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　 Asilnple　and 　rapid 　method 　for　the　quantitative 　determination　of 　sennosides 　A　and 　B　in　rhubarb
was 　established 　by　near 　infrared　 spectroscopic 　analysis （NIRA ），nondestructively ．　By　using 　this

method ，　the　amounts 　of　selmosides 　A ，　B　and 　water 　in　powdered 　rhubarb 、vere 　measured ．　 The 　results

Qbtained 　by　HPLC 　or 　by　the　decrease　in　weight 　on 　drying　were 　compared 　with 　thQse　obtained 　by　this
method ，　 The 　correlation 　cofEecients （り were 　fQund　tQ　be　O．94−0．98．　 The　throughput 　rate 　was 　10

samples ／3　rnin ．

　Keywords −
rhubarb ； nondestruction 　 method ； near 　infrared　 spectroscopic 　analysis （NIRA ）；

sennoside 　A ；sennoside 　B

　生 薬 で は 原植物 ， 産 地 ， 栽培 年数及 び調製方法な どが そ

の 品質を左右す る こ とが 知 られて い る．その た め 現在 の 品

質評 価 は五 感に よ る 評価 に 加え，有効成分 な ど の 含 量 を指

標 に した 方法が 多用 され て い る．

　最近 の 有効成分 の 定量法 は精度が 向上 し たが，試 料 溶 液

の 調製な ど 操作が 煩 雑 で 時 間 が か か り，さ らに 経 験 も必 要

とす る場合 も多い ．

　そこ で 著者 ら は よ り簡易 で 迅 速 な定 量 法 を 開発 すべ く，

近 年，医薬 品 研 究，食 品研 究 な どに 用 い ら れ始 め た 近赤外

分 光分 析 法 （Near 　Infrared　Spectroscopic　Analysis，以

下 NIR 法 と略） に 注 目し，本法を生 薬 の 晶質評価 に 適 応

す る こ と を試 み 興 味あ る 知 見 を得 た．

　NIR 法 は 非 破 壊 分 析 の 一方 法 で あ り，粉 末 試料 を抽 出

など の 操作をす る こ と な く直 接測 定 で き る こ と を特徴 と し

て い る ．

　一般 に 本 法 の 試料 は 粉 末 状 あ る い は ス ラ リ
ー

状 な ど 不透

明 な もの が 多 く，
こ の 場合 に は 拡散反射光 で 得 た ス ペ クト

ル を数学的処理 を行 い 定量を行 う方法 （拡散 反 射法） を採

用 して い る，す な わ ち，試料 に 照射され た 光 は 試 料の 表 面

に 反射 し，反射光 と な り
一

部 の 照射光 は粉末層を透過 し，

成分 に 吸収 され て 透 過 ， さ らに 反射を繰 り返 し多 くの 情報

を持つ 拡 散反射光 とな る．こ の 光を集 め ス ペ ク トル を得 る

方 法 を拡 散 反 射法 と称 して い る．

　拡 散 反 射 光 と 物質 の 吸収 と の 量 的 関係 は Kubelka・

Munk の 式 で 説 明 さ れ て お り，　 NIR 法 で の 定量 は こ の 原

理 を 利用 して い る
D．本法 は 前 述 し た よ うに 非 破 壊 で ，か

つ 迅速 に 定量 で き る 方法 で あ る こ とか ら，ロ ッ ト内 か ら多

数 の 検体 を測定す るな どの 必要性 の 高い 生 薬 の 品 質評 価 に

は 最適 と 考 え られ る．

　NIR 法 で の 測 定 主 波 長 領 域 は 1，200〜2，400 皿 1 で，こ

の 領 域 は 水 素 原 子 に 結合 した 原 子 団 （CH ，　 OH ，　 NH な

ど） の 基準振動 に 関係 した 倍音振動，あ る い は 結合振 動 に

よ る 吸収 が 観察 さ れ る た め 有機化合物 の 多 くの 情報が 得 ら

れ る．一
般 に 近赤外領域 の ス ペ ク トル は 吸収 が 弱い た め，

水 の ような強 い 吸収 に 他 の 吸収帯 が影 響 さ れ る こ と な く赤

外領域 で の 多成 分 の 情報 が 得 ら れ る．しか し，ス ペ ク トル

が ブ ロ
ー

ドな た め 当 初 は定性 分 析 の み に 用 い られ て き た が
，

コ ン ピ ュ
ーター

の 発 達 に よ りデータ処 理 の 自動 化，複雑な

統 計学的 数 学手法 （相関 ， 回帰，多変量解析な ど） に よ り

データ解析 が 容 易 とな り， 最近 で は ス ペ ク トル の 吸 収 度 か

（297）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Pharmacognosy

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoognosy

ら成 分 量 を求 め る定量 分 析 に も応 用 され，そ の 理 論 及 び 実

施例 の 報告 が 見 られ る よ うに な っ て き た
ト 3〕．

　 そ こ で 本法 を生薬 の 成分定量 に 応用 す る こ と を試 み た ．

　対照 生 薬 と して は ，緩下 ， 健 胃， 消 炎作用 が あ り， 大 黄

甘草湯，三 黄瀉心湯な ど，多くの 漢方方剤 に 配合 さ れ て い

る代表的 な生 薬 「大黄」（Rheum 　Palmaktm　L．，　R ．　tangut’−

iczfm　 MAXIM ．，　 R．　 coreaveum 　 NAKAI，　 R ．017icina ！e　BAILL．

な ど ）を と りあげ た．

　大黄の 化 学的，生 物学的研 究 は古 くか ら行 わ れ，活性成

分 と して は 140余 種 の 化 合 物 が 単 離 計 明 さ れ て い る
4・5）．

　主薬効 成 分 （緩 下 作用 ）は sennoside 類 で あ る こ とか ら，

大黄 の 品 質評価 は 五 感 に よ るほ か，sennoside 　A （1）及 び

sennoside 　 B （II） な どの 含 量 を指 標 と し て い る場 合 が 多

い ．

COOHCOOH

Sennoside　A （P ；10−10
’
（t
’
rα ns ）

Senlloside　B 〔II）；10−］0
’

