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高速 液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に よ る軟 こ う中の 副 じん皮質

ホ ル モ ン 及 びパ ラベ ン の 同時定量

前 田 有美恵 
， 小和 田和 宏 ，　 山本 　政利 ，

佐 野　智子 ，　 増井 　俊夫
＊

，　 中澤　裕之 ＊＊

（且988 年 6 月 28 日 受 理 ）

　 HPLC に よ り ， 軟 こ う中 の ll 種 類 の 副 じ ん 皮質 ホ ル モ ン 及 び 4 種類 の パ ラ ベ ン を 一
斉分 析す る 方

法 を 確 立 し た 。 試料 の 前 処 理 と し て
， 軟 こ う中の 基 剤 を 除 去 す る た め に デ ィ ス ポ ーザ ブ ル の Sep−Pak

シ リ カ ゲ ル カ ート リ ッ ジ を 用 い た ク リ ーン ア ッ プ を 行 っ た ．HPLG の 条件 は ，カ ラ ム ： lnertsil　ODS −2，

移 動 相 ： 水／メ タ ノ
ール 系 ， 検 出 波 長 ： UV 　240 　nm （副 じ ん 皮質 ホ ル モ ン の 極 大 吸 収 付 近） と そ れ ぞ れ

設定す る こ と に よ り， 良 好 な 分離 が 得 ら れ た ．定 量 は S・ブ チ ル パ ラ ペ ン を 内標準 物質 と し て 用 い る 内

標 準 法 に よ り行 っ た ．検 量線 は 副 じ ん 皮質 ホ ル モ ン に つ い て は 2〜100　ng／ml ，パ ラ ベ ン に つ い て は 1〜

SO　F9／ml の 濃度 範 囲 で い ず れ も 原点 を 通 る 良好 な 直線 性 を 示 し た． 添 加 回 収 実験 の 結 果 は 回 収 率， 精

度 と も に 良 好 で あ っ た ．本法 は 簡便 な 前 処 理 に ょ り副 じ ん 皮質 ホ ル モ ン 及 び パ ラ ベ ソ を 迅 速 ・正 確 に一

斉 分 析 で き る こ と か ら 日常分 析 法 と し て 有 用 な 方法 で あ る．

1 緒 言

．　 副 じん 皮質ホ ル モ ン （以下 GCS と略記）を含有す る

製剤は ，抗炎症作用や免疫賦活作用 な ど種 々 の 薬 理効果

を 有す る 治療薬 と し て 多 く の 臨床分野 で は ん 用 され て い

る．し か し こ れ らの 効果を期待する CCS の薬理 学的量

は ， 各種代謝系 へ の CCS の 異化作用 の 増大 を伴 い ， 又

感染 に 対す る抵抗性 減弱な どの 副作用を も有す る
星）．

　
一

方 CCS に は 軟 こ う中 で 不 安定 で あ る こ と が報告 さ

れ て い る 2） もの もあ り，製剤 の 品 質を確 保す る うえ で 主

成 分 で あ る CCS の 含有量 を 正確 に 把握す る 必 要 が あ

　る．従来 CGS の 定 量 に 用 い ら れ て い た 比 色法
3） や 蛍 光

法
4，

は ， 同 じ官能基を有す る 分解物 や不 純物な どの 類縁

物質が共存す る場合 に， こ れ ら との 分 離定量 が 困難で あ

　っ た．近年 ， 操作性や 定量性に 優れ た HPLC が GCS

の 分析に も 応用 され る よ うに な っ た ． こ れ ま で の CGS

lcouす る HPLC に よ る 報告 を み る と，単
一成 分 に つ い

て は ODS カ ラ ム を用 い た分析法 が 日本薬局方
s）に も幾

　つ か 収載 され て い る が ，多成分 を 一
斉分析す る 場合 に

＊
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は ， シ リカ ゲ ル を 固定相 とす る 順相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー6）η や ス チ レ ン ージ ビ ニ ル ベ ソ ゼ ソ 系 ポ ー
ラ ス ポ リ マ

