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　　　　　逆相 TLC／ス キ ャ ニ ン グデ ン シ トメ トリー
に よ る生薬分析
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We 　 perfomed 　 identification　 tests　 of　 the　 main 　 components （nootkatone ，　 icariin，
acetylshikonin ，　sennoside 　A ，　costunolide ，　and 　oxymatrine ）of 　the　following　cnlde 　drugs　in

the　Japanese　pharmacopoeia ，15th　edition （JPl5）：Bitter　Cardamon，　Epimedium 　Herb，
Lithospe  um 　Root，　Rhubarb ，　Saussurea　Root，　and 　Sophora　Root．　The 　identification　was

carried 　out 　with 　reversed −phase　TLC 　using 　water ，　acetonitrile，　methanol ，　and 　2−butanone

as 　developing　solvents ．　A 　single 　spot 　could 　be　separated 　from　other 　components （Rfvalue ：

0．43−0．61）．In　 addition，　 spectral　 information　 could 　 be　 si皿 ultaneously 　 obtained 　 by
scanning 　densitometry，　Thus，　the　main 　compon   ts　of 　crude 　drugs　in　the　JP15　could 　be

identified　by　this　method 　simply ，　rapidly ，　anCl　accurately ．

Keywords ： crude 　drug，　reverscd −phase　TLC ，　scanning 　densitometry．　identification

は じめ に

　第十五 改正 日本薬局方 （以下JP15）収載生 薬で あ る ヤ ク

チ，イ ン ヨ ウカ ク，シ コ ン ，ダイ オ ウ，モ ッ コ ウ及 び ク ジ

ン に つ い て ，逆相 TLC ／ ス キ ャ ニ ン グデ ン シ トメ トリーに

よ る主成分の 確認試験方法を開発 した．JP畫5収載の 生薬は，

原則的に，順相の TLC に よ り同定され る が，　 JPI5 に は ヤ ク

チの 確 認 試 験 が設 定 され て い ない ．一方，JP15 の モ ッ コ ウ，

ク ジ ン の 確 認 試験 は，呈色反 応 に よる もの で あ る
1）．こ れ

ら生薬 もTLC に よ る 確認試 験 の 設定 が 必要 と考え られ る．

とこ ろ で，我 々 は，食品 中の タール 色 素の 確認に お い て ，

逆相TLC は，順相TLC と比 べ て Rf値 の 再現性 に 優れて い る

こ とを報 告 した
25 ）．ま た，多成 分 を含 有 して い る生薬 の 分

析 に逆相TLC は 有効で ある こ とを報告 した
7・8）．そ こ で ，三

種 類 の 生 薬 に対 して ，逆 相 TLC に よる分 析 法 を開発 し た．

加 えて ，確認試 験に 順相TLC が適用 され て い るイ ン ヨ ウカ

ク，シ コ ン ，ダイ オ ウ
リ
に も逆相TLC に よる確 認試験 を適用

した．

実験 材 料 と実験 方 法

皇．生 薬材料

　生 薬材料はす べ て 局 方品 で あ り、愛 知 県衛 生研 究 所 に保

管す る 。 それ ぞ れ の 入 手 先、産地 、同研究所に お ける標本

番号を示す。

A ）ヤ ク チ，Alpiniae　Fructus，　 Bitter　Cardamon

　A ・1）ウチ ダ和 漢薬  ，中 国
・
海南島，IAOOOOl

　A −2）高砂薬 業  ，中国 ・広東 省及 び近 隣諸省，1AOOOO2

　A −3）紀伊国屋 漢薬局  ，中国 ・広 東省，皇AOOOO3

B）イ ン ヨ ウカ ク，Epimedii　H じrba，　 Epimedium　Herb

　B −1）松浦薬業  ，中国 ・東北地 方，IBOOOOI

　B −2） ウチ ダ和漢 薬  ，中国 ・吉 林省，1BOOOO2

　B−3）紀伊国屋漢薬局   ，中国 ・吉林省，1BOOOO3

C ）シ コ ン ，Lithosperrli　Radix，　 Lithospemlum　Root

　C−1）紀伊国屋 漢薬局   ，中国 ・内蒙古 ， 1COOOOl

　C・2）松 浦薬 業  ，中国
・遼 寧省，1COOOO2

D）ダイ オ ウ，Rhei　Rhizoma，　 RhubafO

（6）
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　D −1） ウチ ダ和漢薬  ，中国 ・四 川省，1DOOOOl

