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　The　simultaneous 　deterrnination　of 　cinchona 　alkaloids （qunine，　quinidine，　cinchonine

and 　 cinchonidinc ）in　Cinchana　 bark　 water 　cxtracts 　 were 　investigated　 by　 capillary 　elcc −

trophoresis ．　 Micellar　electrokinetic 　chromatography （MEKC ）in　5　mM 　phosphate −bo−
rate 　buffer　containing 　l5％ teγt−butanol　at　pH 　85 　with 　50　mM 　SDS 　as 　surfactant 　gave
complete 　separation 　of 　fbur　alkaloids 　within 　20　min ．　 A　samplc 　solution 　was 　introduced
by　hydrostatic　method （10s）and 　on −column 　detection　was 　pcrfbrmed　at　214nm ．　 The
calil）ration 　curves 　of　alkaloid 　gave　good　linearities　over 　the　concentration 　range 　at 　8〜40

Ug　m 「
1
，　 Qunine，　quinidine，　cinchonine 　and 　cinchon 三dine　in　 Cinchona　Bark　water 　ex −

tracts　were 　dctermined 　with 　good　reproducibility ．

Keywords ： micellar 　electrokinctic 　chromatography ； cinchona 　 alkaloids 　l　 cinchona 　 bark；
　　　　　　qunine；quinidine；cinchonine ；cinchonidine ．

1 緒 言

　 キ ナ 皮 〔Cinchona　bark）は ，　 Cinchona　 succiraba 　Pavon　 et

Kl・tzsch 又 は そ の 他同族植物 （Rubiaceae ＞ の 樹皮 で あ

り，抗 マ ラ リヤ剤 と して 広 く知 ら れ て い る ，そ の 主 な 有

効成 分 は ア ル カ ロ イ ドで あ り，キ ニ
ー

ネ （Qn．）， キ ニ

ジ ン （（ユnd ．）， シ ン コ ニ ン （Cin．〉及 び シ ン コ ニ ジ ン

（Cind．） が そ の 主要成分 で ある．従 っ て ，キ ナ皮の 理 化

学的 な 品質評価 は
， 薬効成分 で あ る Qn．，　Qnd．，　Gin．及

び Cind．の 分 別定量 を 行 う必要 が あ る ．一
方，こ れ ら

の ア ル カ ロ イ ドの 分 析法 と して は，非水滴定 法
1），吸光

光度法
2），薄層 ク ロ マ トグ ラ フ 法

3 ）
， 高速液 体 ク ロ マ ト

＊
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　示 且80

グ ラ フ 法
勺
冖6）

な ど種 々 の 方 法 が 報 告 さ れ て い る． し か

し，こ れ ら の 方法 は ，生薬 の よ う な 複雑 な マ トリ ッ ク ス

を持 つ 天然物の 分析法 と して は 十分とは 雷 い に く い ．一

方，キ ャ ピラ リー
電気泳動 （CE ） は ，高 い 分 離能 を持

つ 分 離分 析 法 と して 知 られ て お り，生薬分析へ の 適用 も

試 み ら れ て い る
7）
一9｝．本法 は，少量 の 電解液 を用 い て

短時間 に 分析 が 終 了 し，又 分離管 と して 中空 管 を使用 す

る た め ，目 的成分 が 泳 動 さ れ た ら分 析 を 中 止 し，カ ラ ム

を洗浄す る こ と に よ り，残 っ た 未泳動成分 を容易 に追 い

出 す こ と が で き る利点 が あ る．又，汚染 して も分 離管 の

洗浄 は 容易 で あ り ， 繰 り 返 し使 用 に よ る 変動 も 少 な い．

　著者 ら は ，CE の 生薬 分 析 へ の 適 用 に つ い て 種 々 検討

して い る が
le）ll），今回 は ，キナ皮 の 水抽出液中の Qn．，

Qnd．，　Cin，及 び Cind．の 同 時 定 量 に ドデ シ ル 硫酸ナ ト
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リ ウ ム （SDS ） を 用 い る ミセ ル 動 竃 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（MEKC ｝ を適用 し た ，

