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　To 　eva 正uato 　the　quality　of 　Bupleurum　roots 　cultivated 　in　Hiroshima 　pre偽cture ，　a　method
of 　simultaneous 　analysis 　of　Saikosaponin−a，−c　and −d　by　High −perfbrmanoe 　Liquid　Chroma −
tography （HPLC ）was 　established ．

　Thc　HPLC 　system 　used 　a　ODS 　reversed −phase 　column ，　 water −containillg 　acetonitrile　as　the

mobile 　phase，　and 　UV 　absorption −monitoring 　at 　203　nm ．　 The　samples 　were 　aqueous 　ammonia 一
皿 ethanol 　extracts 　of 　Bupleurum 　root ，　pretreated　w ；th　Sep−Pak　C18　cartridge ．　 The　recoveries

of 　the　three 　saikosaponins 　added 　to　the　cartridge 　were 　over 　98％ for　all　the　three　components ．

　By　this　method ，　the　saponln 　contents 　of 　cultivated 　and 　commercial 　Bupleurum　roots 　were

measured ．　 The 　coeMcjents 　of 　variation 　of 　these 　data　werc 　be］ow 　6．9％．

　Keywords− s三multaneous 　analysis ；Bupleurum／iClcatum　L ；Bupleurum 　root ；saikosaponin ．
a ；saikosaponin −c ；saikosaponin −d ；HPLC ；high−performance 　liquid　chromatography ；Sep−Pac
C18　cartridge

緒 言

　柴胡 は ミ シ マ サ イ コ Bupleurum　falcatum　L また は その 変種 （Umbelliferae）の 根 で，古 くか ら広 く漢方製剤 に 用

い られ ， その 需要 は 年 々 増加 し て い る．わ が国 で 消費され る柴胡 の 大部分 は 中国あ る い は韓国 な どか らの 輸入 に 依存

して い るが
2），最近各地 で栽培が試み られ て お り

3 ）

， 厚生省監修 の
“

薬用植物栽培 と品質評価 Part　1”4）に も収載 され

た．

　今回 ， 広 島県 で 実験的 に 栽培 した ミ シ マ サ イ コ か ら調製した柴胡 （栽培品）の 品質評価を行 うた め，高速液体 ク P

マ トグ ラ フ a
− （HPLC ）に よ る神橋 らの 方法

5＞
を用 い た とこ ろ妨害物質が存在して 定量 で きなか っ た．そ こ で こ の 方

法を改良 し，saikosaponin ・a （1），−c （2），−d （3）（Fig．1） を再 現性が 良 く短時間で 同時 に 分析で ぎる方法 を 確立 し

た．

　こ の 方法を栽培品 と市場品に 応用 し，さ らに 栽培 品 の 部位 別 サ ポ ニ ン 含量 お よび ， 乾燥重量 とサ ポ ニ ン 含量 の 関係

に つ い て も調べ た の で 報告す る ．
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Fig．1．　Chemical　Structures　ofSaikosaponins

