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イ オ ン ペ ア
ー ク ロ マ トグラ フ ィ

ー に よ る呉茱萸配合

　　　漢方 エ キ ス 製剤中の Synephrine の 定量
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　Asimple 　and 　reliable 　ion−pair　HPLC 　method 　was 　 established 　for　the　determination　of 　synephrine

contents 　in　kampo 　prescriptions 　containing 　Evodiae　Fructus，　by　using 　sodium 　dodecyl　sulfate （SDS）

as 　an 　ion−pair　reagent ．　 The 　best　procedure　for　extract 正ng 　synephrine 　was 　to　treat　kampo 　medicines

with 　H20 −CH3CN −SDS −H ，PO4 （73 ：27 ：0．5：0．1）with 　stirrlng　for　10　min ．　 When 　an 　ODS 　column

and 　SDS 　as 　an　ion −pair　reagent 　were 　used ，　synephrine 　was 　eluated 　w 正thin　31　min 　without 　interference

from　co −existing 　components ．　 By　using 　this　method ，　kampo 　extract 　preparations 　containing 　Evodlae

Fructus　extract 　were 　examined 　for　their　synephrine 　contents ．　 The 　results 　revealed 　that　the　syne ・

phrine　contents 　in　such 　kampo 　extract 　preparations 　were 　8−13％ of　those 　in　the　corresponding

pharmaceutical 　decoctions　reported 　prevlously ，
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　呉茱萸 は冷 え症 用 薬 とみ な され る処 方に 配 合 され る漢方