2 実 験

　 2・1　装置及び試薬

　装置 は，Watcrs　Quanta　4000 　System を用 い ，分離用

キ ャ ピ ラ リーは，75　y皿 × 60cm （有 効 長 55　cm ） の

Waters製 ア キ ュ セ ッ プキ ャ ピ ラ リーを 使用 し た．検出

は ，装置 に 内蔵の 紫外部吸 収検出器 を用 い ，オ ン カ ラ ム

検出法に よ り行 い ，214nrn を検出波 長 と した．

　2・2　標準品，試薬及び試料

　標準品 は，東京化成製試薬特級 を 使用 し た，そ の 他 の

試薬 は，和光純薬製 の 試薬特級 をそ の ま ま 用 い た．

　キナ皮 は，い ずれ も産地不明 の 大阪市場品，東京市場

品及 び徳島市場品各 1 種 を 用 い た，

　 2・3　標準溶液及び 試料溶液の 調製．

　標準溶 液 は，各標準品約 2mg を精密 に 量 り，水 に 溶

か し て 100ml と し た も の を 使 用 し た．キ ナ 皮 は，約

0，5g を量 り ， 水 50　ml を加 え ， 直火 で 1 時間 で 約半量

に な る ま で せ ん （煎） じ，ガーゼ で 炉過 し，泝液 に 水を

加 え て 50ml と し た ．こ れ を 遠 心 分 離 して 得 ら れ た上

澄 み 液 を Qn，含量 が 2mg 　100　ml
−

1
に な る よ う に 水 で

希釈 し，前処理す る こ とな くそ の ま ま試料溶液 と した，

　 2。4 分析条件

　泳動緩衝液 は，5mM ホ ウ砂水溶液 に 5mM リ ン 酸

水溶液 を 加 え て pH　8．5 に 調整 し，　 SDS を 50　mM に な

る よ う に 添加 し，15％ に な る よ う に t一ブ チル ア ル コ
ー

ル を 加 え た緩衝 液 を 使 用 した．又，泳動電 圧 は 25kV

と した．標準溶液及 び試料溶液 の 注 入 は，陽極か ら落差

法 〔10s ）で 行 っ た ，定量 は ピーク面積を基 に し て 作成

し た 絶対検量線法 に よ り行 っ た、

3 結果及 び考察

　3 。1　泳動緩衝液の 検討

　緩衝液 と して ，リ ン 酸緩衝液，ク エ ン 酸緩衝液及 び リ

ン 酸
一
ホ ウ 酸 緩 衝 液 に つ い て 検 討 し た が，Qn，，　Qnd．，

Cin．及 び Cind．は ，い ず れ の 緩衝液 に つ い て も 1 本 の

シ ャ
ープ な ピー

ク と して 泳動 され，各 ア ル カ ロ イ ドを分

離 す る こ と は で き な か っ た．こ れ は，4 種 の ア ル カ ロ イ

ドの pK 。
が近似 し て い る た め と 考 え られ る．そ こ で

， 4

種 の 緩衝液 に 50mM に な る よ う に SDS を加 え た 緩衝

液 を 用 い る MEKC に つ い て 同様 の 実験 を 行 っ た と こ

ろ，Qn．，　Qnd．， 〔〕in、及 び Cind．の 分離 に 改善 は 認 め ら

れ な か っ た が ， 泳動時間 は 増大 し て い る こ と が 分 か っ

た．こ れ は，各 ア ル カ ロ イ ドが SDS ミ セ ル に 取 り 込 ま

れ て は い る が ，ミセ ル へ の 分配 の 差 が小 さい た め分離 で

き な い こ と を示 唆して い る．

　3 ・2　泳動緩衝液 に 添加する有機溶媒 の検討

　pH 　8，5 に 謂整 し，
　 SDS を 5Q　mM に な る よ う に 添加

し た 5mM リ ン 酸
一ホ ウ酸緩衝液 に ，メ タ ノ

ー
ル （B＞，

エ タ ノ
ー

ル （C ），プ ロ パ ノ
ー

ル （D ）， 2一プ ロ パ ノ ール

（E），t一ブ チ ル ア ル コ
ー

ル （F）及 び ア セ トニ トリル （G）

を各々 15％ に な る よ う に 加 え た 緩衝液 に つ い て 検討 し

た．Fig，1 に 示 し た よ う に ，有機溶媒 の 効果 は 明白 で あ

り ， 特 に F が Qn．