実　験　の　部

　1．　装置 と測定条件

　高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ：東 ソ
ー
  製 ， HLC −803D 型、

　検出器 ： 東 ソ
ー
  製，UV −8　model −II 紫外可視分光検出器．

　 カ ラ ム ； TSK −get　ODS 　80TM （4．5L 　d，× 150　mm ），

　移動相 ： 水
一
ア セ ト ニ ト リ ル （61 ： 39v ／v ）．

　流速 ： LOml ／min ．

　 カ ラ ム 温度 ：40℃

　検出波長 ： UV 　203　nm ．

　感度 ：0．16AUFS ．

　試料注入量 ：20 μL

　2．　標準品 及び 試薬

　1，2 ， 3 ：い ずれ も，和光純薬工業  製， 生薬試験用標準品．

　 メ タ ノ ール ，ア セ ト ニ ト リ ル お よ び 蒸留水 ：片 山 化学工業  製，液体 ク PV ト グ ラ フ 用．

　Sep−Pak 　CES カ
ー

ト リ ッ ジ ： ウ ォ
ー

タ
ーズ社製．

　そ の 他の 試薬 ：試薬特級．

　 3． 試　　料

　長崎大学薬用植物園保存種 お よび 国立 衛 生 試 験 所筑波 薬用 植物栽培試験場栽培種 を用 い て ，1990年 4 月か ら1992年

2 月に か けて 広島県内で実験栽培した ミ シ マ サ イ コ （Bupleurum 　 folcatum　L ）を，一般的な柴胡 の 調製法 に 準 じて

処 理 し 試料 と し た．ま た市場品 の 3試料 （株式会社小島漢方，株式会社 ウチ ダ和漢薬，目本粉末薬品株式会社 ， い ず

れ も産地未詳） を 1990年 6月 に 入手した．

　栽培品 ， 市場品い ずれ も日局の 規格
6＞
に 適合 し て い た．

　 4．　 HPLC 用試料液の 調製

　試料を粉砕 （48メ ッ シ ュ以下） し 500　mg を精密 に 量 り，ア ソ モ ＝ ア 水一メ タ ノ ール 混液 （1 ：20）35 皿 1を 加 え 3

時間加熱還流 した ．冷後 ， メ タ ノ
ー

ル で 50．Oml と し，遠心分離後，上澄液 10．Oml を取 り溶媒を P 一
タ リーエ バ ポ

レ ー
タ
ーを用 い て 減圧 留去 した．残留物 を50％ メ タ ノ

ール 5．Oml に 溶解し，そ の 1．Oml を，あらか じめ メ タ ノ
ー

ル 10ml ， 水 40　m 互の順 で前処理 した Sep−Pak 　CIB カ
ー

ト リ ッ
ジ に 負荷 した ．こ の カ ート リ

ッ
ジ を 50 ％メ タ ノ

ール

10ml で 洗浄後，
サ ボ ＝ ン を 60℃ メ タ ノ

ー
ル 5m1 で 溶出 した．溶媒 を ロ

ー
タ リーエ バ ボ レ ーターを用い て 減圧留

去 し ， 残留物を メ タ ノ ール 1．OmI に 溶解 し た 後，　O．　45　Ptmの フ ィ ル ターで ろ過 し，　HPLC 用試料溶液と した．

結 果 及 び 考 察

1．　分析法 の検 討

saikosaponin の HPLC に よ る分析 に つ い て は Kimata ら
7）

， お よび神橋ら
5）

の 報告が あ る．　 Kimata らの 方法
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Fig．2．　 High．performance　 Liquid　Chromatograms

　　　　of 　Saikosaponin−a
，

−d　in　Cu1tivated　Buple呻

　　　　urum 　Root　by　Means　of 　a　Method 　 of 　Kan ・
　 　 　 　 bashi

1，saikosaponin −a ；3，　saikosaponin −d，　HPLC 　condi −
tions ： column ，　TSK −gel　 ODS 　 80TM （45 　i．d，× 150
mm ）； mobile 　phase，　wat ¢ 卜 acetonitrile （60：40　v ！v ）；
column 　temp ．，40C

°
；fiow　rate ，

1．O　ml ！min ；detection，
203nm

， 0．16AUFS ；volume 　of 而 ection ，20 μL

o 10 20 30 （min ）

Fig．3．　 High −pcrf（）rmance 　 Liquid　Cbromato理 ams

　　　　of　Saikosaponins　in　 Cultivated　Bupleurum

　　　　Root 　 Which　 Was 　 Purified　 by　 Means 　 of

　　　　Sep−Pac　Cl8　Cartridge

！
，
saikosaponin −a ；　2

，
　 saikosaponin −c ；　3

，
　 saikosapor

nin −d．　 HPLC 　conditions ：mobile 　phase，　water −aceto ・

nitrile （61 ：39　v ！v ）；For 　other 　conditions ，　see 　Fig．2．

は，真正 サ ポ ニ ソ を酸処理 し ジ エ ソ 体に 導 くこ とに よ りUV 検出を可能 と した もの で あ る ．高感度 に 分析 で ぎる が ，

酸処 理 に 時間 を要す る．神橋 らの 方法 は ， 溶出の 早 い 2 が 共存物質 の 妨害を 受け る た め ，HPLC の 移動相 を 変 え て

2 と 1 ， 3 を別 々 に 定量す る もの で あ り， 柴胡の 3種 の 主要 サ ＊
’

ニ ン をその ま まの 形 で比較的短時間に 分析で きる と

い う利点が あ る．

　我々 は 神橋らの 方法を 用 い て 栽培 品 を分析 し た と こ ろ Fig．2 に 示 す よ うに 3 の ピーク に 重 な る幅 広 い ピーク が 現