ーを充 て ん 剤 として 用 い た方法駐〕 が主体 で あ っ た ．又 ，

軟 こ うや眼軟 こ うに お い て は 防 腐剤と し て パ ラ ベ ン が 処

方 され て い る 例 が 多 い が ，
CCS 及 び パ ラ ベ ン を

一
斉分 析

す る HPLC 法は こ れ ま で に ほ と ん ど報 告 され て い な い ．

　そ こ で 今回 ， 軟 こ う中 の n 種類 の CGS 及 び 4 種類

の パ ラ ベ ン の
一

斉分析 に ， は ん 用性 の 高 い 逆相系 ODS

カ ラ ム を用 い た HPLC 分離条件 の 検討 を 行 っ た，又 ，

軟 こ う中 に 含 ま れ る 基剤 などの 共存物 質を除去す る た め

に ，デ ィ ス ポ ーザ ブ ル の シ リ カ ゲ ル カ ー
ト リ ッ ジ を用 い

た 簡便 な ク リ
ー

ン ア ッ プ 方法 に つ い て も検討 し ， 良好な

結 果を得 た の で 併 せ て 報告す る．

2 実 験 方 法

2 ・1　試　料

CCS 含有軟 こ う 16 検 体 を 試料 と し た ．

　2・2　試　薬

　CCS 標準 品 ： ブ レ ド ニ ゾ 卩 ン （PR ）， フ ル オ シ ノ 卩 ン

ア セ ｝ ニ ド （FA ），　ト リ ア ム シ ノ 卩 ン ア セ ト ニ ド （TA ），
酪 酸 ヒ ド 巨 コ ル チ ゾ V （HB ）及 び 吉草酸 ペ タ メ タ ゾ ン

（BV ） は 日本薬局方品 を 用 い た ． 又 フ ル オ シ ノ ニ ド

（FL），ジ フ ル プ レ ドナ ート （DF ）， 吉草酸デ キ サ メ タ ゾ
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ソ （DX ），吉草酸 酢酸 プ レ ド ニ ゾ ロ ン （PV ）・
ブ P ピ 才