，
　Qnd．，　Cin．及 び Cind．が 良好 に べ 一

ス 分離した シ ャ
ープな ピーク と して 泳動 し て お り，最も

優 れ て い る こ とが 分 か っ た，な お，こ こ に は 有機溶媒 の

添加量を 15％ に 固 定 し た と き の 結果 の み を 示 した が，

別 に 各有機溶媒濃度 の 検討を行 っ た結果，い ず れ の 場合

もキ ナ ア ル カ ロ イ ド類 の 分 離 に は t一ブ チ ル ア ル コ ール

が 優 れ て い る こ とが 分 か っ た ，

　3 ・3　t・ブチ ル ア ル コ
ー

ル を添加す る 泳動緩衝液 に つ

い て

　 リ ン 酸緩衝液，ク エ ン酸緩衝液，酢酸緩衝液及 び リン

酸一ホ ウ 酸緩衝液 に つ い て ，各々 15％ に な る よ う に t一

ブチ ル ア ル コ ール を加 え 緩衝液 に つ い て 検討 した が，

Qn．，　Qnd．，　Cin．及 び Cind．は，リ ン酸
一ホ ウ酸緩衝液 に

よ り短時間 に 安定 し た 分 離 が得 ら れ る こ と が 分 か っ た

（Fig．2）．な お
，

ク エ ン 酸緩 衝 液 及 び 酢 酸緩 衝 液 が 不 適

当 で あ っ た の は
，

こ の pH で は緩衝能 が 小 さ い た め と

考 え ら れ る ．

　3 。4　泳勳緩衝液 の pH の検討

　リ ン 酸一ホ ウ酸緩衝液 の pH を 7．5〜9．0 ま で 変化 さ

せ
， 泳動緩衝液 の pH に 及 ぼ す 4 種の ア ル カ ロ イ ドの

泳動時 間 の 変動 を検討 し た．Fig．3 に 示 し た よ う に，

pH 　7．5 か ら 8．0 まで は ， 急激 な 泳動時間 の 減少が 認 め

られ る が，pH 　8．0 以上 で は 泳動時間 に 及 ぼ す pH の 影

響 は ほ と ん ど認 め ら れ な か っ た ，こ れ は ，4 種の ア ル カ

ロ イ ドの pK 、が 近 似 して お り，各 ア ル カ ロ イ ドは と も

に pH 　8 付近 で 電離の 変化が 起 き て い る こ と が 考 え られ

る が，各 ア ル カ ロ イ ドの 電離度 と 移動度 の 関係 は 不 明 で

あ り，目下 検 討 中 で あ る．従 っ て ，ピーク の 再現性 や き

ょ う雑成 分 と の 分 離状態及 び 泳 動時 間 を考慮 し，泳動緩

衝液 の pH は 8．5 と し た、
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Fig，　 l　 Electropheregrams　 of 　 standard 　 solution 　 analyzed 　 by　 MEKC 　 in　 5　mM

phesphate−5　mM 　borax　buffer（pH 　8．5＞with 　50　mM 　SDS

A ： non −added ； B ： with 　 l5％　methanol ；C ： with 　l5％　ethanol ；D ： with 　 l　5％　prop−

anol ；E ： with 　l5％ iso−propanol；F ： with 　15％ tert−butanol；G ： with 　l　5％ acetonitri 旦e，
Conditions： applied 　 voltage

， 25　kV ；detection
，
　 UV 　214nm 、　 Peaks ： 1

，
　 cinchonine ；2

，

cinchonidine ；3，　quinidinc；4，　quinine
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Fig．2　Elcctropherograms　of 　standard 　 solution

analyzed 　by　MEKC 　in　different　 electrolyte 　 with 　50
mM 　SDS 　with 　15％ tert−butanol

