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　Using 　Alucian　Bluc　8GX （AB ），asimplc 　fractional　determination 　method 　was 　developcd　fbr
sodium 　chondroitin 　sulfate （ChSNa ）and 　hydroxypropylmcthylcellulose （HPMC ）respec 廿vely 　in
adrug ．　 From 　a　sample 　solution 　containing 　both　Ch3Na 　and 　HPMC ，　ChS−Na　was 　precipitated
selccdvely 　as 　the 　ChS −Na ．AB 　complex 　under 　a 　low−pH 　condition ，　 Aher 　dissolution　of 　the 　ChS −

Na ．AB 　complex 　in　an 　alkali 　solution ，　GhS −Na　was 　determined　by　the 　absorbance 　at 　615nm ，
The 　supernatant 　of 　the 　sample 　solution 　was 　subjected 　to　gel　pcrmcation 　chromatography

（GPC ）．　 Thc 　amount 　of 　HPMC 　was 　determined 　by　the　peak　height　of 　HPMC 　Thcse 　mcthods

have　safty ，　high−specificity 　and 　high−repeatability ．　 These　mcthods 　are 　thcrefore 　useful 　for　drugs
which 　contain 　both　acidic 　mucopolysaccharide 　and 　a　non −ionic　polymcr ．

Kaywords ： sodium 　chondroitin 　sulfatc ；hydroxyprop ア1methylccllulose；Alucian　Blue ；absorbance ；

　　　　　　gcl　permea 口on 　chromatography ．

1 緒 言

　 コ ン ドロ イ チ ン硫酸 は，軟骨，骨，軟骨腫 （し ゅ ），頸

靭 （け い じん）帯，角膜 ，血 管壁，腱 （けん ）など結合組

織 に 広 く分布す る分子量 2万
〜5 万 の 酸性 ム コ 多糖類 で あ

り，A （4 硫 酸 ），　 B （β
一ヘ パ リ ン，デ ル マ タ ン 硫酸〉，　 G

（6一硫 酸 ）の 3種 類 が 存 在 す る．こ の 中で C タ イ プ の コ ン

ドロ イ チ ン 硫 酸 ナ トリ ウ ム （ChS −Na） は，日本薬局方外

医薬品規格 （局外 規 ） に収 載 され，角膜保護や 関節症，術
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後 の 癒 着防 止 を 目的 と して ，点眼剤や 注射剤などの 医薬品

に 用 い られ て お り （Fig．1），工 業的 に は サ メ の ヒ レ か ら

精 製 され る 天 然 の 水 溶性 高分子で ある
1〕2）．

　
一

方 ，
ヒ ドロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー

ス （HPMC ）

は，精製 され た パ ル プ をア ル カ リ処理 した 後，エ
ー

テ ル 化

剤 を 反 応 させ て 得 られ る分 子 量 が 1 万〜100 万の 非イ オ ン

性 の 水溶性 高分 子 で あ り，製剤 に 粘度 を付与す る こ と を目

的として，点眼剤 や貼 （ち ょ う）付剤 な ど様々 な医薬品に

用 い られ て い る
躙

（Fig．1）．

　ChSNa の 代表 的 な 定量 法 で あ る局外 規 ・コ ン ドロ イ チ

ン 硫酸 ナ トリ ウ ム 注射 液 の 定量法 （カ ル バ ゾ ール 硫 酸

法）
S）

は ，1） カ ル バ ゾー
ル の 反 応特異 性 が 低 く，ア ミ ノ 酸

や 他 の 水 溶性 高 分子 の 影響 を受ける，2）98℃ 以 上 の 高温

で硫酸 を 反 応 させる た め 危険 を 伴う と い う問題点があ っ
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Fig．3　Flow　chart 　ofAB 　method