（meso ）

　今 回，信州大黄 （本邦栽 培 品） 及 び 市場 品 大 黄 （中 国か

ら の 輸 入 品）の 合計 51検体 を用 い ，本法 に よ る 1 及 び II

の 定 量 並 び に 水 分 の 測 定 に つ き検討 を行 っ た の で 報告す る．

実　験　の 　部

　実 験 材 料　大 黄 は 北 海 道 に て栽 培 し た 信州大黄 29検

体 を武 田 ヘ ル ス ケ ア （株）か ら ， 市場 品 の 大 黄 22検 体 は 武

田 薬 品 工 業（株）・京都 薬用 植物 園 ，
三 国（株 ）及 び 栃 本 天 海

堂 か ら入手 した．次 い で そ れ らの 中か ら任意 に 信 州 大黄

20検休 及 び市場 品大黄 17検体 を選抜 しキャ リ ブ レ
ー

シ ョ

ン モ デ ル 作成 用 と した．そ の 他 （信州大黄 ；9 検体，市場

品 大黄 ；5検休）は バ リデー
シ ョ ン サ ン プ ル と した ．

　標 準 品 及 び 試 薬　1及 び IIの 標 準 品 は 利光純 薬 工 業 （株）

製，生 薬 試 験 用 標 準 品 を 用 い た．HPLC 用 移 動 相 に は 同

社 の HPLC 用 試 薬 を ， イ オ ン 対 試 薬 に は 東京 化 成 工 業

（株）製の tetra−n ・butyl　ammonium 　bromide （TBAB ）を

用 い た。

　緩 衝液調製用 試薬 は い ずれ も和光純薬工 業 （株）製 の 試 薬

特級を用い た．

　試 料 粉末 の 調 製　各大黄検体 の
一

定量 （約 30g ） を ス

テ ン レ ス 製 筒 に 入 れ，ス テ ン レ ス 製 ボ
ー

ル と共 に 約 10分

間 ス ペ
ッ ク ス ミル で 破砕 した．

　高速液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ （HPI ．C）法 相 楽 ら
6〕の 方

法 を 改 良 し て 設 定 し た．即 ち ， column ，
　 LiChroCART

（LiChrospher 　100）RP −／8 ［（4　mm 　i．d．× 250　mm ），　 Cica−

Merck ］；column 　temp ．，　45℃ ；rnobile 　phase ，　   ，15M

AcOH 　 buffer　’MeOH ・CH ，CN （2D ：3 ：2＞ containing

D．0  6MTBAB ； sample 　size ，15 μ1；detection，308　nm ；

flow　 rate ，1．Oml ／min で 行 っ た ．

　試料溶液及 び 標準溶液 の 調製法に つ い て も相楽 ら
6）

の 方

法 に 準 じた．

　乾 燥 減 量 （LOD ）の 測 定 　試 料 粉 末 約 0，5g を秤 量 瓶

に 精 秤 し た 後 ， ／05℃，6h 乾 燥 し， デ シ ケ ーター （Sio2

gel）で室 温 ま で放冷 した 後，秤 量 し LOD を算出 した．

