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高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー 用 ビ タミ ン A 標品 の 試作研究

パ ル ミ チ ン 酸 レ チ ノ ー ル 油 ソ フ トカ プ セ ル

の 作製 とその 品質及 び安定性の評 価

井上孝夫 ， 庄司幸夫 ， 高島雍治 ， 高野 礼二 郎 ，

江沢　総 ， 伊藤　昭 ，　 太幡利一  ＊

（1985 年 10 月　14 目 受 理）

　現在 ビ タ ミ ン A の 定 量 に は ， 高 速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー （HPLC ） が 広 く用 い られ て い る．し か し

HPLC 用 の 標準 品 は ， 公 共 機 関 よ りの 交 付 が な さ れ て い な い ．そ こ で そ の 標 品 を 得 る た め 「日局 十 」規

格適合 品 の パ ル ミ チ ン 酸 レ チ ノ ール ｛170万 国 際 単位 （IU）／9｝を 中鎖 脂 肪酸 ト リグ リ セ ラ イ ド（MGT ）
で 20 万 夏U ／9 に 希釈 し ， ゼ ラ チ ン 軟 カ プ セ ル と し た． こ の 試作標品 に つ い て ， そ れ ぞれ 薄層 ク 卩 マ

トグ ラ フ ィ
ー，紫 外吸収 ス ペ ク トル 法及 び一

部 HPLG に よ り 且2 の 実験 室 が 参加 し て 試験 を 行 っ た ．

又 安定性試験 は ， こ の 標 品 に っ い て 50°C
，
00°G

，
25ec 及 び 室 温 で ，

6 か 月 に わ た り行 っ た が ， その

安定性 は ，期 待 以 上 の 良好 な 結果 を 得 る こ と が で き た ・

1 緒
二』
自

　1952 年 6 月に
， 厚生省 よ り標準品交付規定 が 告示

1）

され，ビ タ ミ ン A （VA ）は ，肝油標準品 （マ グ ロ 肝油

を分子蒸留 に よ り濃縮 した 画分 を ， 精製 ゴ V 油 で 希釈

し，紫外吸収ス ペ ク トル 法 に よ り
一

定濃度 に 調整 し遮光

ア ン プ ル に 封 入 した もの ）とい う局方名 で 交 付され た．

そ の 主 な 用途 は 単位標準品 で ，比色分析用 と し て 繁用 さ

れ た．

　1960 年以降も， 同名 標準 品 と して 交 付 され て い た

が ， 内容 は 肝 油 濃縮物 に 代 わ り合成品 ｛100 万国際単位

（IU）／g｝ が用 い られた． 1971 年 （第八 改正 日本薬局

方）以降 は ， 市場 に合 成 品 の 占め る 割合が高い な ど の 理

由に よ り，パ ル チ ミ ン 酸 レ チ ノ
ー

ル （Apa1 ＞， 酢酸 レ チ

ノ
ー

ル が， 収載 され た の を 期に ， フ ラ ン ス 薬局方 に な

ら っ て，高濃度 の 合成 品 に つ い て は ， 従来の 幾何学的

補正法 に か え て ，吸光度比，薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（TLC ） に よ る 確認な どの 制約を つ け て ，熟練を 要す る

