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紫雲膏中の シ コ ニ ン の 定量法
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「「Shiunko”is　 a　purple−cob 祀 d　 ointment 　 used 　f｛）r　curing 　skin　 diseases　 in　Japanese

traditional　medicine ．　One　of 　the　major 　ingredient　crude 　dmgs　in　Shiunko　is　Lithospemum

RooI （Shikon）which 　conIains 　Ied　napthoquinone 　pigments，　shikonin 　 and 　its　fatty　 acid

esters．　Shikonin　derivatives　have　been　reported　to　exhibit 繊 imicrobial，　antiinfiammatory

and 　antitumor 　activities．

　Asimple　and 　efficient　method 　for　quantitative　determination　of 　shikonin 　dedvatives　in

Shiunko　was 　established ．　Shikonin　pigments　extracted　with 　CHCl3　from　Shiunko　 were

aH（ali−hydrolizθd　to　shikonin ，　 which 　 was 　in　 alkaline 　water
，
　 and 　other 　substances 　 which

remained 　in　CHCI31ayer．　 Shikonin　 was 　then 　 ex に acted 　with 　 CHCI3 　 a負er　 acidication ，　 and

su切ected　to　HPLC 　analysis ．　The 　present　method 　was 　shown 　to　be　applicable 　to　chem 孟cal

evaluation 　of　Shiunko　and 　Lithospermum　Root　on 　the　market

Keywords ：Shiunko；determination：HPLC ；Lithospermum 　Root ； shikonin

　紫雲膏は，江戸 末期の名医華岡青州が処方し た

漢方の 軟膏で ，解毒，抗
．
菌，抗炎症作用があ り，

肉芽形成 を促進 す る 低刺激性 の 軟膏 と し て
，

や け

ど や外傷な どに効果 が あ る とい われ て い る
1）．

　紫雲膏は肌 を潤 し解熱及び鎮 痛作朗 がある当帰

と，抗炎症 及 び殺 菌 の 効果 があ る とい わ れ る 紫 根

を ゴ マ 油 ，ミ ツ ロ ウ，豚脂 で熱抽出 した もの で あ

る．紫根 （Lithospermum　Root）は ，円本薬局 方で

は ム ラ サ キ Lithospermum　 erythrorin
’
ZOfl 　SIEB．　 et

ZUCC の 根 （硬紫根）と規定 され て お り，種 々 の

シ コ ニ ン 誘導体 を含有 し て い る ．こ れ ら の シ コ ニ

ン 誘導体 に は抗菌
2）
，抗 炎症

3》
，肉芽増殖 の 促 進

4．

6）
，腫瘍細胞の 増殖抑制

7．9｝

， トポ イ ソ メ ラーゼ 1
の 阻害

1ω
な らび に ヒ ドロ キ シ ラ ジ カ ル 生成の 抑制

1L ｝
な ど種々 の生理活性が 報告 され て お り，紫根 の

有効成分であ る と考えられ て い る．こ れらシ コ ニ
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ン 類 は紅紫色か ら暗紫色を星す る naphthoquinone