A ： 5mM 　phosphate　buffer（pH 　8．5）；B ： 5mM 　 ci−

trate　buffer（pH 　8．5＞；C 二 5mM 　 acetate 　buffer（pH
8．5）； D ： 5mM 　 phosphatc

−5　mM 　borax　 buffer（pH
8．5），Peak　 Ilumbers 　 correspond 　to　the　 compounds

and 　other 　cQnditiQns 　were 　the　same 　as　in　Fig．1

3・5　泳動緩衝液の イオ ン強度 の 検討

リ ン 酸
一
ホ ウ 酸緩衝液の イ オ ン 強 度を 2，5 か ら IOmM

ま で 変化 させ た と き の 4 種の ア ル カ ロ イ ドの 泳動時間

の 変動を検討 し た が
， 各 ア ル カ ロ イ ド共 に ほ ぼ 同様の 関

係 が 得 ら れ，イオ ン 強度 が 高 くな る に 伴 い 泳動時間が 短

くな る関係 が 得 られ た．そ こ で ，試 料中の き ょ う雑 成 分

と の 分 離状 態 及 び ピーク 形状や再現 性 の 最 も良 い 5mM

と し た．
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　3 ・6SDS 濃度 の検討

　SDS の 添加量 を無添加 か ら 60　mM ま で 変化 さ せ ，

SDS が及 ぼ す Ωn ．，　Qnd．，　Cin．及 び Cind．の 泳動時間 の

影響 を見 た，SDS を 添加 しな い と 4 種 の ア ル カ ロ イ ド

は 混合ゾーン を 形 成 し分離 しな い が ，SDS の 添 加 量 が

増え る に 従い 各ア ル カ ロ イ ドは 分 離 して い き ，
か つ 泳動

時間も長 くな り，30mM の 添加量 で ほ ぼ
一

定 と な る こ

と が 分 か っ た．そ こ で ，ピー
ク の 形状 や 再現性 を考慮

し，50mM の SDS を用い た．
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　 3 ・7　 t・ブ チ ル ア ル コ
ー

ル 濃 度 の 検 討

　 t一ブ チ ル ア ル コ ー
ル の 添 加 量 を無 添加 か ら 25％ ま で

検討 した が，20％ ま で は 4 種 の ア ル カ ロ イ ドの 分離能

は飛 躍 的 に 良 くな っ て い く こ と が 分 か っ た が，20％ 以

上 の 添加 量 で は 逆 に 分 離 が 悪 く な っ て い き，25％ の 添

加量 で Qn．と Qnd．及 び Cin．と Cind．は，そ れ ぞ れ 分

離 せ ず混 合 ゾー
ン を形成 す る こ と が分 か っ た （Fig．4）．

こ れ は
， 多量 の 有機溶媒 の 添加 は ，電 解 液 の 電 離 を抑 制

し，か つ ミセ ル の 構造 が 変化 す る た め と 推察 され る．そ

こ で ，t一ブ チ ル ア ル コ
ー

ル の 添加 量 は 4 種の ア ル カ ロ イ

ドの 分 離 が最 も良 い 15％ と した，

　3 ・8　泳動電圧 の検討

　泳勤電 圧 を 15 か ら 30kV ま で 変化 さ せ ，各ア ル カ ロ

イ ドの 泳動時間の 変化 を見 た が ， 4 種共 に 泳動電圧 の 増

加 に 従 っ て ，そ の 泳動時間 は 短縮 さ れ る こ と が 分 か っ

た、しか し，泳 動 電圧 の 増加 に よ る ジ ュ
ー

ル 熱 の 発生等

の トラ ブ ル と分 析時間を考慮 し て 泳動電圧 は 25kV と

した．

　Fig．5 に，著者 ら が 設定 し た MEKC 条件で 得 られ た

電気泳動図 を示 し た．Fig．5 の （A ）は 4 種 の 標準品 で

あ り，（B）は キ ナ 皮 （試 料 P 水煎液の 電気泳動図で あ

る．試料中の Qn．，　Qnd．
　Cin．及 び Cind，は

， 水抽出液

中の 他 の 含有成分 の 影響を受 け る こ とな く各 々 単独 の シ

ャ
ープな ベ ース 分 離 し た ピー

ク と し て 泳動 さ れ て い る．．

　3 ・9 定量精度

　標準溶液中の 4 種 の ア ル カ ロ イ ドの 濃度 と得 られ た

電気泳動図 の ピー
ク 面積 の 問 に は，8− 40 μgml

− 1
の 範

囲 で
， 良好 な 直線関係 （r＝O．999）が 認 め られ た，又 ，

直線域 で の ピー
ク 面積 の 再現性 は，相対標準偏 差 が 約

2％ 以内 （n ＝・ 5＞ と な り，満 足 の い く精度 で Qn．　Qnd．
Cin．及 び Cind．を分離定量 で き る こ とが分 か っ た，

