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　 MiccUar　 electrokinetic 　chromatography （MEKC ） with 　 a　 10　mM 　 borate−phosphate　running

buffer　solution （pH 　9）containing 　75　mM 　of 　sodium 　taurocho1 飢e （TCA ）as　an 　anionic 　carrier

was 　applied 　 to　the　purity　indication　 assay 　 of 　commercially 　avai 且able 　 sennoside 　 A 　 standards ．
The　on −colu 皿 n 　UV 　dctection　was 　performed　at　270　nm ，　 The　peak　area 　for　a　givcn　volume
of 　an　applied 　sample 　solution 　increased　in　proportion　to　the　migration 　time

，
　so　that　the　peak

area 　for　the　quantitation　should 　 be　corrected 　 with 　 its　 migration 　 time ．　 The 　 contents 　of　sen ．

noside 　A 　in　six 　commercially 　available 　sennoside 　A 　standards 　thus 　corrected 　were 　93．6〜 99，2％
in　peak　area 　percentage．

　Keywords ＿ purity　indication　 assay ；sennoside 　A ； sodium 　taurocholate；micellar 　el  tro−

Kjnetic　chromatography

　化学分析に お い て は ，標準品の 純度 が重要 で あ る．特に 生 薬成分 の 分析 に 用 い られ る標準 品 は，生薬そ の もの か ら

単離， 精製され る もの が多 い た め，分子構造 や物理 化 学的性質 の 類似 した成分 が 不純物 と し て 混在す る 可 能性 が 高

い ．こ れ ら生薬試験用標準品の 品質管理 は ， 従来薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ
ー （TLC ）お よび高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
（HPLC ）を用 い て 行 わ れて い る．一

般 に ，　 HPLC に よ る 純度試験 は メ イ ン ピー
ク の 保 持 時間の 約 3 倍 まで の 範

囲の 不純物 の 有無を 調べ て お り，それ以上 の 保持時問を持 つ 成分 に つ い て は検討され て い ない こ とが 多 い ．

　
一

方 ， ミセ ル 動電 ク ロ マ トグ ラ フ
ィ
ー

（MEKC ）
2）
は，短時間 で高い 理 論段数が 得 られ る こ と ， 荷電物質と非荷電物

質の 同時分析 が可 能 で あ る こ と，ま た逆相 HPLC で は きわ め て 脂溶性 が 高い た め に保持 が強すぎる成分 で も限 られ

た 時間内に 溶出で きる こ とな ど の 特徴を 有す る新 しい 高分離能分析法 で あ る．著者 らは す で に MEKC を 用 い た 生薬

お よび漢方 エ キ ス 製剤中の 成分分析 に つ い て 報告 し 1・3・ω
， あわ せ て MEKC が生薬成分 の 全体燥の 把握に も適した 方

法 で あ る こ とを述 べ た．今 回 著者 らは 生薬試験用 標準品 の 品質管理 へ の MEKC の 適用 を 試 み ， 瀉下薬と し て 用 い ら

れ る大黄 や セ ン ナ の 主要成分 で あ る セ ソ ノ サ イ ドA の 市販標準品の 純度 に つ い て 検討 した，

実 　 験 　 の　 部

1． 試薬及び 試料

セ ン ノ サ イ ドA 標準品 （HPLC に よ る純度98％以上 と記載の もの ）は 市販 5社 の 合計 6品 目をそ の まま使用 した．

リγ 酸一水 素ナ ト リウ ム ，リ ソ 酸二 水素 ナ ト リ ウ ム お よ び 四 ホ ウ酸 ナ ト リ ウ ム は 和光純薬工 業製試薬特級を 用 い た．
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タ ウ ロ コ ール 酸ナ トリ ウ ム （TCA ）は シ グ v 社製を使用 した ．メ タ ノ
ール は HPLC 用 を用 い ，そ の 他の試薬は すべ

て 市販 の 特級品を 使用 した ．

　2，　試験溶液の 調製

　 セ ン ノ サ イ ドA 標準品 5mg を pH 　8 の 50　mM リ ン 酸緩衝液
5） 5ml に 溶 か し，0，45μm の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ

ーで ろ過 して 試 験溶液 と した．

　 3．　 HPLC

　 HPLC に よ る セ ン ノ サ イ ドA の 分析法 は ，ジ メ チ ル ア ミ ノ シ リ カ カ ラ ム を 用い る 方法
6）
な どが報告 され て い るが，