系色素で 脂溶性 で あ り，紫雲膏 の 紫紅 色 は こ の 色

素に よ る もの で ある ．した が っ て紫雲膏中の シ コ

ニ ン 類 の 定 量は
， 紫雲膏の 品質の 評価に は 欠 か せ

ない もの と言 える．紫雲膏の 基剤は ゴ マ 油，
ミ ツ

ロ ウ ，豚脂で あ り，紫雲膏中の シ コ ニ ン 類の定 量

で 最 も大 きな問 題 と な る の は こ れ ら油脂 と脂溶 性

の 高 い シ コ 　： ン 類の 分 離 で あ る．

　紫雲膏中の シ コ ニ ン 類の定 量に つ い て は ，すで

に 田中 らに よ り
12 ｝

，薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーに

よ っ て 油脂 と シ ワニ ン 類 を分 離 させ る方法が報 告

され て い る．しか し こ の 方法は 薄層 の か き取 りと

い う煩雑な操作 が含まれ る た め に，結果の 再現性

とい う点で 問題 があ り，また微 量色素の 場合薄層

へ の 吸着、薄層 ．Lで の 分解が顕著で あ る 。 従 っ て

よ り簡便で信頼性の 高い 定量法 の 開発が望まれ て

きた 。

　我 々 は ，ほ とん どの シ コ ニ ン 類が シ コ ニ ン の エ

ス テ ル体 と して 存在する こ と t また こ れ ら シ コ ニ

ン 類が ア ル カ リ水中に 青色 を呈 して溶解する こ と

を利用 し，紫霎膏中の シ コ ニ ン 類 をシ コ ニ ン へ 加

水分解す ると同 時に ア ル カ りで 抽 出 し、油脂 と分

離 す る とい う手法を考案 した ．つ まりこ の 方法な

ら簡単な分配操作だけで シ コ ニ ン 類 をシ コ ニ ン と

して 定量 で きる と考えた．

　現在，硬紫根は そ の ほ とん ど が 中国，韓国 か ら

の 輸入品 で あり，そ の 中で も野 生品と栽培品が 存

在 し， 栽培 品 の 品質は 野牛品 に比べ て やや劣 る と

い われ て い る．今回我 々 は，市場よ り入乎 した 中

国産硬紫根 の 野 生 品と栽培品に シ コ ニ ン 含有量に

極め て 大 きな蒐 が あ る こ と を確認 した の で あわ せ

て 報告する ．

実 験 の 部

　定 量 方 法 　シ コ ニ ン の 定 量は HPLC を用 い た絶

対検量線法に よ っ て ，以 ドの よ う に 行 っ た．

　紫雲 膏　紫雲 膏約 100mg を キ ャ ッ プ 付 き試験

管に精密 に 秤取 しク ロ ロ ホ ル ム 4．Oml に溶解 し た．

こ の 溶液に tMNaOH 　4．Oml を加えボ ル テ ッ ク ス ミ

キサ ーで 1分間撹拌後，10分間遠心 （8eOg）した．

青色 を星する 水層 2，0ml を と り，こ れ に IM 　HCI

2．Om ］お よ び ク ロ ロ ホル ム 4．Oml を加 え再び ボ ル テ ッ

ク ス ミ キ サ ーで …分 間撹 拌 した ．IO 分 間遠心

（800g ＞後 ， 赤色を呈す る ク ロ ロ ホ ル ム 層 2．Om1

をと っ て濃縮乾固 した．残渣 を メ タ ノ
ー

ル 100μ1

に溶解した もの を検液とした．

　紫 根　紫根 の 粉末約 10mg を キ ャ ッ プ付き試 験

管に精密に秤取 し、ク ロ ロ ホ ル ム 4．Omlを加え て ，

30分間超 音波抽出 した ．10 分聞遠心 （800g） した

後 　上清 2．Oml に 1MNaOH 　4．Oml を加えて ボル テ ッ

クス ミ キサ
ー

で 1分 間撹拌後，10分間遠心 （800g＞

した．青色 を呈す る水層　2．Omt に 1M・HCI　2．Oml お

よ び ク ロ ロ ホ ル ム 4m1 を加え再び ボ ル テ ッ ク ス ミ

キサ ーで 1分間撹拌 した．le分間遠心 （2000rpm）

後，赤色 を呈す る ク ロ ロ ホ ル ム 層 2．Oml を濃縮 乾

固 し ， 残渣 をメ タ ノ ール 100μ1に 溶解 した もの を

検液と した ．

　 ヒ記 定 量操 作 に よ る シ コ ニ ン の 回収 率 は

98，2±2．3％ で あっ た 。

　 HPLC 条件

　紫雲膏　column ，　TSKgel 　ODS −80Ts　4．6x250mm ；

solvent ，　45％　　acetoninile
，　0，1％ 　　tetrahydrofUran ；

colulnn 　 temperature ，40 ℃ ； detection，　 UV 　214nm ；

sample 　slze ，10μ1、

　紫 根 　 column ，　 TSKgel 　ODS −80Ts　 4，6x250mm ；

solvent ，　　60％　　acetonitrile，，O．1％　　tetrahydrofuran；

column 　 temperature ，40 ℃ ； detection，　UV 　 214nm；

sample 　size，10μ1．

　実験材 料 　紫雲 膏は 大晃生薬 の 製 品を 、また

硬紫根は 同社の 紫雲膏製造に使用 され て い る 中国

遼寧省巌の 硬紫根 （野生 品お よび栽培品） を用 い

た ，大晃生薬製紫雲膏は こ の 野 生 品 と栽培 品 を 1

対 1の 割合で 配合 して製造 され て い る ．

　使用 した生薬は標本として 名古屋 市立大学薬学

部生薬学教室 に保管し て い る ．

　 紫雲膏は経時的なシ コ ニ ン量の 変化を測定す る

ため 1998 年 製，1992 年製，1987 年製の もの に つ

い て 検討し た ．

結 果

　1． 紫 根 中の シ コ ニ ン類 の 同 定お よ び加 水

分解 後の 全 シ コ ニ ン の 定量

　紫雲膏中 の シ コ ニ ン 類 をア ル カ リ処理後，シ コ

ニ ン として定量す る た め に ，まず紫根中の シ コ ニ

ン 類 の 同定お よ び，加水 分解後の シ コ ニ ン 量の 確

認を行 っ た，硬紫根 （野 生品お よ び 栽培品）をク

ロ ロ ホ ル ム で抽 出後，HPLC に よ り分析 したと こ

ろ，Fig．1．に 示 すよ うに 5 本 の メ イ ン ピーク が確
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認 された．ピー
ク 1 は標品 の Rt と