　NIR ス ペ ク トル の 測 定 条 件 　試 料 粉 末 約 1，5g を 粉 末

測 定 用 セ ル 中 に 叩 き な が ら均
一

に 充槇 し測定 し た．1及 び

IIの 標準 品 は セ ラ ミ ッ ク板上 に て 双 方向 フ ァ イバ ー
を用

い て 測 定 し た．そ の 他 の 条件 は 測 定 波 艮，1，200〜2，400

nm ；モ
ー

ド， 拡散 反 射 式 ；バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド， 白 色 セ ラ

ミッ ク板 ；ス キ ャ ン 方向，1，200 → 2．400　nm ；ス キ ャ ン

1呵数，バ ッ ク グ ラ ウ ン ドは 100 岡，試 料 は 25 回 ；測定 圓

数，3 回 ；測 定環境，25℃，45％ RH で 行 っ た ．

　 NIR ス ペ ク トル の 演算処理 及 び デー
タ解析　平均デ

ー

タ を吸光度変換 し，更 に その 二 次微分 ス ペ ク トル 変換 を実

施．各データ を重 回帰分 析法 に よ り 1，II，1＋ II及 び 水分

含 量 を算出 した．

　装 置   HPLC 装 置 ： teン プ は 島津製 LG6A 型，検

出器 は 島沖 製 SPD −6A 型，オ
ートイ ン ジ ェ ク ター

は 島津 製

SIL−6A 型 ， シ ス テ ム コ ン トロ ーラーは 島津製 SCL −6A 型，

デ
ー

タ処 理 装 置 は 島津 製 C・R4A 型 を それ ぞ れ装 着 して 用

い た ．恒温槽 は 東京理 化 製 ユ ニ クール UC ・65型 を用 い た．

　  NIR 装置 ：LT 　Industries製 QUANTUM 　1200型 を

用 い ，演算処理 及 び デ
ー

タ解析 に は IBM 　5170 型 電算機 を

用 い た ．

　  ソ フ トウェア ：LT 　Indしlstries 製の SpectraMatrix及

び LighTcalを用 い た．

結 果 と 考 察

　今 回の 定量手順 に つ い て そ の 概要 を Chart　1 に 図 示 し

た．

　す な わ ち，被 測 定試 料群 を代表す る 複数検体 （37検体）

を選 抜 し，慣行分 析 （IIPLC 法及 び LOD ） で 目的成分含

量 を測 定 し，次 い で 同
一

試料 及 び標 準 品 に つ い て NIR ス

ペ ク トル 測 定 を行 い ，そ れ らの ス ペ ク トル を二 次微 分 処 理

を行 っ た ．

　処 理 後 ス ペ ク トル の 帰属 を行 い ，慣 行分 析 で得 た 定量

値 を 基 に その 値 に最 も近 似 す る値 を示 す波 長 （数 ） を，測

定 した 領域 （1，200〜2，400　nm ）か ら コ ン ピ ュ
ータ

ー
で 重

回帰分 析 に よ り選 抜 し，可能性 の 高 い 複数の キャ リブ レ
ー
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Heasurement　of