処 方 用 薬 で あ り，厚生省監修 の
“一

般用漢方処 方 の 手引

き
”1，に 収 載 さ れ て い る 漢方処 方 210 品 目 中 5 品 目 に 配 合

さ れて い る生薬 で あ る．その 成分 に つ い て は ア ル カ ロ イ ド

と して synephrine が 知 られ て お り，こ の 成 分 は 陳皮，枳

実 な ど Citras　re基 原 生 薬 に 含 ま れ る
2）交 感 神 経 作 用 薬 で

血 管収縮，血 圧 上昇，気管支筋 弛 緩 等 の 薬 理作用
3）が 知 ら

れ て い る．

　従 っ て，synephrine の 定量 は，薬事衛 生 上及 び 品 質管

理 の 視 点 か ら も重要 で あ る．

　近 年 ， そ の 投与，服薬 の 簡便 さ な どか ら漢方エ キ ス 製剤

が 急速 に 普及 して い る．しか し，漢方エ キ ス 製剤 は，そ の

基 原 植物 ， 生薬 へ の 調製加工 法，保存法 の 相 違 な ど い わ ゆ

る生薬 自体 の 変動 に 加えて，製剤工 程 に よ っ て も 品質 の 変

動 が 起 こ る こ と が 知 られ て い る
4）．

　著者 ら は 既 に 呉 茱 萸 が 配 合 さ れ た 漢 方湯液 中 の syne −

phrine の 定 量 につ い て 報 告 して い るが
5），今 回は その 時用

い た イ オ ン ペ ア
ー

高速液体 ク ロ マ トグ ラフ （IP−HPLC ）法

が エ キ ス 製剤 に も適用可能 か，ま た ， synephrine の 含量

が 各社 の 製品 に よ り差 が あ るか ど うか を明 らか にす る こ と

を 目 的 に 本 研 究 を行 っ た．

実　験　の 　部

　1．標 準 品 　dl−Synephrine は Sigma 社 製 の も の を

CH30H か ら再 結 晶 して 用 い た．

　2。試薬　Sodium　dodecyl　sulfate （SDS） は ナ カ ラ イ

テ ス ク （株）製 ， CH ，CN は 和光純薬工 業 （株〉製 の 試 薬

特 級 を用 い た．

　3．試料　呉茱萸配合漢方エ キ ス 製剤 は 3種 類 用 い た が
，

呉 茱萸湯，温経湯，当帰 四 逆 加呉茱 萸 生 姜 湯 すべ て につ い

て A 〜C 社製 （A ，C 社 は エ キ ス 細 粒 ，　 B 社 は エ キ ス 顆

粒） を用 い ，3処方すべ て に つ い て A
，
B 社 は 医療用，　 C

社 は 市販 の
一般 用 を用 い た．ま牟，著者 らが 既 に 報告

5） し

た 呉茱 萸 配 合漢方湯液中の synephrine の 定 量 値 を 呉茱 萸

1g に 対応 す る量に 換算 した 値 D も示 し た．各 エ キ ス 製 剤

の 1 日量中の 呉茱萸 の 配合量 は ， 呉茱 萸 湯 A
，
B 社 （3．0
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g）， C 社 （L5g ）， 温経 湯 A ，　 B 社 （1．Og ），　 C 社 （1．5g ），

当帰 四 逆加呉茱萸生 姜湯 A ，B 社 （2．Og ），　 C 社 （1．Og ）

で あ っ た．

　4．試料の 調製　各漢方エ キ ス 製剤 を粉砕 器 SCM −40A

（Sibata製） で 粉末 と し，呉茱 萸 1g に 対 応 する 量 2．5〜

12．Og を正 確 に 秤 り，溶 離 液 40ml を加 え 10分 間攪 拌抽

出した．次 に TOMY 　LC ・131 （ト ミー工 業 （株）製）を用

い て，3，000　rpm で 遠心分離 し，上澄液 を と り，さ らに 残

渣 に 溶 離 as　2　ml を加 え，遠心分離 して 洗浄操作 を 2 回行

っ た．上 澄 液 とそ の 洗浄液 と を合 わせ ，溶離液 を加 え て 全

量 50ml に した もの を試料溶液 と した．

　5． HPI ．C の 装置及 び 測定条件　東 ソ
ー （株）製 CCPD

型 ポ ン プ，UV −8011 型 UV 検 出 器 ，
　 CO −8010型 カ ラ ム オ

ーブ ン 及 び SIC　Chromatocorder　 12イ ン テ グレ
ー

タ
ー

を

接続 し，カ ラ ム は TSK 　gel　ODS −120T （4．6　mm 　i．d．× 250

mm ）を使 用 した．フ ォ トダ イオ
ー

ドア レ イ検出器 は，大

塚 電 子 （株〉製 MCPD −3600型を使用 した．測定条件 に つ

い て は，著者 らが 既 に報告
5｝

した もの と同様 に 行 っ た．

　6．検 量 線　Synephrine に つ い て 5〜50 μg／ml の 濃 度

範囲で 調製 し，10 μ 1を HPLC に 注 入 し，得 られ た ピーク

面積 より検量線を作成 した．こ こ に得 られ た 検 量線 は 良好

な 直線 1生を示 し た．

　 回帰直線式は 次 の とお りで あ っ た．

　　　　y ＝4．24276× 10−8x
十（

− 1．90735× 10−5）

　　　　　 （r ＝ 0．999）

　 7．抽 出 溶媒及 び 試料溶液 調 製法 の 検討　呉茱 萸湯 A

社 に つ い て ， 抽出溶媒 と して MeOH ，50％ MeOH ，　HPLC

の 溶離液及び 水 の 4種 を用 い た．ま た，抽 出方 法 と し て水

浴中加熱 還 流，室 温 で の 攪 拌 及 び超 音 波 抽 出 を，それ ぞ れ

15分間行 い ，試料 の 調製 の 項 と同様に調製 し た もの に つ

い て 定量を行 っ た．

　 8．抽 出 時 間 の 検 討　HPLC の 溶 離液 を用 い た 攪拌抽

出に つ い て ，5，10， 15， 30，
45 及 び 60分間そ れ ぞ れ抽 出

を行 い ，試 料 の 調製の 項 と同様 に 調製 した もの に つ い て 定

量 を行 っ た．

　9．定 量 法 　調 製 し た 各 漢 方 エ キ ス 製 剤 の 試 料 溶 液

は 0．45 μm の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ターで ろ 過 後，10 μ 1を