れ 3 の 定量 は で きなか っ た．

　そ こ で Sep−Pak　Cls カ ート リ ッ
ジ に よる ク リーン ァ ッ

プを検討した，各 saikosaponin 　O．5mg の 50％ メ タ ノ
ー

ル 溶液 1．Oml を カ ート リ ッ ジ に 負荷 し，次 い で 50％ メ タ ノ ール で 洗 浄 した と こ ろ ，妨害物質は 5ml で 溶出 し終わ

っ た が，サ ポ ニ ソ は 15ml ま で 溶出 しな か っ た．した が っ て ， カ
ー

ト リ ッ ジの 洗浄 は ，50％ メ タ ノ
ー

ル 10m1 で 行

うこ とに した．サ ポ ニ ン の カ
ー

ト リ ッ ジ か らの 溶出 は 常温 の メ タ ノ
ー

ル で 行 っ た と こ ろ ，1， 2，3 い ず れ も回 収 率が 悪

か っ た の で 60℃ メ タ ノ
ー

ル を 用 い て 行 うこ と に し た ． カー ト リ ッ ジ か らの 各サ ポ ニ ン の 回収率 は ，
saikosaponin 標

準品 の 各50％ メ タ ノ ール 溶液 （1，
20 ．025〜O．　50　mg ／m1 ，30 ．050〜0．50　mg ／ml ） ImI を カ

ー
ト リ ッ ジ に 負荷 し求め

た ．1
，
2，3 い ずれ の 回 収 率 も98％ 以 上 で あ っ た，

　 こ の 操作 に よ り 3 に 重 な る ピーク を 消去す る と と もに 2 付近 の 妨害物質も取 り除 くこ とが で ぎた の で 1
，
2，3 の 同時

分析に つ い て ，ODS 系 の カ ラ ム を用 い ，水
一

ア セ ト ニ ト リル 系 の 移動相で 分離条件を検討 した ．水一ア セ ト ニ ト リ ル

の 比 を （61 ：39v／v）に す る と，分離の よい ク 卩 マ トグ ラ ム が 得 られ た の で ，
こ れ を HPLC の 条件 と し た （Fjg．3）．

　以上 の 条件 で 検量線を作成 した と こ ろ ， 1， 2 は 0．025〜0．50mg ／ml ，3 は 0．050〜0．50　mg ／ml の 範囲で 良好 な直

線 を示 し た （Fig，　4）．回 帰方程式 お よ び 相関係数 （r ）は 1 が y ＝ 　330x − o．　oo9（r ＝ o．　999），2 が y ＝390x ＋ 1．　86（r

＝0．999），
3 が y ＝159x ＋ 2．43 （r＝・O，999）で あ っ た．

　2．　栽培品及び市場品 へ の 応用

　本法 に よ り， 1試料 に つ き栽培品は 3 回 ， 市場品は 6 回分析 を 行 い ，そ の 平均値 を TABLE 　I に 示 した ，

　分析の 精度 ， 再現性 は ， それぞれの 変動係数 が ， 1 が 0．0〜4．　O％ ， 2 が0，0〜6，9％，3がO．　O−−4，7％で あ り，生薬

分析 と し て 十分利用で きる もの で あ っ た ，
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O ， saikosaPonin −a ； △ ，
　saikosapGn 圭n −c ；●，　saikosaponin −d ．