Reference　MethDds

Near　Infrared　Hand「「ng

（M凵1tlple　Linear　Regression）

PredictionSample

b昭ve ！opment 　gf 　a　Calibration　恥del

　 （Multiple　Linear　Regression）

Evelution　of 　a 鉛 IibratiOn　Model

nteasurementReference

　MethodsThe 　choiじe　of　a 　Calibration　  deI

Chart　 1，

　 　
・
　ValidatIon　・…　』・．　齟』』・・．』．　．．．．．・．　 ．　 ．．．

Block　Diagram 　of　NIRA 　Method

シ ョ ン モ デ ル を算出した ．その 後，こ の キ ャ リブ レ ーシ ョ

ン モ デ ル を用 い て 未知試料 （14 検体）の 目的 成 分 含 量 を

NIR 法 に よ O 測 定 し ， 更 に 慣行 分 析 で 同 成 分 量 を測 定 し

て 両 定量値 の 相関を求 め，最 も良好 な 成績 を示 した キ ャ リ

ブ レ
ー

シ ョ ン モ デ ル を選択 した．

　 大 黄 （天 然物） な ど 多成 分 か ら な る試 料 で は 吸 収 ス ペ ク

トル その もの が そ れ ぞ れ の 成 分 量 に 比 例 して 影響 を受 け，

単純 な 回 帰式 で は 表 せ な い 場合 が 多い ．その ため 多成分 の

吸 収 を 要 素 に 入 れ る重 回 帰 分 析 （rv｛ultiple 　Linear　Regres −

siOII）に よ っ て 回帰 式 を算出 し， 検量線 を作成 して 定量 に

用 い られ る．

　 重 回 帰 分 析 と は，変数増加法 と 称 さ れ，単相 関 （1 波

長 ） か ら出発 しで 「貫行分析値 と相関関係 が 最 も良 くな る ま

で，変数の 数を増加 させ て 回帰式を求 め る 方法 で あ る．

　重 回 帰式 は 次 の 式に よっ て 表 す こ とが で き る，

　　　Ca＝K 。＋ Kl α 。 ＋ 角 α b ＋K3 α c ＋ 瓦 α d
…＋ κ

。
α

。

（こ こ で の α a
…

α n は 重 回 帰 式 の 説 明 変数 で あ っ て 定量 に

影 響 す る 成 分 に 由 来す る波 長 に お け る吸収 の 強 さ を示す指

標．K
。

〜K4 は 未知 母 数 で あ り， 慣行分析 で 正 確 な 成分値

が 得 られ た キ ャ リブ レ
ー

シ ョ ン 用 試料 をもとに ，重回帰分

析 の 手法 で 決定 され る定数 ）

　 大 黄 の 水 分 並 び に 1及 び IIの 測 定 に も重 同 帰 分 析 を 採

用 し，以
一
ドの 成績を得 た．

　 1． HPLC 法 に よ る 1及 び IIの 定量 結果

　各試料 （大黄 末 ）中の 1及 び IIの 含 量 を 実 験 の 部 に 記

載 した HPLC 条什 に よ り測 定 し， そ の 含 量分 布 を Fig．／

（a ） に 示 し た．そ の 結 果，信 州 大 黄 〔栽 培 品 ）で は 1十 II

の 含 量 は 1．5〜2、7％ を 示 し た が ，市場 品 で は trace〜2．7

％ と幅 広 い 分 布 を示 し た．

　 こ れ ら 各々 の 定量値 を基 に，後 述 す る NIR 法 に よ る

sennoside 含量測 定 用 キ ャ リ ブ レ
ー

シ ョ ン モ デ ル を作成 し

た ．

　 2． LOI ）測定結果

　各試 料 中の 水分 を LOD と して 測 定 し，そ の 含 景分 布 を

Fig，1 （b） に 示 し た ．そ の 結 果，信 州 大 黄 （栽 培 品 ） で

は 5〜11％の 範囲 で あ り， 試 料 の 約 8割 は 5〜9％で あ っ た．

今 回 の 実験 の 範 囲 で は市場 品 は概 して 信州大黄 よ り高 く 7

〜13％ の 範 囲 で あ り，主 に 7〜11％で あ っ た．
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　 　 　 　 （a）Sennoside　A 　plus　B 　Conte 飢 s （％1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （b｝Wa ヒer　ContentS 