　3 ・ 10　添加 回収実験

　試料に ， 各ア ル カ ロ イ ドの 含有量 と ほ ほ洞 量 の 標準品

を 添加 し ， 定量 と 同様 の 操作 を行 い 回収率 を算出 し た．

結 果 は
， Qn．は loo．3％

，
　 Qnd．は loo．5％，　 cin．は

100．4 ％ ， Cind．は 100．5％ と な り，又，相対標準偏差 も

3％ 以内 と定量精度 と大差の な い 回収率が得 られ た．
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Fig。4　Relationship　between　concentratien 　of 　t−

BuOH 　and 　migration 　time

◇ ： cinchonine ；　○ ： cinchQnid 孟nc ；　［］： quinidine；
△ ： quinine

　3・11 キナ皮 水抽 出液 中の Qn．，　Qnd．，　Cin．及 び

Cind ，の定量

　著者 らが 用 い た 3 種 の キ ナ皮水抽出液中の Qn．，Ωnd ．
，

∵ ゼ亅 鵡
L ＿⊥ ＿＿L ＿⊥ ＿」 　L−
04812160481216

　 　 　 　 Time ／min 　　　　　　　　　　　Time／min

Fig．5　Electrophcrograms　of 　standard 　solution （A）
and 　 c量nchona 　bark　decoct孟on （B ）

Other　conditions 　were 　the　same 　as 　in　Fig，1

T ・bl・ ID ・termi ・ ・ti・n ・f　q・1・ i・ ・，　q・i・ idi・ ・ ，・hi・ ・h・ ni … nd ・hi・・nidi ・・ c・ nt ・ nt・ （  mr 　
L
）i・ ・ vari ・ u ・ w ・t・・

　　　　 ・ ・ t・a ・… i・gO ．59 ・i・・h・ na 　b・・k　by　MEKC 　and 　HPLC 　m ・th・d6）

Sample
　No ．

Quinine Quinidin Chinchonine Chiconidine

MEKC HPI ．C MEKC HPLC MEKC HPLC MEKC HPLC

123 91．664
．62
．9

93．462
．03
，2

13．66
．8e
．1

13，06
．50
．i

12．736
，720
．2

13．532
．318
．3

62．030
，35
．2

65．583
．24
、8
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Cin．及 び Cind．の 定量結果を Table　l に 小 し た．

　結果 は ， キ ナ 皮 の 水抽 出液中 の Qn．，　Qnd．，　Cin ．及 び

Cind．の 定量値 を ，  ．5　g キナ皮 を用 い て 調製 し た 水抽

出液中 の 含量 （μgm 「
1
＞ で 示 した が，い ず れ の 試料に

つ い て も定 量 値 の 変動 は 3％ 前後 で あ り，定 量 精 度 の

変動値 と大差 の な い 精度 で 水抽出液中 の こ れ ら の ア ル カ

ロ イ ドが 分離定 量 で き る こ と が 分 か っ た．又，HPLC

法
6）よ り得 ら れ た 定 量 値 を併 記 した が ， 両 者 の 間 に は 良

い 一致 が 認 め られ，本法の 実用 牲 も十分 と 考 え ら れ る ．
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要 旨

　 キ ナ 皮水抽出液中 の キナ ア ル カ ロ イ ド類 〔キニ
ー

ネ，キ ニ ジ ン，シ ン コ ニ ン 及 び シ ン コ ニ ジ ン ）の 同

時定量 を キ ャ ピ ラ リー
電気泳動法 に よ り 行 う た め の 分析条件 の 検討 を行 っ た．50mM ドデ シル 硫 酸 ナ

トリウ ム を含 む pH 　8．5 の 5mM リ ン 酸一ホ ウ砂 緩 衝 液 に 15％ に な る よ う に t一ブ チ ル ア ル コ ール を添

加 す る ミセ ル 動電 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （MEKC ）に よ り ， 20 分 以内に 4 種 の ア ル カ ロ イ ドを完全 に 分

離す る こ と が で き た ．試料溶液 は
，

10秒 間の 落差法 で 注 入 し
， 検出 は オ ン カ ラ ム 法 に よ り 行 い，214

nm を検出波長と した．各 ア ル カ ロ イ ドの 検量線 は，8〜40μgm 「
1

の 濃度範囲 で 良好 な 直線性 が 得 ら

れ た．キナ皮水抽出液中の キ ニ
ー

ネ，キ ニ ジ ン ，シ ン コ ニ ン 及 び シ ン コ ニ ジ ン が 良 い 再現性 を も っ て 分

離定量 す る こ とが で き た．
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