け ん化抽出な ど の 前操作を省略 し て，そ の 吸収極大値 の

み で 含量 を評価す る 方法を，日局第 1法 と し，従来法 を

＊

（社）日本 ビ タ ミ ン AD 協 会 技術委員会 ： IM 東京

　都世 田 谷 区 弦巻 5−1−8　昭 和薬科大 学 公 衆衛 生 学 教

　室 内

第 2法と した ，今回 10 社， 2公的機関 の 共 同研究 を 行

っ た 目的 は
， 従来 の 第 1法 に お い て

，
必 要 な TLC 標準

品
2） と し て の価値に 加 え ， 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ー

（HPI ・C ＞に よ る 定量 目的用と して も耐え る 標品 の 製造

の 可能性を 確か め る こ と ， 又 最終的 に は ， オ
ー

ル ト ラ

ン ス VA エ ス テ ル 標品
3〕 と し て 異性化 し難 い 条件，例

え ば遮光な ど物理 的条件を 加味し た も の を製造する こ と

を 考 えて，希釈油，遮光性 カ プ セ ル 皮膜，Apal 濃度な

ど に つ い て，新た に検討し製造し た．本報は 安定性 の 検

討結 果に つ い て の み報告す る．

　共 同実験参加者 ，及 び 所属 を 次 に 示 す．

　井上孝夫 ， 庄司幸夫 （理研 ビ タ ミ ソ ）， 高島雍治 （大正

製 薬），高野礼二 郎，石井秀樹 （日本 ロ シ ュ ）， 菊池三 郎 ，

松山 浩 ， 江沢 総 （日清化学）， 山岸 豈 （カ ネ シ ョ

ク ）， 伊藤　昭 （河合製薬）， 大澤祐司 （日本 レ ダ リ
ー

），

石川聖孝，丸井美由紀 （共立 商事），小林幸雄，中坪清八

（三 生製薬）， 沓沢美行 （ク ラ レ ）．

　杉井麒三郎，清水泰幸　儂 林水産省東海区水産 研究

所 ）， 白井浄二
， 西川美知子 （農林水産省動物 医薬品検査

所）・

　最終デ ー
タ 処 理 は ， 日本 ビ タ ミ ン AD 協会会長太幡

利 ・一．・（昭和薬科 大 学）及 び 全蒲連 ・蒲鉾研究所衣巻豊輔

が行っ た ．
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2 標 品の 作製

　2 ・ 1 パ ル ミ チ ン 酸 レ チ ノ ール （Apal ）

　日本 ロ シ ＝ 製の
， あ らか じめ 抗酸化剤 と し て t一ブ チ ル

ヒ ドロ キ シ ト ル エ ン （BHT ），　 t’ブ チ ル ヒ ドロ キ シ ア ニ

ソ ール （BHA ）が添加された もの を 用 い た．な お本品の

VA 含量 は，1g 当た り 170 万 IU で ，　 BHT ，　 BHA

は い ずれ も O．85％ で あ る．又 本品の VA 含量 の 調整

に は，ピー
ナ ッ ツ 油が 用 い られ て い る．

　2・2 　希 釈油

理研 ビ タ ミ ン 製 の 中鎖脂 肪 酸 ト リ グ リ セ ラ イ ド

（MCT ）を 用 い た．本品 は カ プ リル 酸 の ト リ グ リセ ラ イ

ドで あ り，純 度 は 99％ 以上 で あ る．

　2・3　内容油 の 調整及び カ プセ ル加工

　2・1
，

2・2 を原料と し て 窒素気流中で混合し ，
VA 含

量 を お よそ 20 万 IU／g に 調整 し，日清化学（株）上 田工

場 に お い て
，

Table 　 1 に 示す カ プ セ ル 皮膜を用 い て，カ

プ セ ル 加工 を行 っ た ．

Table　l　Prescription　 of 　gelatin 丘1m

を対照 と し て，3・2 で 保存 した Cap に つ い て Apa1 の

残存率を測定 した．HPLC 条件は Tablc 　2 に ， 又 得

られ た ク ロ マ ト グ ラ ム の 一例 を Fig．1 に 示す ・

−

0　　5　　10　 15

Retention　time／m 血

Fig．1　Typical　high　 performance 　 liquid　 chroma −

　　　　togram 　of 　retinyl 　palmitate

GelatinGiyce

  n

Ethyl　p −hydToxybenzoate
Propyl　p ・hydroxybenzoate
Titanium 　 dioXide
New 　ooccine （F（K迥 red 　No ，102）