　 　 A，1．6〜2．7％ ：B，1．0〜1．5 ％ ；C，Oユ〜0．9％ ；D，0．0〜0、09％，　　　　　　　　　　　　　　　　　 A，5．D〜8．O％ lB．8．1叩10．O％ ；C、10．1−vl15％．

Fig．1．　 Distribution　of 　Sennoside　A　PIus　B 　Contents（HPLC 　Method ） and 　Water 　CQ ［ユtents （Official
　　　 Method ： Loss　on 　Drying）
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　 こ れ ら 各々 の LOD 値 を 基 に，後 述 す る NIR 法 に よ る

水分測定用 キ ャ リブ レ
ー

シ ョ ン モ デ ル を作成 し た．

　 3．試料 の 粒度

　 反射光測定 の 場合，試料の 粒度分布 が ス ペ ク トル の 再 現

性 に 影 響す る こ と が 知 られ て い る．そ こ で 今 回の 試 料 に つ

い て は一
定条件 で 粉 砕 す る と共 に，抜取検 査 で 粒度分布を

測 定 し，100mesh 以 下 の 粉 末 が 60％ 以 上 で あ る こ と を確

認 し測 定 試料 と し た．こ の 粉 末 試料 につ き，同
一
試 料 で 繰

り返 し NIR ス ペ ク トル 測 定 を行 い
，

二 次 微 分 ス ペ ク トル

で そ の 粒度 の 影響 を調査 した結果，ほ とん ど同
一

の ス ペ ク

トル が 得 ら れ た ．こ れ は ス ペ ク トル 演 算処 理 で 粒 度差 が 改

善 さ れ た もの と 判断 した ．

　 4． NIR 法 に よ る大 黄中の 水分 の 測定並 び に 1 及 び II

　　 の 定 量

　 4−1．NIR ス ペ ク トル 　天 然物 中の 成分 を NIR 法 で 分

析 した 場 合 ， そ の ス ペ ク トル は各種 成 分 が 互 い に 影 響 し合

い
， 複 雑 で ブ ロ

ー
ドな もの とな るが ，

こ れ を解析 し易 くす

るた め に 波 形 処 理 した もの に 微 分 ス ペ ク トル が あ る．一
般

に 用 い られ る微分 の 次数 は
一

次及 び 二 次 で，前者は オ リ ジ

ナ ル ス ペ ク トル の 変化率 を 差 吸 光度 （ZOD ） の 変化 で 表

した もの で，オ リ ジ ナ ル ス ペ ク トル の 極大吸光 の 微分 値 は

ゼ ロ に な る．後者は 前者 の 変化率 で オ リジ ナ ル ス ペ ク トル

の 吸 収 帯 と位 相 が 逆 に な る が ，極 大 吸 収 は 二 次微 分 ス ペ ク

トル で も極 大 値 と して 表 れ る の で，吸 収 帯 の 帰 属 に は都 合

が 良 い ．更 に ， 複数 の 吸収 帯が 小 波 長 差 で重 な っ た場合 で

も，吸 収 帯 の 確 認 が 容易 で あ り，隠 れ た吸 収 帯の 確認 も可

能 で あ る．また 微 分 値 と濃 度 の 聞 に 直 線 陛 が 成 立 す る の で ，

定量分析が 容易 に な るな ど の 特長が ある．

　1及 び IIの 標準品 の NIR ス ペ ク トル 及 び 大黄末 （信州

大黄，Lot　No ．405）の NIR 一次 吸収 ス ペ ク トル （Fig．2）

及び その 二 次微分吸収 ス ペ ク トル と各吸収 ピ
ー

クの 帰属

（Fig，3）を示 した．
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Fig2 ．　 Near　Infrared　Spectra　of　Sennoside　A ，　Sennoside　B　and 　Rhubarb
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Fig．3．　Second　Derivative　Spectra　of　Sennoside　A ，　Sennoside　B
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（300）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Pharmacognosy