ン 酸 ペ ク 卩 メ タ ゾ ン （BD ） 及 び 吉草酸 ジ フ ル コ ル ト ロ

ン （DV ） は 標準 品 と し て 製薬会社 か ら 供与 さ れ た もの

を 用 い た ．な お ， こ れ ら の 標準 品 は 日本薬 局 方
5） 叉 は 製

薬 会社 の 標準 品規格 に 従 っ て 乾燥後使用 し た ．

　GGS 標準 原 液 ： 各 CCS 標 準品約 星00　mg を 精 ひ ょ

う し ， そ れ ぞ れ メ タ ノ ール に 溶 解 し て 正 確 に 100　ml と

し た も の を 各 CGS 標 準原液 と し た ．

　 パ ラ ベ ソ 標準 品 ： メ チ ル ，
エ チ ル ， n一ブ 卩 ピ ル 及 び n・

ブ チ ル パ ラ ベ ン は 東京化成 工 業製特級品を 日 本薬局方
E）

に 従 っ て 乾 燥後 用 い た ．

　 パ ラ ベ ン 標準原液 ： 各 パ ラ ベ ソ 標 準 品 約 100mg を 精

ひ ょ う し 7 そ れ ぞ れ メ タ ノ
ール に 溶解 し て 正 確 に 100　 ml

と し た もの を 各パ ラ ベ ソ 標準 原 液 と した ．

　内標 準 溶液 ： S一ブ チ ル パ ラ ペ ン （東京化成 工 業製， 試

薬 特 級 品）約 50mg を 精 ひ ょ う し ， メ タ ノ ール に 溶 解

し て 100ml と し た も の を 内標準 溶液 と し た ．

　 カ
ー

ト リ ッ ジ ： デ ィ ス ボ ーザ プ ル の Sep−Pak シ リ カ

ゲル カ ート リ ッ ジ （Waters 製）を 用 い た 。

　 モ デ ル 基剤 ： 日 本薬局 方
5） の 軟 こ う剤 の 項 に 従 い

， 流

動 パ ラ フ ィ ソ 109 及 び 白色 ワ セ リ ン 909 を 混和 し て 調

製 し た ．

　 2・3 　装 　t

　HPLC ： 日 立 製作 所製 635 型液体 ク ロ マ ト グ ラ フ に

島津製作 所 製紫外部 吸 収検出 器 SPD −2A 型 ， ガ ス ク 卩

工 業製 カ ラ ム オ ーブ ン 555 型及 び 協 和 精密 製 オ ー ト サ ン

ブ ラ
ー KSST −601 型 を 装 着 し た も の を 用 い た ．

　振 り混 ぜ 器 ： イ ワ キ 製 V −S 型

　冷 却 遠 心 分離機 ： 日 立 工 機製 SGR −20BA 型

　 超音波浴槽 ： 国産電気製 UT −6 型

　 ロ
ータ リーエ バ ボ レ ー

タ
ー

： 東京理 化 器械製 N −1 型

　2 ・4　HPLC 条件

カ ラ ム ： Inertsil　 ODS −2 （5凾 4・6   i・d・xl50

皿 mg ガ ス ク ロ 工 業製）

　カ ラ ム 温度 ： 40 °G

　移動相 A ： メ タ ノ
ール ／水 （50 ： 50）； PR ，　 TA ，　 FA

及 びパ ラ ベ ン （メ チ ル ，
エ チ ル ，

n一プ ロ ピ ル 及 び n一ブ チ

ル ）分析 用

　移動相 B ： メ タ ノ
ー

ル ／水 （60 二40）；HB ，　FL ，　 DF
，

DX
，
　 BV

，
　 PV

，
　 BD

，
　 DV 及 び パ ラ ペ ン 　（メ チ ル ，エ チ

ル
，

n一プ P ピ ル 及 び n一ブ チ ル ）分析 用

　 流速 ： 0．7ml ／mm

　検出波 長及 び 感度 ： UV 　 2「o　nm
，
0 ・04　AUFS

　試料注入量 ： 10Fl

2・ 5 試験溶液の 団製

　軟 こ う LOg を精ひ ょ うし テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 5m 正

及 び 内標準溶液 lm1 を加 え 5 分間激 し く振 り混 ぜ て 溶

解 し
，

メ タ ノ
ー

ル 15m1 を 加 えて 混和後 し ば ら く放置す

る．こ れ を冷却遠心分離 （5000rprn ，5min ，　 O　
DC

）し ，

こ の 上 澄 み 液 10ml を と り減圧 下 30°C で 溶媒を 留去

し，乾固する．残留物 に ヘ キ サ ン ／ク ロ ロ ホ ル ム （70 ：

30） 10ml を添加 し超音波浴槽内 で 溶解 させ た 後 ， そ の