10030

　 0．2
　 0．1
　 1

　 0．25

試作カ プ セ ル （Cap ） の 平均重量 は 352．7mg で あ

り，内容油平均重量 は 202・8mg で あ っ た ．

3 試 験 方 法

　3・1 分析方法

　各実験所 で ，製造直後 の Cap 及 び 3・2 に 示す温度条

件 で 保存 した Cap に つ い て 内容油の
，
　 Apal を 以下 の

方法 に よ り分 析 し た ．

　3・1・ 1 紫外吸収ス ペ ク トル 法 （UV ）　　Gap　 I 個 よ

り内容油を と りだ し，そ の 約 50mg を精密に 量 り，「日

局十」VA 定量法第 1 法 に 準 じて 測定 し ，
　 VA 含量 を 求

あ た．測定 に 使用 した 光度計 は ， 日立 200 −20 型 ， 日立

220A 型，日立 181型，島津 240型 ， 日本分光 UVIDEC −

340 型， 日本分光 UVIDEC −220 型 及 び ベ
ッ ク マ ン

DSB −70 型 の 7機種 で あ る ．

　3・1・2HPLC 　　各実験所に お い て
，
　 Apal の 日常分

析に適用して い る 方法を 用 い ， − 5°C に 保存 した Cap

　分析 を行 っ た 5 実験所が用 い て い る HPLC 機器 は ，

それ ぞれ ， 装置部品 の 組み 合 わ せ
， そ の 他 に つ い て多少

の 相違は あ る が，そ れ を Table 　 2 に 示 した ．そ の 差が

実験所間 の 測定結果に 及ぼす影 響に つ い て も検討 した．

しか しすぺ て ODS カ ラ ム に よ る逆相分配 ク ロ v ト グ ラ

フ ィ
ー

で ある． こ の 装置と分析 条件 は ，ク ロ
“V ト グ ラ ム

の 再 現性，カ ラ ム の 扱 い や す さ と繁用性 ， 移動相 の 経済

性 ， 測定時間 の 節約 な どに よ る もの と 考え られ ， こ の

よ うな 多 くの メ リ ッ
・ト が あ る の で 特 に 支障 が な い 限 り

Apal を含む製剤 の 測定 は ，
こ の 逆相系 が 用 い られ る と

考 えて 差 し支えな い ．著者 らの 用 い た 5機種よ り得られ

た HPLC ク ロ マ ト グ ラ ム は ，
バ タ

ーン と して は す べ て

Fig ．1 に
一

致す る．こ こ で ，本標品 の メ イ ン ピ
ー

ク の

前後に少な くと も三 つ の 小 ピーク が認め られ る が
，

こ れ

は パ ル ミ チ ン 酸以外の 脂肪酸の VA エ ス テ ル と考え て

い る．

　3・1・3　TLC 　　 「日局十」薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ 用酢

酸 レ チ ノ ール 及 び パ ル ミチ ソ 酸 レ チ ノ ール は ， 各 々 1万

IU ／Cap で ，使用 目的 は 各 エ ス テ ル の TLC に よ る 確

認試験， ビ タ ミ ソ A 油，同 カ プ セ ル の 定量法 に 用 い る

よ うに 規定 され て い る． 今回 の Cap は ， もと よ り目

的 の
一

つ と して
，
TLG に よ る確認試験用標品 と して も
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Table 　2　Apparatus 　 for　HPLG

Lab ， 1 2 3 4 5

Inst則 ment （Pump ）

ColumnTemperature

E111entFlow

　 rate

Det  terWavelength

Data　acquisition

　 and 　rθduc丘on

Sample 　preparation 　 O，05　g → 50　ml

Internal　standard

Sample　size

Trirotar−III
Nucleo＄i1　5Cls
　 （4x150 ）

Ambient
Methanol

LOm1 ／min

UVIDEC
　 100−III
284nmChromatopac

　 CR −1B

　 （MethanoD

8P1

Trirotar　　　 Trirotar−V 　　　 Hitachi　635A 　　　　　 ΩA −I
SSC −ODS −263　Nucleosi15Cls 　 LS −410D 　　　　　　　 Raclialpak　 yBondapak
　 （6x100 ）　　　　　　　（4　x 　200）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 C15　（8x100 ）