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoognosy

　なお
， 各 試料 の ス ペ ク トル は コ ン ピ ュ

ーターに 取 込 み ，

波形処理及 び 演算処 理 を行 っ た．そ の 結 果，1及 び II が 持

つ 2 つ の 環構造 （bianthrone）を支 持 す る吸 収 が観 察 さ れ

た が ，環 に 結 合 して い る糖 （glucose） に 由 来 す る特徴的

な 吸収 は 特定 で きな か っ た ．す な わ ち ，
1及 び IIの 全体 ス

ペ ク トル を比 較 す る と，  1，400〜1，450nm ：IIの 吸収 が

1の 吸 収 よ り大 で あ る．  1，480〜］，SOO　nrn ：1の 吸収 が

IIよ り長 波 長 側 に シ フ トして い る．  1，910〜／，920　nm

及 び 1，950〜1，960nn1 ：1の 吸収 が IIの 吸収 よ り人 で あ る．

  2，000〜2，100nm ：1及 び IIの 木目違 が 顕 著 に 現 れ た領 域．

  1，630〜1，670nm 及 び 2，1DO　nm ：1 の 吸 収 が IIの 吸 収

よ り大 で あ り，か つ 1の 吸 収 が IIよ り短 波 長 側 に シ フ ト

して い る こ とな どが 観察され た．

　 こ れ らの 相 違 は 両 化 合 物 の 10−10ノ位 の プ ロ トン の 結合

位 置 （trans，　 meso 休 ）に 基 づ くもの と，そ れ に伴 う分子

内，分 子 間の 水素結合 の 違 い に よ る もの と 思 われ る．

　大 黄 末 で は 1，640〜1，690nrn ，2，140　nm の 2 吸 収 は 1

及 び IIの aromatic
−CH の 吸収 に 共通す る もの と思 わ れ

る が ，い ずれも 1は IIに 比 べ 長 波 長 側 に シ フ ト して い る

こ と が わ か る．大黄中に は sennoside 類 以 外 に 芳 香 族化合

物 を含 む こ と か ら，こ の 2 吸収 が selmoside 類 含 量 を 直 接

反映 した 結果 とは 言 い 難 い ．

　1，400〜1，450nm ，／，850〜1，960　nm の H20 と推定 され

る吸収 は 両化合物 と も H
，O 以 外 の 吸 収 と の 重 な り が 推

定 さ れ る．こ れ ら の 中で 1，400nm 付近 の 吸 収 は，他 の

一〇H 伸縮振 動 吸 収 や 水素結合 に よる 吸収，あ るい は H 、0

と他 の 一〇H との 水 素 結 合 に よ る 吸収 な ど の 影響 を受 け や

す い が ， 1，900nm 付近の 吸収 は ，1，400　 nm 付近 の 吸収 に

比べ て 大 きく，1，400nm 付近 の 吸収 よ
tr〕重 な りの 影 響 は

少 な い と 思わ れ る．

　4−2．重回帰分析 に よ る 演算処理 （定量 値 の 算出）

　4−2−1． キャ リブ レ
ー

シ ョ ン モ デ ル の 作 成 （水 分 ，
1 及

び 工1）：前 述 した と お り，まず，被 試 験 検 体 群 を代表す る

試料 37検休 の NIR ス ペ ク トル を 測定 し た ．次 い で，慣

行 分 析 で 得 られ た 値 （水分 は LOD 値，1及 び IIは HPLC

法 に よ る定 量 値 ） を も と に ，測定 した ス ペ ク トル の 中 か ら，

各指 標 化合物 の 特徴 を表 し て い る 波 長 （1，200〜2，400nm

間 の 6 波長） をコ ン ピ ュ
ーターに よ り 自動 選 択 し，最 も相

関 の 高 い 単相 関 （1 波 長）か ら出発 し，順次波長 を組 み 合

わせ ，相 関 係 数 （r ）が 最 大 で，か つ 標準 誤差 （SE） が 最

小 に な る ま で 自 動 計 算 を 行 っ た （Software： Spectra−

Matrix ）．
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Fig．4．　Relationship 　between　Wavelength 　and 　Multiple　Cor．