HPLC に 注 入 し，標 準 溶 液 よ D得 た 回帰直線式 に 従 い 定

量値 を算 出 した．

TABLE　 I．　 Effect　 of 　Solvents　 and 　Methods 　on 　Extraction

　　　　 of　Synephrine　for　15min　from　Gosyuyu −toa〕

Solvents
Synephrine　cQntent （mg ）

Refiuxing　　 Stirringb）
　 Ultrasonic

Mobile　phase
Methanol
50％ MethanQl
Water

0．490
．420
．500
．48

0．520
．42G
．500
．51

0．480
，420
．410
．49

a ）Sample ：Gosyuyu −to　A　Co、，　Ltd．，3．Og （corresponding

to　l　g　of　Gosyuyu），
blAt

　room 　temp ．

TABLE　II．　 Effect　of 　Extraction　Time 　Qn 　Extraction　of

　　　　　Synephrine　from　Gosyuyu ・toa）

Extraction　time

　　 （min ）

Synephrine　content

　　　（mg ）

結 果 及 び 考 察

厂
DO

广
DG50

　

1134

震
U

0．500
．540
．520
．530
．530
．53

　抽出溶媒 及 び 試 料 溶 液 調 製 法の 検 討 の 項 に した が っ て 行

っ た synephrine の 定 量 値 を TABLE 　I に 示 した 。こ の 際，

CH3CN の み を使 用 す る と，
　 synephrine の ピ

ー
クは 観測

さ れ な か っ た．ま た，HPLC の 溶離液 に つ い て は，著者

らが 既 に報告
5）し た 湯液 と 同じ比 率 だ と他 の 成分 が syne −

phrine の ピ
ー

ク （25分） に 重 なり合 っ て くる た め，　 HiO一

a〕Sample ：Gosyuyu ・to　A 　Co，，　Ltd、，3，0g （corresponding

to　l　g　of 　Gosyuyu）．

CH3CN −SDS −H ，PO 、 の 比 率 を （70：30：0．5 ：0．1）か ら

（73 ：27；0．5 ：0．1）へ 変 更 す る と，synephrine の ピ
ー

ク

は 30分 前 後 に 単
一

の ピ
ーク と して 認 め られ た．こ こ で，

HPLC の 溶離 液 を抽 出 溶媒 と し て 攪拌抽 出 した 場合，

synephrine の 抽出効果が 最 も良好 で あ っ た ．

　次 に，抽 出 時 間 の 検 討 の 項 に し た が っ て 検討 した 定量値

を TABLE 　IIに 示 し た ．10分 間抽 出 を行 う こ と に よ り

synephrine は 充分抽出さ れ た．

　以上 の 結果 か ら，試 料溶 液 の 調 製 は HPLC の 溶離液 を

用 い ，10分 間 室 温 で 攪 拌 抽 出す る の が 最適 で あ っ た．

　Synephrineの ピークは 30分付近に 現 れ て お り，い ずれ

の 漢方 エ キ ス 製剤 に お い て も synephrine の 定量に 影響 を

及 ぼ す よ うな妨 害 ピークは 認 め られ な か っ た ．こ の 場合，

SDS 試 薬 を含 ま な い 溶離液 を用 い る と，　 A 社 の 呉茱萸 湯

で は 2．O〜10．0分 の 間に すべ て の 成 分 が 重 な り合 っ て 溶出

す る た め synephrine の ピ
ーク （2．5分）は 隠ぺ い さ れ て

しまい ，確 認 す る こ と は 出来 な か っ た．さ らに ，各 エ キス

製剤 中の 各 ピークの 単
一

性 は フ ォ トダイオ
ー

ドア レ イ検出

器 を用 い て ，
三 次元 ク ロ マ トグ ラム ，等高線クロ マ トグ ラ

ム の 測 定 及 び 各 ピーク を上昇部，頂上 部 と 下降部 の 3 つ の

部分 に分け て そ れぞ れ の 吸収 ス ペ ク トル が 同
一か ど うか を

確認す る こ とに よ り行 っ た．

　 TABLE　IIIに，本 法 に よ っ て 定 量 し た 各社 の 各エ キ ス 製

剤中 の 呉茱萸 1g に 対 応 する synephrine の 定量値 を示 し

た．また，定量値の 変動 （CV ，　 n ＝ 3）は O．e1〜2．60％ と

比 較 的 精 度 の 良 い 値 を示 し た．各 社 の 各 エ キ ス 製剤中 の

synephrine の 含 量は ， それ ぞ れ 呉 茱萸湯 は 0．04〜0．54　mg ，

（485）
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TABLE　III．　 Contentsa〕of　Synephrine　in　Kampo 　Medicinesb〕