一一
致す る こ と か

ら シ コ ニ ン と同 定 した，ピー
ク 2〜5 を分 取 し

NMR に よっ て構造を確認 した と こ ろ ，ピー
ク 2〜

4 は そ れ ぞ れ ， β一hydroxyisova］erylshikonin ，

acetylshikonin
，
　 isobutylshikoninで あ り， ピー

ク 5

は isovaleryl−shikonin お よ び α 一methyl −n −

butylshikoninの 混 合 物 で あ っ た （Fig，2）
1z’］3），

shikonin （1）に相 当す る ピー
ク は非常に小 さ く紫根

中の シ コ ニ ン類 はそ の ほ とん どが ア シ ル体 とし て

存在 して い る こ とを確認 し た．

　 こ の 赤色の 紫根抽出エ キ ス に 1MNaOH を加 え．

るとク ロ ロ ホ ル ム 層 は無色になりホ層 は 青色とな っ

た 。 シ コ ニ ン 類 は ア ル カ リで 水 層に移行する と同

時に シ コ ニ ンへ と加水分解 され た と考えられた ．

さ らに こ の 水層 に 1MHCI お よび ク ロ ロ ホ ル ム を

加え る と シ コ ニ ン は 再 び 赤色 を 呈 して ク ロ ロ ホ ル

ム層に溶解 した 。 ク ロ ロ ホ ル ム層を濃縮後 HPLC

に よ り分析 した とこ ろ、Fig，1B に 示す よ う に シ

コ ニ ン 類が す べ て シ コ ニ ン へ と変換 され て い る こ

とが 確認で きた ．標品添加実験 に よっ て 求めた こ

れ らの 分配操作 の 回収率は 98％ で あ り
，

シ コ ニ ン

は定量的に回収され て い る こ とがわか っ た．

　 こ れ らの 結果 よ り，シ コ ニ ン の 定量に こ の ア ル

カ リ処理 法が有効で ある こ とが 明 らか に な っ た ．

ア ル カ リ処理後 の シ コ ニ ン 量 ，すなわち紫根中の

全シ コ ニ ン量を HPLC を用 い て算出 した と こ ろ ，

野 生品で は L15 ％
， 栽培品 （Table　1） で O．149。 と

そ の 間 に約 8 倍の 開きが 見 られた．また今回用い

た 野生 品 と栽培 品 で は シ コ ニ ン 類 1〜5 の 存在比

は ほ ぼ 同 じで あ っ た，

れ た の で
， 同 じ方法を用 い て 紫雲膏 中の シ コ ニ ン

の定量を試み た ．

A 3

0

B shikonin

10　 　 　 　 　 　 　 　 　 　20

　 　 　Retention　time（min ）

　2 ． 紫 雲膏中の 全 シ コ ニ ンの 定量

ア ル カ リ処理 に よる分配 お よび加水分解 を利用 し

た シ コ ニ ン の 定量法が紫根で は 良好な結果 が 得 ら

「
『 一一一

「
一一一『一冖

一

〇　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 　20

　　　　　　　　　　　　 Retention　time（min ）

Fig，　I　HPLC 　chro   tograms 　 of 　the　CHC13　extract　of

Lithospermum　Root　 before （A ） and 　 af  r （B）alkali

hydrolysis．

1：sh韮konin，2：S−hydroxyisovalerylshikon孟n，

3：acetylshikonin
，
4 ： isobutylshikonin，5： mixture 　 of

isovalery［shikonin 　and α 一me 山yl−n−butylshikonin

Table　l　 Shikonin　content 　in　Lithospemmum　Root

Sample　　 Source　plant Place　of 　productionShikonin 　content

（％ dry　wt ．）a）

A Wlld　plantsLioning 　Province，　China 1．15± 0，15

B Cultivated　Plallts　 Lioning　Province
，
　China0 ．14±0．03

a ）mean ± sd （n ＝ 3）

（83）
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1：R ＝H

　 ｛，H 　　 　 o

Shikonin

・・R ・
了

＼ K ，。
P−Hyd ・・ xy ・・… t… 1・h・k・n・

3：R ＝

4：R ＝

Y， ．

迭
　 0

・・R ・ 〉