今回 は ODS カ ラ ム を 用 い る 方法
7・8）で 行 っ た ．な お ， 移動相 に は 10％酢酸溶液 ： メ タ ノ

ール 混液 （13 ： 7） を 用い ，

流速 は 1．0〜1．3m1／min の 範囲 で適宜変更した．検 出波長 は 270　nm とし，実験 は 室温で 行 っ た．

　 4．　 MEKC

　装置に は ア プ ラ イ ド ・バ イ オ シ ス テ ム ズ社 （ABI 社）の Model　 270A キ ャ ピ ラ リー電気泳動装置お よ び実験室で

作製した 装置
3）

を 用 い た．支持電解質溶液に は い ずれ の 場合も 10mM ホ ウma−　V ン 酸緩衝液 （pH 　9）に TCA 　75　mM

を 添加 した もの を 使用 し た ．検出は 270nm で オ ン カ ラ ム で 行 っ た ．そ の 他の 条件 は 以 下 の とお りで あ る．

　 i） ABI 　Model 　270A キ ャ
ピ ラ リ

ー
電気泳動装置

　分離用 キ ャ ピラ リ
ー

に は，内径 50μm ，長 さ 720mm （有効泳動長 500　mm ）の フ ユ
ーズ ドシ リカ 管 を 用い た．

試料の 導入は 正極側よ り減圧導入法 に よ っ て L5 秒間行 っ た．分離はすべ て 35℃ の 空気恒温槽中で 行い ，印加電圧は

20kV と した ．なお ， ピー
ク 面積 の 測定 に は 日立 ク ロ マ トイ ン テ グ レ

ー
タ
ー D −2500 を 使用 した．

　ii）　自家製装置

　既報
3）

の もの を用 い た ．分離用 キ ャ
ピ ラ リ

ー
に は ポ リ v イ ク ロ ン 社製 の 内面無処理の フ ＝一ズ ドシ リ カ 管 （内径 50

3
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Fig，　L　Electrokinetic　Chromatogram　of　Cornmercially　Availab亅e　Sennoside

　　　　AStandard ‘Sample　A）

Supportlng　electrolyte 　solution ： 10mM 　borate−phosphate 　buffer　solutjon （p且

9）containlng 　75　mM 　sodium 　taurocholate　（TCA ），　Total　applied 　voltage ：125
kV，　Total　tube　length：70　cm （effective　 length：50　cm ），　Sample　jntroduction
time：10　s，　Te皿 perature：  bient，　Detection　wavelength ： 270　nm ．　Peaks ： 1

，

4・＝impurity　of　Scnnoside　A
，
2≡Sennoside　B

， 3＝Sennoside　A ．
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pm ，長さ 700　mm ， 有効泳動長 500　mm ） を使 用 し た．試料の 導入 は 正 極側 よ り落差 法 （落差 10cm ，10 秒間 ） を

用 い て 行 っ た．実験 は すべ て 室温で 行い，印加電圧 は 12．5kV 一定 と した．

結 果 及 び 考 察

　実験室で 作製 した 装置 を用 い て 市販 セ ソ ノ サ イ ドA 標準品の MEKC に よ る分析を行 っ た とこ ろ ， 数品 目に 明らか

に不純物と考えられ る 2本 の ピー
ク の 存在が認 め られた．一

例とし て ，A 社製 の セ γ ノ サ イ ドA 標準品の ク ロ マ ト グ

ラ ム を Fig．1 に 示 した．ま た参考 の た め に セ ソ ノ サ イ ドB 標準品 の ピーク 位置 を 同 じ ク ロ マ トグ ラ ム 上 に破線 で 示

した ．さ ら に ， 検出波長を変えて セ ン ノ サ イ ドA と こ れら二 つ の 不純物の ピー
ク の 比率を比較 した 結果 ， 測定し た各

波長 （220nm ，254　nm ，270　nm お よ び 340nm）に お い て ほ ぼ同 じ比 率で あ る こ とがわ か っ た ．こ の こ とか ら，これ