TABLE　1．　 Saponin　Contents（％）of　Commercial　and 　Cultivated　Buplurum　Root

Saponin 　content

Sample
1 （C．V ．％） 2 （C ．V ．％） 3 （C．V ，％）

Commercial （π 諞6）

　 　 　 1

　 　 　 2

　 　 　 3

Cultivated　（n ＝＝3）

　 　 　 4

　 　 　 5
　 　 　 6

　 　 　 7

　 　 　 8

　 　 　 9

　 　 　 10

　 　 　 11

　 　 　 12

　 　 　 13

0．42 （3．8）

0，43　（4．0）

O．35　（2，7）

0．60　（0．78）

0．64　（2，5）
0．65　（1，3）

0．73　（1，9）

0．56　（2．9）

0．66　（0．0）
0．61　（2，8）

0，85　（1，9）
0．85　（1．1）
0．88 （1，1）

0，10 （5．8）
0．10　（6．9）

0，10　（4．7）

0，20　（4，1）
0．23　（0．0）
0．25　（1、9）

0，27　（3，5）
0．18　（5．2）
0，25　（3．2）
0．24　（0．0）
0．47　（1，0）
0，28　（2，9）

0．29 （1．6）

0，47　（2．3）
0．43　（4，0）

0137　（4．1）

0．60　（2．8）
0．70　（0．67）
O．70　（1，2）

O．72　（2．2）

O．61　（2，3）

0，71　（2，4）
0．72　（1．7）
0，89　（1．9）

0．88　（1．9）

1，1　（0．0）

1，KOJIMA 　KAMPO 　Cα ，　Ltd． 2
，
　UCHIDA 　WAKANYAKU 　Co．

，
　Ltd．3，　NIPPON

FUNMATSUYAKUHIN 　Co．，　Ltd．4−7，　seed 　from 　Medicinal　Plants　Garden，　Nagasaki
University．8−13，　seed 　fi凾orn 　Tsukuba　Experimental　Station　of　Mediclnal　Plants

，
　NatiQnal

Institute　of　Hygienic　Sciences．

　栽培品の サ ポ ニ ソ 含量 は，1が 0，56〜0．88％，2が0．18〜0，47％，3 が0，60〜1，1％ で ， 1， 2， 3 い ずれ も今回入手

した 市場品 よ り多 く含有 し て い たが ， 文献値
3

・5 ・
7

・
8 ）

の 範囲内で あ っ た，また，国立衛生試験所筑波薬用植物栽培場栽

培種 を用 い て 栽培 した もの の サ ポニン 含量 は ， 長崎大学薬用植物園保存種 を 用 い た もの よ りや や多め で は ある が ， 種

の 違い に よる大 きな差 は認め られ な か っ た ．

　3．　栽培品における部位別 の サポ ニ ン 含量

　栽培品 5試料 をそれぞれ，主根，側根，ひ げ根 に 分け ， さらに 主根 は均等 に 3等分 し上 部 ， 中部， 下部に 分け て ，

各部位 の サ ポ ニ ン 含量 を 比較した．

　TABLE 　II に 示す よ うに ， 1，
2

， 3 い ずれ も側根 で 最 も多 く，
つ い で 主根下部 ，

ひ げ根， 主根中部，主根上 部 の 順 で

あ っ た．
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TABLE 　II，　Saponin 　Contents （％｝of　Various　Parts　of 　Cultivated

　　　　　Bupleurum 　Root

Saponin 　content

Sample
1 2 3

Main 　root

　 top　part

　central　part

　lower　part

Lateral　root

Fibrous　root

0，10−0．26

0．22−O．33

0．34−O．48

0．96−1．1

0．24−0．36

0．05−0，10

0．OS−0，15

0．10−0．20

0．28−0．36

0．08−0．15

0．18−0．30

0，28−0，38

0．48−0．60

1，0 −1，1
0．39−0．50

n − 5

TABLE 　III．　 Relation　between　9．　aponin 　Contents （％）and 　Dry 　 Wright （g）

　　　　　 of 　Cultivated　Bupleurum 　R．oot

Saponin 　Content
Sample　 weight

1 2 3

　 〈 1，01
．0〜1．5

　 ＞ 1．5

0．59−0．63

0，54−0．59

0．50−0．57

0．16−0．20

0，15−0．17

0，16−0．23

0．53−0．60

0．59−0．63

0．54−0．60

n ≡3

　4．　乾燥重量とサ ポ ニ ン 含量の 関係

　栽培品 の 乾燥重量 が LOg 未満 ，1．0〜Lsg ，1・5g を 越 え る もの に 分 別 し，そ れ ぞれ 3 試 料 ずつ サ ポ ニ ン 含量 を 測

定 して乾燥重量 とサ ポニソ 含量の 関係 を調 べ た．

　TABLE 　III に 示 す よ うに ，重量に 関係 な く， 1，2，3 は い ず れ も一定 の 割合で 含有され て い た ．

ま　　 と　　 め

　Sep・Pak 　C18 カ ート リ ッ ジ を 使用 し た 前処理 に よ っ て ， 柴胡中の 1，2， 3 の HPLC に よる 同時分析 を可 能 に し た 、

　 こ の 方法 に よ り， 広島県内で 実験栽培 し た ミ シ マ サ イ コ か ら調整 し た 柴胡 と市場 品 を 分析 し た 結果 ， 1
，
2

，
3 の 変動

係数は 6．9％ 以下 と 良好 な 再現性 を示 した ．

　本法は 操作 が 簡便 な上 に ，短時間で 精度 の 高 い 分析が で きる た め ，柴胡 の 迅速な品 質評価 の 手法 とな り うる と考え

られ る．
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