Ambient　　　　　Ambient 　　　　　　　50
°C　　　　　　　　　　　　　　　AInbient

Ethano1−water 　 Methanol　 　 　 Methanol −water 　 　 　 Methano1
　 （98 ；2）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （97 ： 3）
1，0 皿 1／min 　　 2m1 ／min 　　　　 lm1 ／min 　　　　　　　 1．5ml ／min

UVIDEC 　100　 UVIDEC 　100−V 　UVIDEC 　100−III　 　　 UVIDEC 　 100−II

325　nm 　 　 280   　 　 　 280　nm 　 　 　 　 325 

SIC　7000　A 　　 HP 　3390　A 　　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　 Chromatopac 　CR −3A

O．05g → 50　ml 　 O．01　g→10　m1 　　 0 ．1g → 25　ml （Ethanol− 0．05　g→100　ml

　（Isopropanol）　　（Ethanol）　　　　　Chlorofom1＝4 ： 1）　　　 （lsopropano1）

　− 　　　　　　Ergostery1　acetate 　Di・n −decyl　phthalate 　　　　−

10F1　　　　 10　Fl　　　　　 10　p1　　　　　　　　 20　Fl

使用で きる よ うに 員指 し， 「日局十 」に よ り TLC も行

っ た ．

　3・2　安定性試験

　Cap　20 個 を 乾燥剤 （シ リ カ ゲ ル ） と共 に 20　ml 容褐

色 ガ ラ ス 瓶 に 入れ 密栓 し， 5°C
，

25 °C
，

40°C ， 50°C

及 び室温 で 保存 した ．

　　　　　　　　 4 実 験 結 果

　4・1 製造直後 の Cap の 検定

　Cap を 1実験所で 各 5 個 ，
　 UV に よ り VA 含量を測

定 し た ． 1 回 の 測定 ご とに ，ICap を 用 い る こ と と し

た．Table　3，4 に 各実験所 間 の 分析結果を示す．

　こ れ らの 総平均か ら標準偏差 の 2 倍以上離れ た 測定値

を棄却 した ときの VA 含量 は ，
218970 土 309e 　IU ／g （1

圭S・D ・〉で あ り，な お こ の と きの 実験室内誤差 は 0．728

％ で あ っ た ．又 吸光度 の 比 に つ い て も ， す べ て が 「日

局十」の 範囲 に あ っ た ．

　4。2　安定性試験

　3・2 に 示 した条件 で の VA 含量 の 経時変化 を UV で

各実験所が ， それぞれ 2 回ず つ 測定した （Tab 且e　5＞．

又 HPLC に よ る 結果も，
　 Table　 5 に 併記 した ．

Table 　5　 Stability　test　 data　 of 　 vitamin 　A

Table 　 3Collaborative　results 　for　the 　determination

of 　 vitamin 　 A

　 Percent　rate 　of　 residue

　 　 　 　 ＠ 」：S．D ．）
−

UV 　 method 　 　 　 HPLC

Lab． di± SD ，，・U ／・ 1　 L ・b・ 露 ± S．D ．，　IU／9

ー

ワ一
345

217700± 1020

218500：ヒ　239
222400± 1250

221400土　912
214500士2980

ρ
b7890　

　

　

　

1

220000士 1280
220300 士 753
220駄〕0土 1300
210900 ± 699

216600士4460

50℃ 12weeks 　 　 　 　 96．91土 1．19
40eC 　 6　 months 　 　 　 　 97．02 ：ヒ1．25
25 ℃ 6month3 　 　 　　 98．78士 1．88
Rcom 　te【np ．