　D −2）紀 伊 国屋 漢 薬局   ，中 国 ・四 川省 ，IDOOOO2

E）モ ッ
コ ウ，Saussureae　Radix，　 Saussurea　Root

　E −1）松 浦薬 業  ，中国 ・雲南省，IEOOOOI

　E−2） ウチ ダ和漢薬  ，中国
・
雲南省，IEOOOO2

　E−3）大 晃 生薬   ，中 国 ・雲 南省，1EOOOO3

F） ク ジ ン ，Sophorae　Radix，　 Sophora　Root

　F−1）ウチ ダ和漢 薬   ，中 国 ・河 北 省，1FOOOOI

　F−2）大 晃生 薬  ，中国 ・貴州省，IFoeOO2

　F−3）松浦薬業  ，中国
・
陜西省，lFOOOO3

ス ポ ツ ト量 ： 10 μ L

検 出 ： A ）暗所 で 紫 外線 254   照 bl　B）暗 所 で 紫 外線 254

nm 照射 ，　 C）暗所で 紫外線 365　 nm 照射 に よ る薄紫色 の 発

色，D ）暗所 で 紫外 線 254　nm 照 射，　E＞暗所 で 紫外 線 　254　nm

照射，F） ドラ
ーゲ ン ドル フ試液 の 噴霧 に よ る茶褐色の 発色

2） ス キ ャ ニ ン グデ ン シ トメ トリー条 件

ス キ ャ ニ ン グデ ン シ トメ
ー

タ ： 島津製作所製の 2波長 フ ラ

イ ン グ ス ポ ッ トス キ ャ ニ ン グデ ン シ トメ
ータ CS−9000，波

長 走査 範 囲 ：200 − 370 　nm ，ス リッ トサ イ ズ ：0、4 × 0．4　mm ，

測光系 ：反射吸光法

2．試料溶液の 調製

A ）ヤ クチ粉 末 2．Og をメ タ ノ
ー

ル 10mL に 溶 解 し，5 分 間

　振 り混ぜ．ガ ラ ス 繊維 ろ紙 で ろ過 し た．

B ）局 方収載の 確認試験の 項に お ける 方法
D
に 従 っ た．

C）シ コ ン 粉 末 1．Og に メ タ ノ ール 10mL を加 え，超音 波 で

　30 分聞抽出後，ガ ラ ス 繊維 ろ紙 で ろ過 した．

D ）局方収載 の 確認 試 験 の 項 に お け る 方法
1｝
に 従 っ た ，

E）局方 収載 の確 認 試 験 の 項 にお け る方 法 Dに従 っ た．

F）クジ ン 粉末 1．Og をメ タ ノ
ー

ル 20mL に 溶解 し，20 分間

　振 り混ぜ ，ガ ラス 繊維 ろ紙 で ろ過 した ．

3，標準湘 夜の 調 製

A ）ノ
ー

トカ トン （和光純薬  ）： 3．5　mgtmL 　メ タ ノ
ール

　 溶液

B）イ カ リイ ン （松浦薬業  〉：　 局 方収載 の 確認 試験の 項

　に お ける 標 準溶 液 り

C）ア セ チ ル シ コ ニ ン （和 光純薬  　生 化 学用 ）：　 ImgtmL

　メ タ ノ
ー

ル 溶液

D ）セ ン ノ シ ドA （和光 純 薬  　生 化 学用 ）：　 局 方収 載

　の 確認試 験 の項 にお け る標準溶 液 D

E） コ ス ツ ノ リ ド （和 光 純薬   　生薬試 験用 ）

　メ タ ノ
ー

ル 溶液

F）オ キ シ マ トリン （和 光 純薬   　生 薬 試験用）：

　メ タ ノ
ー

ル 溶液

lmg 〆mL

lmg 〆mL

4．測定条件

1）　TLC 条イ牛

プ レ
ー

ト ： メ ル ク 社製 RI）−18　F 　ls4S ，
　Art．15389，　LoI　No ．

OB257917

展 開溶媒 ：5％硫酸ナ ト リ ウム 溶液，2一ブ タ ノ ン ，メ タ ノ
ー

ル ，ア セ トニ トリル ，水 の 組 合 わせ に よ り検 討 した．
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Fig．1　Reversed−phase　Thin　Layer　Chromatograms 　of