　　　 relation 　Coethcient（r ）or 　Standard　Error　（SE ）

　 その 相関係数 標準誤差 と を組 み 合 わせ た 波 長数 の 推移

を Fig．4 に 示 した ．こ の 成 績 か ら H 、0，1及 び IIと も波

長数を増加す る に 従 い 相関係数 が 高 くな り， 標 準 誤 差 が 小

さ くな る傾向が 観 察 され た が，4波 長 以 上 の 組合 せ で は そ

の 改 善 傾 向 が 小 さ くな っ た こ とか ら，今 回 は 4 波 長 に 絞 リ

キ ャ リブ レ ーシ ョ ン モ デ ル を作成 した （TABLE 　I）．

　大 黄 中 の 水分 量測定時，最 も大 き く寄与 した 波長 は

1934．5nlnで あ っ た．当該 波 長 は H20 の 結合吸収領 域 で

あ り，
Fig、2 の 二 次微 分 ス ペ ク トル か ら も分 か る よ うに 1

及 び II の C＝O 吸収 の 谷間 に 位置 し他 の ピ
ークの 干 渉 が 少

な い た め ，良好 な 結 果 が 得 られ た もの と推定 され た．

　 そ の 他 3波 長 を組 み合 わせ る こ とに よ t），よ り LOD 値

に近 似 し比 較 的良好な結果 を得 る こ とが で きた ．

　 NIR 法 に よ 「，測定 さ れ た 水分含 量 （Y 軸） と LOD 測

定値 （X 軸） と の 関係 を Fig．5 （a ）に 示 し た．

　1，II及 び 1＋II含量 の 測定 で は，寄与率大 と して 選 択

した 4 波長 の い ず れ も が 1，650， 2，150nm 付 近 の arom ・

atic
−CH 関係 領 域 で あ っ た こ とか ら，他 の 共存物質 の 影

響 を受 け易 い と推 察 され た．しか し ， 後 述 す る よ うに 定量

精度検 証試 料測定結果 か ら考察す る と，選択 した 波長 の 組

T ，／t］LE　I．　 Calibration　Model ： Number 　of 　Wavelength 　by　NIRA 　Data　Handling 〔Multiple　Linear　Regression）

Item Water Sennosi〔le　A Sennoside　 B Sennoside　A 　plus　B

Wavelength （nm ） 1934．5　　　1533，5
上806，5　　 1644 ．5

2136 ．5　　　1660 ．5
2182．5　　　1567、5

1631．5　　　1469．5
1682．5　　　2331．5

2135．5　　　1745．5
1660，5　　 1564．5
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TABLE  IL Validation on  Determination(n=8)(%)

Sample
 Item

A B C
WaterS-AS.BA+BWater'S-AS-BA+BWaterS-AS-BA+B

Max.Min.Ave.

 (x)
cv

10.32

 9.6110.02

 2.40

O.86O.76O.845.10O.62O.48e.548.101.311.211.272.719.949.679.811.05ooo9.97.73.8661O.54O.43O.518.411.451.141.336.399.378.699.102.891.451.331.392.48O.87O.70O.796.242.LL3.08859998

HPLC  and

LODdata  (y)9.5O.84O.441.289.4O.81O.441259.11.39O.662.05
Ratio' 5.5o.o22.7O.784.46.215.96.4 o,e.to.o19.77.8

*100(x-y)fy.