Sample Corporation　 Content（mg ）

Gosyuyu −to
　 （呉茱萸湯）

Unkei−to
　 （温経 湯）

Toukishigyaku −ka−

gosyuyusyoukyou −to
　 （当帰 四逆 加呉 茱 萸生 姜湯）

　

　

　
じ　　　
　

　

　

　

　

　

　
じ

　

　

　　　　　　　　じ

ABCDABCDABCD G．540
．50G
．042
．880
．580
．130
．303
，970
．290
．170
，482
．63

al
　Corresponding　to　l　g　of　Gosyuyu ．

b 〕Gosyuyu・to　A ，　B 　Co．，　Ltd ．（3．Og），CCo ．，　Ltd．（1．5g ），
Unkei−to　A ，

　B 　Co．，　Ltd．（1．Og），CCo ．，　Ltd．〔1．5g ），
Toukishigyaku−ka・gosyuyusyQukyQu ・to　A ，　B　Co．，　Ltd．

　（2．Og），CCo ．，　Ltd．（1．Og）．
c）CQrresponding　to　l　g　of　Gesyuyu　in　orienta 玉pharma ．

ceutical 　decoctions　reported 　previously ，5｝

者 らが 既 に 報告
5）

した 値 D とエ キス 製剤 の A 〜C 社 の 定

量値 の 平均値 と を比 べ る と，そ の 差 の 最 も小 さ い 呉茱萸湯

で は 漢方湯液 で は 2 ．88mg ，エ キ ス 製剤 の 平均値 が 0，36

mg と約 13％ ， 定 量 値 の 差 の 最 も大 き い 温 経 湯 で は 漢 方 湯

液 で は 3．97mg に 対 し ，
エ キ ス 製剤 の 値 が 0．34　mg と約

8％ の 値を示 し， 漢 方 湯液 に 比 ベ エ キ ス 製 剤の 定量値 は 著

し く低 い 値 を示 した．

　以上 の こ とか ら抽出溶媒 と して HPLC の 溶離液 を用 い ，

10分 間室温 で 攪拌抽出 し，SDS を 工P 試 薬 と し て HPLC

を行 うこ とに よ り 3種 類の 呉茱 萸 配合漢方エ キ ス 製剤 中の

synephrine の 定量 が 可 能で あ る こ とが 明 ら か と な っ た．

ま た，synephrine の 含 量 が 各社 の 製 品 に よ り 2．8〜13．5

倍 もの バ ラ ツ キ が 認 め られ た．エ キ ス 製剤 に お い て は ，

synephrine 含量 は 漢方湯液 の 場合 と比 べ て 8〜13％程 度の

含 量 しか 認 め られ な か っ た．

引 　 用 　 文 　 献

温 経 湯 は   ．13〜  ．58mg ，当 帰 四 逆 加 呉 茱 萸 生 姜湯 は

0．17〜O．48　mg で あ り，各社 の 各 エ キ ス 製 剤 の synephrine

の 含量差 を 比べ る と当帰四 逆 加呉茱萸 生 姜湯 で は 2．8倍 と

比較的 バ ラ ツ キ が 小 さ い が，呉 茱萸 湯 で は 13．5 倍 と メー

カー問 で バ ラ ツ キ が 認 め ら れ た．こ れ ら 製 剤 中 の syne −

phrine の 含有量 の 差 は ， 同
一

メーカーが 3処 方すべ て に

つ い て
一

番高い 値や，低 い 値を示 して い る訳 で は ない の で，

原 料 生 薬 に 起 因 す る もの で は な く，エ キ ス 剤へ の 製剤工 程

に よ る と こ ろ が 大 き い と思 わ れ る．ま た，TABLE　IIIに 著
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