4ml を カ ー b リ ッ
ジ に 通す． こ の カ ー

ト リ ッ ジ を ヘ キ

サ ソ ／ク 卩 ロ ホ ル ム （70 ； 30） IOml で 洗浄 した後 ， カ

ー
ト リ ッ ジ に 吸着 され た CCS 及 び パ ラ ベ ン を酢酸 エ チ

ル 10 皿 1 で 溶出 させ る．溶出液 の 溶媒を 減圧下 30 °C

で 留去後 ， メ タ ノ ール 10ml に 溶解 し ， 試験溶液 とす

る．

　2・6 　検t 線の作成

　各 CCS 標準原液及 び 各 パ ラ ベ ソ 標準原液を混合 し，

これ に 内標準溶液 1ml を 添加 した 後 ，
　 CCS の 濃度が

O・002 〜0・100mg ／ml
，

パ ラ ベ ン の 濃度 が 0・001 〜0・050

mg ／ml とな る よ うに メ タ ノ
ール で 希釈 し て 各標準溶液

を調 製す る， こ れ らの 標準 溶液に は 0・Ol 皿 g〆ml の 濃度

の 内標準物質が含有され る．各標準溶液を HPLC に 供

し ， 内標準物質 に 対す る GCS 及 び パ ラ ベ ン の 面積比 よ

りそ れ ぞれ の 検量線を作成 す る．

3 結果及 び考察

　 3・1　 HPLa 測定条件 の 検討

　鎌 田 ら7）は カ ラ ム 充 て ん 剤 と し て 逆 相系 ODS の Fine

Pack　SIL　CI8 を用 い た場合 ， 移動相 の 比率 を変化 さ

せ て も CGS の 分離が 不 十 分 で あ り，順 相系 の Zorbax

SIL の ほ うが良好な分離能を 示すこ と を報告 し て い る ．

又，江島ら帥 は パ ラ ベ ン が 配合 され た 場合 に は シ リ カ ゲ

ル 又 は ニ ト リ ル 系 化学結合型 シ リ カ ゲ ル ， あ る い は ポー

ラ ス ポ リ マ
ーを 充 て ん 剤 と し て 用 い る 必要 が あ る こ とを

報告 し て い る．

　著者らは 充 て ん 剤 と し て一
般 に よ く用 い られ る逆 相系

ODS に よ り GCS 及 び パ ラ ベ ン の 一
斉分析 を 行 う こ と

を 目的 に ，
Inertsil　ODS −2 カ ラ ム を 用 い て 分 離条件を

検討 した ，

　3 ・ 1・ 1 移動相 の 検討　　移動相 と し て メ タ ノ ール ／水

系及 び ア セ ト ニ ト リ ル ／水系 の 両者に つ い て 検討 し た と

こ ろ，個 々 の CGS とパ ラベ ソ の 分離を 考慮し た 場合に

ア セ ト ニ ト リ ル ／水系 で は メ チ ル パ ラ ベ ン と プ レ ド ニ ゾ

P ン が 分離 し な か っ た． し か し ， メ タ ノ
ー

ル ／水系 で は

こ れ らが 十分 に 分離 した の で 以 後 メ タ ノ ール ／水 系 を 用

い る こ と に し た．

　 メ タ ノ
ー

ル ／水系 の 移動相 に お け る 溶 出 順序 に よ り，

GCS は n一ブ チ ル パ ラ ペ ソ よ りも早 く溶 出す る グ ル ープ
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A （PR ，
　 TA 及 び FA ） と，

　 n一ブ チ ル パ ラ ベ ン よ り も遅

く溶出す る グ ル
ープ B （HB ，

　FL
，
　DF ，　 DX ，　BV ，　 PV ，

BD 及 び DV ）と の 二 つ に 大別 され た ．こ れ ら二 つ の グ

ル ープ に 対す る 最適な移動相条件 を 求 め る た め に ，移 動

相中 の メ タ ノ
ー

ル 濃度 が CCS 及 び パ ラ ベ ソ の capacity

factOr （k ’

〉に 及ぼす影響 に つ い て 検 討 し ， そ の 結果 の

一
部 を Fig ．1 に 示 し た ． 極性 の 大 きい グ ル ープ A の

CCS は メ タ ノ
ール 60％ 以 上 で PR 及 び エ チ ル パ ラ ベ

ン の 2成分 ， 又 TA
，
　 FA 及 び n一プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン の