ら二 つ の 不 純物 は と もに セ ソ ノ サ イ ドA と同 じ基本骨格 を有す る化合物 で あ る と推定 された．

　次 に，同 じ試料 を ODS カ ラ ム を用い る逆相 HPLC で 分析 した とこ ろ，セ ン ノ サ イ ドA の 保持時間 よ りやや早 い

位置と，セ ン ノ サ イ ドA の 保持時間 の 約 6 倍 の 位置 に不純物の ピーク が認 め られ た．一
般的 に ，

MEKC ｝こ お け る試

料成分 の溶出順序は逆相HPLC の そ れに 類似して い る こ とか ら，
　HPLC で 溶出の 早か っ た不純物 の ピー

クは MEKC

で の ピーク 1 （Fig．1）に ，ま た HPLC で 溶出の 遅か っ た不 純物 の ピ ーク は MEKC で の ピーク 4 （Fig．1）にそ れ

ぞれ 相当す る もの と考え られ る．こ れ ら二 つ の 不純物 の ピーク の うち溶出の 遅い ほ うの ピー
ク は ，

メ イン ピー
ク の 保

持時間の 約 3倍 まで の 範囲で しか 不純物の 有無を 検討 しな い 場合 に は 見過 ご され る 可 能性が高い ．また ，こ の ピー
ク

は保持時間が長 い た め に ブ ロ
ードに な り，メ イ ン ピー

クが フ ル ス ケ
ー

ル 内に お さ ま る よ うな条件下 で は ，ピーク と し

て の 検出が や や 困難で ある と思わ れ る，こ れ に 対 して MEKC で は Fig．1 の よ うに メ イ ン ピー
クが フ ル ス ケ

ール 内

に お さま る よ うな 条件 下 で，二 つ の 不純物の ピーク を十分 に 分離確認で きた．

　MEKC に よ る分 離 は キ ャ ピ ラ リー内 で の 各 成分 の 移動速度 の 違 い に 基づ い て 行わ れ る．し た が っ て ，　 HPLC に お

け る吸 光度検出 の よ うに 分離 され た 各成分 が 等 しい 速 さで フ ロ
ー

セ ル 中を通過す る場合 とは 異 な り，MEKC で は 移
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Fig．2．　 Relationship　betwcen　Mjgration　Time （M ．T．），　Applied　Voltage （E），
　Cu π ent （1）

　　　　and 　Peak　Area　of 　Sennoside　A （Sample　E）
Supportjng　electrolyte　solution 　l　10mM 　borate−phosphate 　bu飩 r　so1 面 on （pH 　9）contain ・
ing　75mM 　sodium 　taurocholate（TCA ），　Total　applied 　voltage ：20kV

，
　Total　tube 　Iength：

72cm （effective 　length：50　cm ），　Sarnple　introduction　time：15sunder 　reduced 　pressure，
Temperature ： 35℃ ，　Dctection　wavelength ：270　nm ．　Each 　point　represents 　the　average 　of

3times　measurements ，
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TABLE　I．　 ReprOducibility　of 　Migration　Time　and 　Peak　Area　at　Various　Applied　Voltagea）

APPliedvoltage

（kV ）

Current

‘μA）

Order　 of

analysis

Migration　time （min ）

mean ± S，D ．

Peak 　area （integrator　response ）

mean ± SD ．

25 59

2
！
05

　

　

1

12．4412
，99　　　13．i7 ±0．83

14．08

321838327491

　　 331906± 12858
346389

22 50

くゾ

74

胃

　

　

1

15．6夏

15．81　　　16．10± 0．68

16．88

401110406025

　　409673± 10857

421883

20 44

1003　

　

1

16．8818

．22　　　18．07± 1．13
19．工2

438571466697

　　　462971 ± 22768

483646

18 39

4．
A

ソ

2

　

　