，
6months 　99 ．21 ± 1．35

96．71± 1．66
96．56士 0．926
99．84士 1．18
99．70±O．541

Table 　4　 Relative　 extinction 　 data　 in　 UV

Wavelengthfn 皿 JP Measured　value （di十S．D．）

300310320326330340350O ．578 士 0．03
0．815士0．03
0，948± O．03
1．000
〔｝．972土0．03
0 ．786 ± 0．03
0．523±O．03

0．5854 ± 0．00890
0．8188±0．00526
e．9515± 0．00364
1．〔 
0．9772士0，00249
0 ．7923 ：辷O，00405
0．5283±0．00334

　 VA 残存量 は UV と　HPLC 　とは よ く
一

致 し て お

り，低温保持 した Cap は ，
　 Apal 標 品 と し て ，い ず れ

に も利用 し うる．な お熱に よ る過酷条件と し て 50QCl2

週間 ，
40°C6 か 月間保存 した Cap 　に つ い て 内容油 の

HPLG ク 卩 v ト グ ラ ム を製造時 の それ と比較 した 結果 ，

特 に 変化は 認 め られなか っ た ．5 °G 及 び 室温 で 6 か 月保

存 した もの は ，
VA 含量 の 低下 は ほ とん ど 認 め られなか

っ た ．

　又，50°CI2 週 間，40 °C 　 6 か 月間保存 し た Cap に

つ い て TLC を行 っ た と こ ろ，主な ス ポ
ッ トは

一
つ で あ

り， そ の Rf 値 は
一59G 　 6 か 月保存 の もの と

一
致 し た ．
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5 考 察

　本実験 に お い て，過酷条件と して 常用 され る 60 °C
，

70°C を行 わ なか っ た の は ，
カ プ セ ル 素材 が

， そ れ らの

条 件下 で 破壊す る 可能性が 高か っ た た め で ある．従 っ

て
，

Table 　5 よ り得 られ る 程 度 の 情報 よ り活性化 エ ネ ル

ギ ー
の 測定は 極め て 困難で ある．そ こ で 今後 12 か 月以

上 の 保存結果を待た ね ば な らな い が，今 回 の 試作品 は ，

「日局十」薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ 用 Apal 標準品 に 十分対

応 し得て
，

か り HPLC 用 標 品 と し て も活用 で きる もの

と考え られ る の で報告する．な お オ
ー

ル ト ラ ン ス 標品 と

し て 本標品 の 実用性 に つ き検討 した 結果 は ， 本報 に つ い

で詳細に 報告す る．

　終 わ りに ， 適切 な 助言を い た だ い た 勝井 五一
郎 ， 清水

常一両 氏 （前 ビ タ ミ ソ AD 協会技術委員長）に 感謝す る ・
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　Vitami 皿 Acontents 　 are 　 eften 　 determincd 　 by　high

perfo皿 1ance 　 liquid　 chro 皿 atographic 　 me 止 od 　 in　 labo−

ratories ，　but　the　reference 　standard 　iS　available 　on 工y　fbr
thin−layer　cllromatogmphy ．　Vitam血　A 　palmitate
reference 　s伽 dard　 was 　 prepared 　 by　diluting　rctinyI

palmitate （JP　gradc ，
　 about 　l　7000001U ！g）to　200000

1Ulg 　 with 　 middle 　 chain 　 triglyceride （M 〔rr） and

was 　 packed 　 in　 gelatin　 soft 　 capsule ．　 This　 reference

standard 　was 　cvaluated 量n 　l21aboratories　by　TLG ，　UV
and 　HPLC 　methods ．　 Stability　testing 　was 　carried 　 out

with 　this　sample 　s些ored   50°C
，
40°G，25°C 　and 　 room

temperature 　fbr　6　months ．　 The 　stability 　result 　of 　this

reference 　standard 　was 　better　than 　 expected ．

　　　　　　　　　　　（Received 　October 　l4
，
1985）
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