3 成 分 が それぞれ 重 な っ た ．　 し か し メ タ ノ ール 50％

（移動相A ） の 条件 で こ れ らは 相互 に 十分分離され た ．
一

方 ， 極性 の 小さ い グ ル ープ B の GCS は メ タ ノ ール

50％o で は k「

が非常 に 大 きい た め分析に 長時間を要す る

が ，逆 に メ タ ノ
ール 70％ で は HB ，　 FL 及 び DF の 保

持時間が近 似 し分離 が 不 十分 で あ っ た．し か し メ タ ノ
ー

ル 60％ （移 動相 B ） の 場合 に は 分離，保持時 間 と も に

良好 で あ っ た ．以上 の こ とよ り ， は ん 用性 の 高 い 逆相系

の ODS カ ラ ム を 用 い ，移 動相 A ，　 B の 2 条 件 で ，　 ll

種類 の CGS 及 び 4 種類 の パ ラ ベ ソ を良好 に 分離す る こ

とが で きた ．

　3 ・1・2　測 定波長 の 選定 　　各 CCS の 移動相溶液 oz

お ける 紫外部吸収 ス ペ ク トル の 極大は すぺ て 237〜243

  の 領域 に あ り，又 パ ラ ベ ソ の 極大吸収波長 は 257

nm 付近 で あ っ た ．そ こ で それぞれ の 分子吸光係数及 び

軟 こ う中の 配合量 を考慮 し て 測定波長を 200・nm に 設足

し た ．

　3・1・3　内標準物質 の 検討 　　本法を軟 こ う製 剤 に 適

用 した 場台 に 予 想 され る前処 理及 び 定量操作に伴 う誤差

を少な くし ， 分 析精度を 向上 さ せ る 目的 で 内標準 法 を 用

い る こ と に した ．内標準物質と し て軟 こ うに 配合 さ れ る

こ との ない 化合物 に つ い て 検討 した結 果 ， 化粧 品中 の パ

ラ ペ ン の 定量 町 こ お い て 内標準物 質と し て 使用 した S一ブ

チ ル パ ラ ベ γ が ， 移動相 A
，
B い ずれ の 条件に お い て も

適当で あ っ た ．以上 の 検討 の 結果 ， 得ら れ た標準溶液の

ク ロ マ トグ ラ ム を Fig ．2 及び Fig．3 に 示 した．

　3・2　検量線

　各 CCS に っ い て は 0 ．002 〜0 ．100　mg ／ml
， 又各パ ラ

ベ ソ に つ い て は o．001 〜o ．050 皿 9／皿 1 の 濃度範囲 に お い

て ， い ずれ も原 点を通 る 良好な直線関係 （r＞ 0 ，999 ） が

得 られ た ．な お 本法 に よ る検 出限界 は 各 CCS 　 2　ng
， 各

パ ラ ペ ン 1ng で あ っ た ．

1

02

01

〔
逵
）
』

ε
。

ε

か
コ

巴
雨

O

Methanol，％

F三9．l　 Effeet　 of 　 methanol 　concentration 　in　mobile

　　　　phase 　 on 　capac 量ty　factors　 of 　corticoste1
°
oids

　　　　（●）　and 　 parabens 　（○）

　　　　1 ： methylparaben ， 2 ： ethylparaben ，3 二pre −

　　　　dnisolone，4 ： n ・propylparaben ，5 ：triamcino ・

　 　 　 　10ne　 ace ロ）nide ，　6 ： 丑uocinolone 　 acetonide ，　7 ：

　　　　n −butylparaben，　8 ： hydrocortisone　 butyrate，
　　　 9 ： 且u   五nonide ，10 ： di且uprednate

64578

3

0 　 　 　 15　　　　　　　 30

Retention　 time ／min

Fig．2　Liquid 　chromatog τam 　of 　corticosteroidS

　　 　　（group 　 A ）　and 　 parabens 　in　 standard 　solu −

　 　 　 　 tion

　　 　　Peak − 1 ： methylparaben ．2 ： ethylparaben ，
　　 　　3 ： prednisolone ，　4 ： n −propylparaben ，　5 ： tri・

　 　 　 　 amcinolone 　 acetonide ，6 ：且u   inolone　 aceto ・

　　 　　nide ， 7 ：血 temal 　 standard （s・butylparaben）．
　　 　　8 ： n −butylparaben；　 Colu血 n ：Inertsi10DS−2
　　 　　（5pm ，

4 ．6mm 　i．d．x150 　mm ）；　 Column 　 te 皿 ・

　　 　　perature ： 40 ℃ ； Mobile 　 phase ： me 血 mol
−

　 　 　 　 water （50 ；50）； Flow 　 rate ： 0．7 皿 1／m 血 ； De・
　 　 　 　tection ；UV 　240　nm （0 ，04AUFS ）
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0 20　　 　　 　 　　 40

　 Retention　time ／min

60

Fig．3　Liquid 　chromatogram 　 of 　corticosteroids

　　　　（group 　B）　and 　parabens 　in　 standard 　solu −

　 　 　 　 tlonPeak

− 1 ： methylparaben ， 2 ： ethylparaben ，
3 ： n

−propylparaben ，4 ；intemal　 standard （s・

butylparaben）， 5 ： n −butylparaben，　6 ：hydrぴ

conisone 　butyrate，．7　： fluocinonide，　8　： di冒
且uprednate ，9 ： dexamethasone 　valerate ，10 二

betamethasone　 valerate ， 11 ：pred 皿isolone　 va −

lerate−acetate ，12 ：heclo皿 ethasone 　 diP「oPion ’

