UV 　254nm ，　column 　temp ．； 40 °C

　　　　　 （1 ）　Glycyrrhizin，（2）　n −Propyl　p−hydroxybenzoate （1．S、）

剤か ら Eph の 抽 出 に pH 　2．3 の 移動相を 用 い た が ，

EpH は 酸性水溶液中で 安定で あ り ，
98％ の 回 収率を 得

た ．

　ク ロ マ トグ ラ フ は Fig．3 に 示 した とお り，14分前後 に

Eph ，25分前後に 1，S．で ある カ フ ェ イ ン の ピーク が認 め

られ た ．しか し今同の 条件で は £−E と α
一pE の分離 に

若干 の 問題があ り，カ ラ ム の 選択 ，移 動 相 の 検討を 要す

る と考えて い る．

　2．各製品 の Pae，　G且y，　Eph 含有量

　Pae お よび Gly の 測定結果を Table　2 に 示 した ・単

位は 1 日用量当りの mg 数 で 表わ した ．　Pae に つ い ては

原生薬h：・43．6mg ，4 製品で は 17・7〜36・5mg の 範囲で

あ り，A 製品が 原生薬煎液に 最も近 い 値 を示 し，　 C製品

が最 も低い 値を示 した ．Gly に つ い て は ，原生薬の 含量

は 10．9mg で ある が ，
4 製品で は A の よ うに 19．1mg と

2 倍近くの 値を示すもの ，ま た逆 VC　D の よ うに 約 半量 し

か含 まれ て い な い もの など製品間に か な りの 差異が み ら

れ た ．

　Eph の 含量測定結果を Table　3 に 示 した が ，標準品

と して 2−ig酸 ；＝フ ェ ド リ ン を 用い て お り，定量 値 は 塩酸

エ フ ェ ドリ ン 量に 換算して 表わ して い る．定量値lt　4製

品に つ い て 5，2〜14．3mg の 範囲 の 値を 示 し ， こ れらの

間に 2 〜3倍 の ひ らきが あり ，
Eph に 関 して も製品 間に

か な りの 差異が 認 め られた ．

　3． 一般生 菌数の 測定

　細菌試験の 結果を Table　4 に 示 した．左側に 5 回試

験を 行 っ た うち ，＝ P ニ ーが形成 さ れた サ ン カ 嗷 を ・

右側に は製品 19 当 りの 生菌数の 範囲を 示 した ．A ，　 C

製品で は 微生物汚染が認め られた サ ン プ ル は 2 〜3個 ，

そ の 生菌数も67個以下と少なく良好 な結果 を 示 し た ．

B ，D 製品に つ い て は 5 回すぺ て に 生 菌が み られ ， そ の

数 もA ，
C に 比 べ て 非常 に 多く， 微生物汚染 の 可能性 が

予 想 さ れ る ．22 ｝

　生薬製剤に つ い て は 生菌数の 規定 は な い が，薬発第

297号で は 内用液剤お よび X 線造影剤 の 菌数の 限度を 1

9 当 り1000個以下 と して お り，こ れを適用 した場合は 全

製品 と も規定 に は 適合する こ とに な る．

　真菌試験 の 結果を Table　5 に 示 した ，真菌数か らみ
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                 Retentlon tlne ( mln,  )

     Fig. 3. Chrornatogram  of Ephedrine Extracted frem

            Pharmaceutical  Preparation (Sample A)
Conditions : column  : ERC-ODS-1272,  eluate  : CH3CN-Phosphate

   
'
 buffer (pH 2,3) (1:9),  flew rate:1.0mllmin,

         detector: UV  210nm,  column  temp.:400C

1

-

Table 2.Determination  ef

Contents
Paeoniflorin andGlycyrrhizin

---･

Scvfiple Poeoniflorin Glycyrrhtzln

( mg  / datlydese  )'

 decoction of
"Shosetryu-to" "3,6 ± 2,6 ID,9 ± L2

A 36,5 ± 2,4 19,1 ± O,4

B 27,7 ± O,3 ll,3 ± O,2

c 17,7 ± L7 7,1 ± L9

D･ 28,1 ± O,5 6,7 ± O,6

'
-･
 pean･ ± S,D, (n=5)
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Table 　3．　 Determination 　of　Ephedrine　Centent

Sqmりle
　 　 Ephedrlne

（mg！daily　dose　）曼

て も細菌数と同様の 傾 向が み られ る．す なわ ち，A ，　 C

製品は微生物汚染 の 可能性が比較的少な く，よ く管理 さ

れ て い る と思わ れ る．

A

B

C

D

14．3 ± O．6

10．q ± 1，0

5．2 士 1，2

ア、q ± O，4

結 論

（

．
meon 士 S，D・

Table 　4．

（ 冂
＝6 ）

Result　 of 　Sterility　Test 　 on 　Trypticase

Soy 　Agar

Tryptlcose　Soy　Agor

Sample numt）er　o「　　　　　　　　　　 r｛亅nge 　Of　 mlcrObla 童

POSIt1Ve 　SOmP 且eS　／　　　　COUnt

teSted　SO旧pleS 　　　　　　　工　OrgOniSmS 　／　9　）

A

B

C

D

2 ！ 5

5 ／ 5

3 ／ 5

5 ！ 5

0− 67

67− 530

O− 67

200− 730

　今回，小青竜湯 エ キ ス 製剤4 製品に つ い て ， 主要成分

で ある Pae ，　Gly ，　 Eph を定量す る こ と に よ り，そ の

品質を比較検討 した が ， 各成分 の 含量 に は 製品間に か な

りの 差異 の ある こ とが認 め られた ．現在 ，漢方エ キ ス 製

剤 の 成分含量 に つ い て は その 規定が な く，各製品の 表示

エ キ ス 量 も 1 日当り 1，500〜2
，
000mg と統

一され て い な

い ．し た が っ て
一般に 煎液中の 成分含量を基準 と して そ

れに 近づ け て い く方法が と られ て い る ．2｝ 今回 の 実験で

Pae と Gly に つ い て煎液 と比較 したとこ ろ ， 各製品で

112〜2 倍の 差異が認め られた ．

　また 生菌数測定の 結果か ら微生物汚染 の 可能性 の ある

製品がみ られた．しか し漢方製剤の 微生物汚染 に 関 して

もそ の 汚染度の 規定は な い ．した が っ て 成分含量の 規定

な らびに 微生物試験法 の 確立を含 め ， 漢方 エ キ ス 製剤に

つ い て 品質確保 の 面か ら早急な解決が望まれ る。

）

）

12

3）

）

）

）

）

）

）

456789

丈

Result　 of 　Sterility　Test　 on 　Glucose
Peptone 　Agar

献

Table　5．

Glucose　Peptone　A90r

S  ple n   ber　of

peSttSVe　SOmpleS　／
tested 　saml）les

rGnge　of　m 正crObiol

count

（　orgonlsms 　！　9　）

10）
11）
12）
13）

A

B

c

1）

ユ ！ 3

5 ／3

3 ！3

5 ／3

〇
− 67

830− 2700

33− 100

230 − 600

14）
15）
16）
17）
18）
19）
20）

21）
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