S-A, sennoside  A; S-B,sennoslde B; A+B,  sennoside  A  plus  B;CV,  coerncient  of  variation;  LOD,loss  on  clrying.
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合せ で 求 め た 値 は い ず れ も慣行分 析値 と近 似 し た 結 果 が 得

られ た．こ の 結果 か ら今回の 4 波長 に よる重 回帰分析 の 演

算処 理 で，充分 目的が 達せ られ た と判 断 した．

　NIR 法 に よ り測 定 され た 1，　II及 び 1十 IIの 含 量 （Y 軸 ）

と HPLC 法 で得 た 測 定値 （X 軸）との 関係 を Fig．　5 （b〜

d） に示 し た．

　 4−2−2． バ リデ
ー

シ ョ ン ：慣行定量法を検証す る 場合

添加 回収率 を求 め る 実 験 が
一

般 的 に 行 わ れ る．しか し，

NIR 法 で 天 然物 中の 成分量を測定す る場合，それ らは何

が しか の 塩 を形 成 して い る 場合 が 多 く，単純 に 標準 品 の 添

加 が 定 量 目的 成 分 の 増 量 とは 考 え難 く，必 ず し も添加 回収

実 験 が 検証法 と して望 ま しい 方法 で は な い と推 察 され た．

　そ こ で，まず 未 知 試 料 （14検 体 〉を用 意 し，確 立 し た

NIR 条 件 （キ ャ リブ レ ーシ ョ ン モ デ ル ） を 用 い ，そ れ ら

の 水 分 ， 1及 び IIの 含量 を測 定 し， 次 い で慣行分 析法 で 測

定 し，両者 の 相 関を求め る 方法で 定量精度 を評価す る こ と

と した ．

　そ の 結果，Fig．6に 示 した ように 未知試料 に お い て も慣

行分析値 と良 く
一

致 した 値 が 得 られ，また 標準誤差 もキャ

リブ レ
ー

シ ョ ン モ デ ル 作成時の 値 と 大差 な く，NIR 法 で

の 定量 は極 め て 有効 で ある こ とが 確認 され た．

　更に ，再度任意 に 3 検体選抜し，同試料 を本法 で 繰 り返

し測定 を行 い ，バ ラ ツ キ （CV ）及 び 再 現 性 な ど を検 証 し

た 結果，非破壊下 に お い て の 簡易迅速定量法 と して は ほ ぼ

満 足 で きる成績を得 る こ とが で き た （TABLE　 II）．

結 論

　以 上 の 諸検 討 の 結果 ， 今 回 の NIR 法 に よ る大黄中の 水

分，sennoside 　A 及 び B の 定量結果 は，慣行分析法 に よ る

値 と対 比 す る と， そ の 相 関係数 は 0．94〜O．98
， 定量限界

が 0．1％ 程 で あ っ た．

　 HPLC 法 に よ り若干精度 は 劣 る が ，多数 の 検体 を極 め

て 短 時 間 （10検体／約 3分） に 測定可能 で あ り，生 薬 の ロ

ッ ト内，間の 品質 の バ ラ ツ キな ど を迅速に 評価す る測 定 法

と して は ほ ぼ 期 待 し た 結 果 で あ っ た．

　本法は 相対分 析法 で あ る こ とか ら，多数 の 検体 か らの 情

報 をデータベ ー
ス 化する こ とに よ り精 度が 向 上 す る とい う

短 所 が あ る．しか し，キ ャ リプ レ
ー

シ ョ ン モ デ ル 作 成 後 は

極 め て 簡易 で，か つ 迅速 な分析法 で あ る こ とが
， 今 回 の 大

黄 を用 い て の 実験か らも確認 され た．

　今 回 の 知見 は 本法が 他 の 生 薬の 品質管理 ，栽 培 研 究，公

定書収 載 の 定 量 法 の 補助 的手 段，エ キ ス 製造 時の 工 程 及 び

品質管理 な どに も，慣行分析法 と併用 して 有効利用 で きる

こ と も合 わせ て 示 唆 した 成 績 と い え る．

　 医薬 品 原 料 と して 用 い る生 薬 の 成 分 定 量 は 公 定 書 収 載 法

が 望 ま しい た め ， 直 ち に本 法 を広 く採 用 す る こ と は で きな

い が，今 後 ハ
ー

ド，ソ フ ト両 面 の 開 発 が 進 め ば 本法 の 利用

範 囲 が よ り広 が る もの と期 待 され る．
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