ate ， 13 ； diflucortolone　 valerate ；　 Mobi 且e

Phase ： methanol −
water （60 ；40）； Other　con ，

伍畑 as 　sh   in　Fig．2．

　3・3　 シ リ カ ゲ ル カ ートリ ッ ジ を 用 い た 前処理方法 の

検酎

　軟 こ う中 に 共存す る 基剤な どの 成分は HPLC 分析時

に カ ラ ム を 劣化 さ せ た り CCS の 定量 を 妨害す る お そ れ

があ る．こ れ ま で に ，基剤 な どの 成分 を除去す る た め ア

セ トニ ト リ ル
ー

ヘ キ サ ソ 分配
7）や カ ラ ム ク 卩 マ ト グ ラ フ

ィ
ー10）

に よ る ク リーン ア ッ
プ方法が報告さ れ て い る が ，

こ れ らの 方法 は 煩雑な抽 出や カ ラ ム の 調製 が 必要 で あ

る．そ こ で ， 簡便 な前処理方法 に つ い て モ デ ル 基剤を用

い て 以下検討 し た ．冷却下遠 心 分離す る こ と に よ り重 量

比で約 85％ の 基剤を除去する こ とが で きた が ， 残 りの

15％ を 除去 す る た め に デ ィ ス ポ ーザ ブ ル の シ リ カ ゲ ル

カ ート リ ッ ジ を用 い る こ とに した ． モ デ ル 基剤 に GCS

及 び パ ラ ベ ン を添 加 し ，
2 ・5 に 示 し た 方法に よ り得た残

留物 の 溶解溶媒 ， 更 に 基剤 な どの 共存成分 を 除去す る

カー
ト リ ッ ジ の 洗浄溶媒 と し て ，

ヘ キ サ ソ ／ク ロ ロ ホ ル

ム の 混合溶媒を 用 い て （80 ：20）〜〔50 ： 50）まで 種 々 の

組成 を検討 し た．その 結果 ， 溶解溶媒及 び 洗浄溶媒 と し

て ヘ キ サ ン ／ク ロ ロ ホ ル ム （65 ；35）を用 い た 場合 に は

15ml で n・ブ チ ル パ ラ ペ ン が 溶 出 しは じめ た が ，（70 ：

30） を 用 い た 場合 ，15ml ま で カ
ー

ト リ ッ
ジ を 洗浄 し て

も各 CCS 及 び パ ラ ベ ン が溶 出 し なか っ た．そ こ で ， 残

留物 の 溶解及 び 洗浄に ヘ キ サ ソ ／ク ロ ロ ホ ル ム （70 ： 30）

の 溶媒を 用 い る こ とに し ， そ の 洗浄液量 は 10m1 と し

た ．更 に カ
ー b リ ッ ジ に 吸着さ れ た CCS 及び パ ラ ベ ソ

の 溶 出溶媒 に つ い て もヘ キ サ ン ／ク ロ 卩 ホ ル ム
， ク ロ ロ

ホ ル ム ， ク P ロ ホ ル ム ／酢酸 エ チ ル ，酢酸 エ チ ル ，酢酸

エ チ ル ／メ タ ノ
ー

ル の 5 種類の溶媒 に つ い て 検討 した．

前 三 者 の 溶媒 で は PR を は じ め とす る 成分 の 溶出 が 不十

分で あ っ た が ， 酢酸 エ チ ル を用 い た場合に は 全成分 が完

全 に 溶出し た ． な お ， 酢酸 エ チ ル ／メ タ ノ
ール で は 基 剤

か ら不明成分の 溶出が見られ た ．そ こ で 溶出溶媒 として

酢酸エ チ ル を用 い る こ と に し た ．そ の 溶出パ タ
ーン の

一

部 を Fig・4 に 示 した ．な お ， そ の 溶出液量 に つ い て は ，

最 も早 く溶 出す る n一ブ チ ル パ ラ ベ ン は 2ml で十分で あ

っ た が ， 最 も遅 く溶 出す る PR は 8ml 必 要 で あっ た ．

そ こ で CCS 及 び パ ラ ベ ソ を完全 に 溶出 させ るた め に 溶

出液量は 10m1 と した．

100
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駅
．
訂
o

き
8
国

0 2 4 6

Ethy且　acetate ／皿 18

10

Fig．4　Elution 　patterns　of 　prednisolone　（●），

　　　　hydr   ort 曲one 　butyrate（▲ ）and π
・butyl．

　　　　paraben 　（○）　on 　Sep −Pak 　silicagel 　car ■

　 　　　tridge

1

2
｛a ）

3　　 4

　

0　　　　　15　　　　 30

54

6　 （b）

7

0

Retention 　 time ／min20

40
’

Fig．5　1．iquid　chromategrams 　 of 　 extracts 　 from
ointments （a ）and （b）
Peak − 1 ： ethylparaben ，2 ：prednisolone，3 ：

n −propylparaben ， 4 ： internal　standard （s．butyl．

paraben ），5 ： methylparaben ，6 ： n −butylpara．

ben，7 ：betamethasone　valerate ； Conditions

（a ） as 　 shown 　  　Fig，2，（b） as 　 shown 　 in
Fig．3．
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Table 　l　Recovcries 　of 　corticosteroids 　and 　parabens 　from　ointment 　base