1

20．2021

．19　　　21．07±0．82

21．83

521252537616

　　536840　± 15214

551651

15 31

301　

1
　

1

25，0326

．86　　　26．35± 1．15

27，16

650916676180

　　 669614 ± 16430

681746

a ）MEKC 　conditions ，　see 　Fig．2．

TABLE 　II．　 Content　of 　Sennoside　A 　in　 Commerciaily

　 　 　 　 　 Availabie　Sennoside　A 　Standards

Sample Content 　（％） C ．V ．a ）

（％）

ABCCDE 94，594

，099

．193
．698
．999

．2

0．20

，30

．30
．70

，20

．4

a ）CeeMcient　of 　variation （n　 ＝3）．

動 速 度 に 依存 し て ピ
ー

ク面積が 変化す る．した が っ て ，定量分析 の 場合 に は 移動速度 の 変化 に 注意 が 必要 で あ る．ま

た ， 今回 の 純度試験 の よ うに ， 面積 百 分率法 を 用 い て複数の ピーク か らそ の 純度を 算出す る 場合 に も，ピー
ク 面積の

補 正 が必要に な る．

　市販 の 装置 （ABI 社 Model 　270A ）を 用 い て ，

一
定量 の セ ン ノ サ イ ドA 標準品 の ピ ーク 面積がそ の 移動時間 （M ．

T ．；Migration　T 韮m 。）， 印加電圧 （E ）お よ び 電流 （1 ） に よ っ て どの よ うに 変化す るか を調 べ た 結果 が Fig．2 で

あ る，試料に は E 社製 の セ γ ノ サ イ ドA を使用 した ．また．TABLE　I に は個 々 の 測定値及び 標準偏差を示 し た．さ

らに ， こ の 装置を 用 い て 市販 の 6 品 目の セ ン ノ サ イ ドA の 純度 を 測定 した 結果 を TABLE 　IIに 示す．純度の 測定 は メ

ィ ン ピー
ク の 面積の 200分の 1以上 の ピー

ク に つ い て 面積百分率法を 用 い て 行 っ た ．な お ，Fig．2 か ら明 らか な よ う

に ，ピーク 面積 は 移動時間 に 比例す る こ とを見出 し た の で （相関係数 r・＝O．998，
n ＝15 ；TABLE 　I 参照），移動時間

に よる ピーク 面積 の 補正を行 っ た，また ，こ れ らの 不 純物は メ イ ソ ピー
ク と同 じ基本骨格 を もつ 可能性が高い の で ，

類似した分子吸光係数 を 持つ と考 え られ る，した が っ て，検出感度 に 基づ くピ ーク 面 積 の 補 正 は 行 わ な か っ た ．

TABLE 　II か ら明 らか な よ うに ， 実験 に 供 した 市販 の セ γ ノ サ イ ドA 標準品の 含量 は93，6〜99．2％ の 範囲の バ ラ ツ キ

が見 られ ， 品質が一定で は ない とい う結果 が得られた．また ， 同
一メ ーカ ー

品 で も P
ッ

トに よ っ て 含量に 差 が認 め ら

れ た．
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結 論

　TCA を陰 イ オ ン 性 キ ャ リ ア ーとす る MEKC を用 い て ， 市販数社 の セ ソ ノ サ イ ドA 標準品の 純度試験を行 っ た と

こ ろ ，
セ ソ ノ サ イ ドA の 含量 は 93．6〜99．2％ と品質が一

定 し て い な い こ とがわ か っ た．さ らに ， 同一メ ーカ ーの セ 》／

ノ サ イ ドA 標準品 で あ っ て も ロ
ッ トに よ っ て 含 量 が 異 な る こ とが 示 され た ．

　MEKC で は試料物質の 移動速度に 依存して ピ ー
ク面積 が 変化す る．す な わ ち．一

定試料量 に 対す る ピーク 面積は

移動時間に 比例す る こ とが実験結果 よ り明 らか とな っ た ．し た が っ て ，正 確 な定 量を 行 うた め に は 移動時問 に よ る ピ

ー
ク面 積の 補正 が 必 要 で あ る．また ，

MEKC は 注入 し た 試料成 分 が 限 られ た 時間内 に 溶出する こ と ， 従来の ク 卩 v

トグ ラ フ ィ
ーを凌ぐ高分離能 を もつ こ となどの 特徴を有す る の で ， 化学分析 に お け る標準品の 純度試験 に 適 した 方法

で ある と言え る．MEKC は 特 に 低 分 子量 化 合 物 に 対 して 高分離能 を示す分離分析法で ある が ， 紫外部吸収検出法 に

つ い て は HPLC の 方が濃度感度が 高 い とい う利点 が あ る
9）．また，精製 ・分取 に は 不向き で あ る．今後は MEKC

と HPLC の そ れ ぞれ の 利点を生か す こ とに よ っ て，よ り正確な標準品 の 品 質管理 を行 うこ とが 望 ま し い ．
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