．
Ar

5； 。． Yk ／

　 　 　 　 【冫

Acety■shikonin

蓋sobutylshikonin

Isevalerylshikonin

α
・Metyl・n・blltylshikonin

0．ool8g． ， 1987年製で は 0．OOIO9．と い う結果 が 得

られた．紫雲膏は古くな る と赤色か ら暗赤色に徐 々

に変化 して い く．1992 年製 ，
1987 年製の もの は 新

しい もの に比 べ て そ の 赤色が暗 くな っ て い た． こ

の ような紫雲膏の シ コ ニ ン 類は その ほ とん どが 保

存に ともない 分解 され て い る こ とが 明 らか と な っ

た （Table　2＞．こ の こ とは、紫雲膏 の 保存 に と も

なう赤色か ら暗赤色へ の 色調 の 変化 とよく
一致 し

て い た 。

shikonin

Fig．2　Shikonin　derivatives　in　Lithospemlum　Ro ｛）t

脚 ＿ L
o 5 IO　 　 　 　 　 　 　 15

Retention　time（min ）

　まず紫雲膏を ク ロ ロ ホ ル ム に溶解後，IMNaOH

を加える と水層 は青色 となり，シ コ ニ ン類は ア ル

カ リで 水層 に 移行する と同時に シ コ ニ ン へ と加水

分解 され た と考 えられ た ，さ らに IM 　HCI お よ び

ク ロ ロ ホ ル ム を加 える と再 びク ロ ロ ホル ム 層 が 赤

くな りt 濃縮 後 HPLC に よ り分析 した とこ ろ Fig．

3 に示す よ う に シ コ ニ ン の ピー
クが 確認 で きた．

なお紫雲膏中 の シ コ ニ ン の 定量 にお い て はシ コ ニ

ン と爽雑物の ピー．
ク と重 な る こ とを防ぐため に 、

よ り極性の 低い 溶媒液 を用 い て シ コ ニ ン の 溶 IUを

遅 らせ た 。

　紫雲膏の 保存 に ともな うシ コ ニ ン 含量 の 経 年 変

化 を検 討す る た め に 1998 年 製 ，
1992 年製 ，

1987

年製の 紫雲膏製 品につ い て シ コ ニ ン 含量を定量 し

た と こ ろ 1998年 製 で は O．Ol589e，1992年 製で は

Fig．3　HPLC 　chromatogram 　of 　the　alkali−treated　extract

of　Shiunko

考 察

紫雲膏の 主要薬効成分の
一一・

つ と考え られ る とい わ

れ て い る naphthequinone 系色素で ある シ コ ニ ン 類

の定量法につ い て検討 した とこ ろ ， 有機溶媒に 溶

解 した後，ア ル カ リ処理 をする こ とに よ っ て シ

コ ニ ン 類を水層 に分配 し油脂 と分離 させ，同蒔 に

シ コ ニ ン 類 を加水分解 に よ っ て シ コ ニ ン へ と変換

させ る こ と に よ り簡便に 紫雲膏中の 全 シ コ ニ ン を

定量 で きた． こ の 方法は 紫雲膏 の 品 質基準 とし て

の シ コ ニ ン 定量法 として 有効で ある ．

Table　2　 Shikonin　content 　in　Shiunko

Sample　Lot　No ．　Datc　of 　production　Shikonin　content （mglg ）
a ）

SIl96

2CO5

lLO3

September，1998

March ，1992

December 　l987

0，0158 ± 0．001

0．0018 ±0．003

0，0010±0．OOl

a）mean ± sd （n＝3）

（84）
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　日本薬局方で は シ コ ニ ン 含量に つ い て の 紫根 の

品質は規定され て い な い が ，紫 雲膏製造にあた っ

て は
， 使用する紫根中 の シ コ ニ ン類の 定量が必 要

で あ る と考えられる．

　また古 くな っ て 色が変化 した紫 雲膏で は，シ コ

ニ ン 類はその 殆 どが分解 して い た．従 っ て，こ れ

らの 紫雲膏で は そ の 効果が著 し く減弱 して い る こ

とが 予想 され る ．しか し，古い 紫雲膏 を好 ん で 使

う患者 も多く存 在す る こ とか ら，紫雲膏の 薬効 と

シ コ ニ ン 含量 の 関係 に つ い て は さらなる検討が 必

要で あ る ．
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