CemPQutids Amoumt 　added ／　 A ユnou 皿 t　found／
　 mg 『

1　　　　　 mg 　9
−1

Recovery，

　 ％

R ．S．D ．，
　 ％

Methylparaben
E 出 ylparaben

n −Propylparaben
ル Butylparaben
Prednisolone

Triamcinolone 　 acetonide

Fluocinolone　 acetonide

Hydr   ortisone 　butyrate
Floucinonide

I）i且uprednate

Dexamethasone 　 valerate

Betamethasone 　 valerate

prednisolone　 vale 「ate ’acetate
Beclomethasone 　di且uprednate

DL且uc （rrtolone 　 valerate

0000555500000000000000011111111111 0．5000
．4960
，4920
．4971
．025LO320

．9881
．0231
．0241
．0221
．0190
．9901
．026LOIl1

．022

100．199
．398
，499
．4102
．5103
．298
．8102
．3102
．4102
．2101
．999
，0102
．6101
．1102
．2

486739556645428000010111111221

Average 　 of 　five　 experiments ； R ．S．　D ．； relative 　 standard 　deviation

Table 　2　Analytical　results 　 of 　corticosteroidS （CGS ） and 　parabens 　in　commercial 　ointments

Oint 皿 ent

　 No ．
Kinds 　 of 　 CCS CoutentS　 of 　CCS ／

　 　 mg 　9
− 1

Contents　of 　paraben ／mg 　9
− 1

Methyl Ethy1n −Propy1　　 n −Butyl

1234567890123456　

　

　

　

　

　

　

　

　

1111111

Prednisolone
Prednisolone

Triamcinolone　 acetonide

Fluodnolone 　 acetonide

HydrQcortisone　 butyTate
Fluocinonide

Fluocinonide
Flu  inonide
D 廴且uprednate

Dexamethasone 　 valerate

Dexamethasone　 valerate
Betamethasone 　 valerate

Betamethasone 　 valerate

Prednisolone　 valerate ・acetate

B   10methasone　di丑uprednate

Diflucortolone　 valerate

5 ．1405
．0651
．0260
．2581
．0730
．5130
．5060
．5000
．5181
．1801
．1801
．2711
．2282
．9130
．2410
．990

0．433

　 ＊

　 ‡

　 ＊

0．480
　 牢

　 串

　 ＊

1 ．0160
．2Q60
．098

　 ＊

　 半

0．963

　 ホ

　 ＊

　 ＊

　 ＊

　 ＊

　 ＊

　 ＊

　 ＊

　 串

　 串

　 ＊

0．962
　 ＊

　 ＊

　 零

0．474
　 ホ

　 ＊

　 ＊

　 ‡

0ユ06

　 ＊

0，957
串

　 ＊

　 率

　 ＊

1．0101
．753

　 ＊

　 宰

　 ホ

＊　less　 than 　O．025ドg／g

　こ の よ うに 冷却遠心 分離や カ ート リ ッ ジ を用 い た 精製

な どの
一

連 の 前処理操作 に よ り，基剤を ほ とん ど除去す

る こ とが で きた ．

　3 ・4　添加回収実験

　2・2 の モ デ ル 基剤に CCS 及 び パ ラ ベ ソ を 添加 し 5 回

繰 り返 し 測定 し て 回収実験 を行 っ た と こ ろ ，
Table 　l に

示すよ うに 回収率 は 98・4〜103　・2％o ， 相対標準 偏差 は

2・4％ 以下 と良好 な結果が得 られ た ．本法 は 簡便 な前処

理 に よ り，正 確で 精度 の 高 い CCS 及 び パ ラ ベ ソ の 定量

が 可能 で あ る こ とが確認 され た ．

　3・5　実試料の 分析結 果

　軟 こ う製剤 16 検体 の 分 析 に 本法を適用 し た と こ ろ ，

他成分 の 影響 を 受け る こ と な く 良好 な ク 卩 マ ト グ ラ ム

（Fig、5） が 得 られ た ． こ れ ら実試料 の 分 析結果を Ta −

ble　2 に 示 し た ，な お ，　 CCS の 表示量 は O ．25〜5mg ／9

の 範囲 に あ っ た が，実際 の 分析値は 表示量 の 　96 ・4〜

107 ・3％ で あ っ た ，又 パ ラ ベ ン は 6 検 体 か ら検 出 さ れ ，

メ チ ル ，エ チ ル
，
n一プ ロ ピ ル ，

　n・ブ チ ル の 4 種類が それぞ

れ 2 種類ず つ の 組 み 合 わ せ で使用 され て い た ．

以上，基剤な ど の 脂溶性物質 を 除去す る た め デ ィ ス ボ
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一ザ ブ ル の シ リ カ ゲ ル カ ー
ト リ ッ