Standard 　and 　Sample 　So畳utions 　of 　Crllde　Drugs

A）Bitter　 Cardamon； 1； standard 　 solution 　 of　 nootkatone ，2；

sample 　solution （A・1），　B）Epimedium　Herb： 1；standard 　solution

of 　icariin
，
2；sample 　solution （B−1）．　C）Lithospermum　Root： 1；

standard 　solution 　ofacetylshikonin ，2；sample 　so 正ution （C−1）．　D ）

Rhubarb：1；standard 　solution 　ofsennoside 　A ，2；sample 　solution

（D ・1｝．E）Saussurea　Root：1；standard 　solution 　ofcostunolide ，2；

sample 　selution （E−1）．　F｝Sophoτa　Root： 1；standard 　solution 　of

oxymatrine ，2；samplc 　solution （F・1）．

（7）
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実 験 結果 及 び 考察

L 逆相 TLC に よる生薬の 主成分の 確認

　展 開 溶媒 は，水，ア セ トニ トリル ，メ タ ノ
ー

ル ，2一ブ タ

ノ ン ，5％硫 酸 ナ トリ ウ ム 瀬 夜を用 い ，以 下 に 示 す 最 適 な展

開溶 媒 を選 択 す る こ とが で きた．す なわ ち，ヤ クチ は 2・ブ

タ ノ ン ／ 5％硫 酸ナ ト リ ウム 溶 液／ メ タ ノ
ール 混液 （3 ： 1 ：

D，イ ン ヨ ウカ ク は水ノ ア セ トニ トリル ！ メ タ ノ
ール 混 液

（6 ； 5 ： 5），シ コ ン は ア セ トニ ト リル 〆 メ タ ノ
ール ！5％硫 酸

ナ トリウム 溶液 混 液 （10 ：4 ： 1）， ダイ オ ウは 5％硫 酸ナ ト

リ ウム 溶液 1ア セ トニ ト リル 1 メ タ ノ
ー

ル 混液 （to ： 3 ：3），

モ ッ
コ ウはア セ トニ トリル 1 水 混 液 （5 ： 1），ク ジ ン は 5％

硫酸 ナ トリウム 溶液12 一ブ タ ノ ン 〆 メ タ ノ
ー

ル 混液 （3 ： 2 ：

2）が最適 で あ っ た，分離 し た標準溶液の ス ポ ッ トの Rf 値

は ，ノ
ー

トカ トン は O．58，イ カ リイ ン は 053 ，ア セ チ ル シ

コ ニ ン は 0．61，セ ン ノ シ ドA は 0．43，コ ス ツ ノ リ ドは O．56，

オ キ シ マ ト リ ン は 0．57 で あ り，それ ぞれ の 試 料溶液 か ら分

離 され た ス ポ ッ トの 中 に 同 じ Rf 値 の ス ポ ッ トが 観 察 され

た （Fig．1）．ま た，各々 の 生薬 につ き，入 手 先 を異にす る製

品（A −2，3，B −2，3，　C −2，　D −2，　E −2，3，　F−2，3 ） に つ い て も同様で

あ っ た．

2．逆 相 TLC にお け る Rf 値 の 再 現性

　上 記 の 条 件 で 逆相 TLC を用 い た生薬 主成 分の 確認試 験を

6 回繰 り返 し行 な い ，Rf 値 の 再 現性 につ い て，試 料 溶液 の Rf

値 ／ 生 薬標 準 溶 液 の Rf 値 （以 下 th／鳧 値 と略 す 〉によっ て 表

す こととした （A−1，B−1，C −1，D−1，E−LF −1使 用 ）．生薬 別 の

th／dS 値 の 最 小値，最 大 値，平 均 値 及 び 変動 係 数 （CV ％）を

Table　l に示 す．この 結果，　fa／kS値の 最 小 値 は O．97， 最 大値

は 1．02，平均 値 は 0．99−1．00 で あり，変 動係 数 は 0．7〜1．6 ％で

あっ た ．この ことは，試料溶液の 主成 分 の ス ポ ットは，標 準溶 液

の それ とほ とん ど同 じ位置 に 現われ ，再現性に 優れ て い ること

を示 して い る．

3．ス キャ ニ ン グデ ン シ トメトリーに よるス ペ クトル の 確認