ジ を用 い た 簡便 な前処

理 を 行 っ た 後 に ，は ん 用性 の 高 い ODS カ ラ ム
， 水

一
メ

タ ノ
ール 系の 移動相を用 い た HPLC に供 し，　 s一ブチ ル

パ ラ ベ ソ を 内標準物 質 と し て 定量す る こ と に よ り ， 軟 こ

う中の 11 種類 の CCS 及 び 4 種類 の パ ラ ベ ン を迅速 簡

便 か つ 正 確 に 同時定 量 す る こ とが で きた．本 法 を軟 こ う

製剤に 適用 した と こ ろ ， い ずれ も他成分 の 影響を受 け る

こ とな く良好に 分 析 で き，軟 こ う中 の CCS 及 び パ ラ ペ

ン の
一

斉 日常分析法 とし て 有用 で ある こ とが 確認 され

た ．
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　 SimUltat匚 eous 　deter塞ninatio 置且 of 　corticesteroids

呂 』臨d　parabens 　h 　ein 恤 ent5 　by　HPLC ．　Yumic
MAEDA

，
　 Kazuhiro　 OwADA ，　 Masatoshi　 YA 朏 oTo ，

Satoko 　 SANo
，
　 Toshio 　 M ム駅 π

零 and 　H 甘oyuki 　 NAKA −

zAwA 率＊　（零Shizuoka　Prefectural　 Institutc　 of 　 Public
Health 　 and 　Environmental 　Science

，
4−27 −2

，
　Kitaando ，

Sh セuoka −shi
，
　Sh 血uoka 　420 ；

＊＊The 　National　Institute
of 　 Public　 Hea 亘th

，
4−6−1

，
　 Shirokanedai

，
　 M しmato −ku

，

Tokyo 　 108）

　Arapid ，　simple 　and 　reHable 　method 　was 　developed
正br　 thc 　 silnu 且taneous 　 determinatien　 of 　 eleven 　 cortico −

steroidS
，
　sucb 　as 　predn 魯olone ，　triamcinolone 　acetonide

，

Huocinolone　acetonide
，　hydrocortisone　butyrate ，　fluo．

cinonide
，
　 d量fluprednate

，
　 dexamethasone　 valerate

，
　 be−

tanLethasQne 　valerate
，　predn 均010ne 　valerate −acetate

，

beclomethasone 　 dipropionate　 and 　 diflucortolone　 va −

lerate
，
　 and 　 fbur　parabens ，　 such 　 as 　 methyl

，
　 ethy1

，
η．

propyl　 and 　 n −buthylparabcn 　 in　 ojntments 　 by 　 HPLC ．
The 　method 　involves　a 　 clean −up 　 on 　 a 　dゆ osable 　 Sep−
Pak 　si腫cagd 　cartridge ．　Fat−soluble 　excipients 　are
rcmoved 　through 　the　cartridges 　w 抽 10ml 　of 　hexane−
chloroform （70 ：30）．　 Corticosteroi（IS　 and 　 parabens
are 　then 　eluted 　from 　the 　cartridges 　with 　10m 正 of 　ethyl

acetate 　and 　determincd　by　HPLC 　on 　a 　reversed −phase
colu   with 　 water −nle 止 anol （50 ； 50　 and 　 60 ：40）
as 止 e　 mobile 　 phase，

　 and 　 detected　 at 　 240 　 nm 　 w 油

O．04AUFS 　using 　s −butylparaben 　as 　an 　internal　standard ．
The 　mcthod 　 was 　successfUlly 　 applied 　to　the 　 analys 均 of

ointement 　base　spiked 　corticosteroids 　and 　parabens，　and

the 　su 五丑cient 　 recove   es （9B．4〜103．2％ ）were 　 obtained

with 　 relative 　 standard 　deviation　of　O．4〜2．4％．

　　　　　　　　　　　　（R   eived 　June　28，
1988）

　　 Ke 尠踟 π 」．P盈m 　8es

sirnUltaneous 　determination　of 　cor 廿costeroids 　and 　para■

　bens　 in　 ointment ； reversed −phase　HP 正 G ； pretreat−

　 ment 　 with 　disposable　 silicagel 　 cartridge ．
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