　展 開した標準溶液 の ス ポッ ト及 び それ と ff 値が
一

致した試

料 溶液 の ス ポッ トに っ い て ，ス キャ ニ ングデ ン シ トメータを用 い

て 紫外部吸収スペ クトル を測定した，その 結果，試料 溶 液 ス ポ

ッ トの ス ペ ク トル は ，対 応 す る 標準溶 液 中に 含まれ る化合

物 （ノ
ー

トカ トン 、イカ リイ ン
， ア セ チ ル シ コ ニ ン

， セ ン

ノ シ ドA ま た は コ ス ツ ノ リ ド）の 極大吸収波長及 び ス ペ ク

トル パ ターン と完全 に
一

致 した （Fig、2）．

　 し か し，ク ジ ン に つ い て は 長 波長側 に 適度 な極大 吸 収 を

有 し ない た め，そ の ス ペ ク トル を 同定 に用 い る こ とが で き

ず，Rf値 と ドラーゲ ン ドル フ 試液を用 い た ス ポ ッ トの 発色

に よ っ て 成分 の 確認 を行 っ た．

Table　1．　R 　a1R 　s　Value　of 　Spots　ofMain 　Component　in　Each

Crude　Drug　on 　Reversed−phaseTLC 　P｝ates

Crude　dru撃 （main 　　　　　　　 Ra！R　s　Value＊
　 　 　 　 　 　 　 　 　 n

　 cornponent ）　　　　 Mi1 ．　 Max 　Ave ．　CV （％ ）

Bitter　Cardamon

　 （nootkatone ）

Epimedium　Herb

　 　 （icariin）
Lithospemrnum　Root

　（acetylshikonin ）

Rhubarb （sennoside

　 　 　 A ）

　 Saussurea　Root

　 （costunolide ）

　 Sophora　Root

　 （。xymatrine ）

60 ，98LO2 　 LOO 　 L 正

60 ．981 ．000 ．991 ．0

60 ，971 ．000 ．991 ．6

60 ．98LOO 　 LOO　 O．9

60 ．981 ．000 ．990 ．9

60 ，98LOO 　 LOO　 O．7

＊

　Ratio　ofRf （sample ）to　Rf （standard ）
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Fig．2　UV 　Absorption　Spectra　of　Developed　Spots　of　the　Standard　and

Sample 　Solutions　Measured 　by　Scanning 　Densitometry 　en 　the

Reversed−phase 　TLC 　P且ates

Solid　line： standard 　solution ，　Broken　Line： sample 　solution ．

A ）Bitter　Cardamon，　B）Epimedium　Herb，　C ）Lithospermum 　Root，　D ）

Rhubarb ，　E）Saussurea　Root　and 　F）Sophora　Root．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ま とめ

　逆相 TLC を 用 い る こ とに よ り，展 開溶 媒 に水，ア セ トニ

トリル 等 の 非ハ ロ ゲ ン 系の 溶媒を選択す る こ とが で きる た

め，人体 及 び環 境 に負 荷 をか け ない 確 認試 験 法 を 開発 する

こ とが で きた．本法は Rf値の 6 回繰 り返 し再 現性 試 験 にお

い て も CV 値 が 1．0％以 下 と精 度 に優 れ て い た．また，同 時

（8）
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に ス キ ャ ニ ン グ デ ン シ トメ ト リ
ー

を 行 うこ と に よ り，ス ペ

ク トル の 情報 も得 られ，こ れ らの 方 法 に よ り，生 薬 の 主 成

分を，簡易，迅 速，確実に 同 定 す る こ とが 可能で あ っ た．
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