HPMC ：hydroxypropylmethylcellulose

Fig．1　Structure　of 　ChSNa 　and 　HPMC
Table　 l　 Model 　formulation

Ingredient
Concen 【ration ／
　 　 　 　

−1
　 9100ml

　 　 　 　 X

　 　 　 　 N ＿　 　 　 ＿N
　 　 　 　 　 　 　 N

　　　　　　　 I
　 　 　 　 N ウ Cu 噂 N
　　　　　　　 I
x N

＆ ：騨ぐ

Sodium 　chondroitin 　sulfate

H γdroxypropy 監rnethylcellulose2906
”）

Potass孟Uln 　L−aspartate
Aminoe しhyl　sulfonic 　acid

Sodium 　chloride

Boric　acidSodium

　borate

Disodium 　edetate

WaterpHViscosity

（mPa
’s）
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．30
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  ．050
．05Balance74

a ＞Meto ］ose 　65SH −1500 （Shin
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Fig．2　Structure　ofAlucian 　Blue　8GX

た，更 に GhS −Na と HPMC を 同時 に 配合 した 医薬品の 定

量 に つ い て は，物理化学的性質の 違い を利用 して 両成分 を

分離する 前処理 を必要 と し た．

　そ こ で 著者 らは，矢部 らの 方法
6）
を参考 と して ，酸性 ム

コ 多糖類の 染色色素で あ る ア ル シ ア ン ブ ル
ー8GX （AB ，

Fig．2） の ChS −Na に 対す る 反応 特異性 を利用す る こ と に

よ り，ChS−N 乱 と HPMC の 両成分を安全か つ 特異的 に，し

か も再現性 よ く定量す る 試験法 （AB 法） を確立 した の で

報告す る．

2 　測定 フ ロ ー

　AB 法 の 測 定 フ ロ ーを Fig，3 に 示 す．酸 性 条件 下 で は，

AB の イ ソ チ オ ウ ロ ニ ウ ム 基 が 正 に帯 電 し，　 ChS −Na の 硫

酸基あ るい は カル ボ キ シ ル 基が 負 に帯電 す る こ と に よ っ て

静 電 相 互 作 用 し，特 異 的 に複 合 体 を形 成 して 沈 殿 す る．本

法 で は ，1） こ の 沈 殿 物 を ア ル カ リ 溶液 で 再溶解 さ せ ，

615・nm に おける 吸光度か ら ChS −Na 量を，2）上 澄液をゲ

ル 消過 （GPC ） カ ラ ム に 供 して 高 速 液体 ク ロ マ
．
トグ ラ フ

法 （HPLC ） に よ り HPMC 量 を，そ れ ぞ れ 定量 す る．

3　実 験

　3・1　試料 ・試液

　試料 ： ChS−Na 及び HPMC ，　 L一ア ス パ ラ ギ ン 酸カ リ ウム ，

ア ミ ノ エ チ ル ス ル ホ ン酸 塩化 ナ トリウ ム を有効成分 と す

る 点眼剤 の モ デ ル 組成 （Table 　 l）を使用 した．

　ChS −Na 溶液 ： コ ン ドロ イチ ン硫酸ナ トリ ウム 「生化学」

注射用 （生 化学工 業製，製造専用）又 は 局外規 コ ン ドロ イ

チ ン 硫酸 ナ トリ ウ ム （マ ル ハ 製，製造専用〉を 105 ℃ で 4

時間乾燥 した後，水 に 溶解 して 使用 した．標準溶液 は，カ

ル バ ゾー
ル 硫酸法 に よ り，含量 が 92％ 以 上 の もの を使用

し，含量補正 を行 っ た．なお ，ChS −Na の ク ロ ス 定量実験

に 用 い た ChS −Na の カ ル バ ゾ ー
ル 硫酸法 よ り求 め た 含量

は，ロ ッ ト A ： 93．2％ ，ロ ッ ト B ： 95．7％ ，ロ ッ ト C ：

97．0％ で あ っ た．

　HPMC 溶液 ： メ トロ ーズ 65SH −1500 （信 越 化 学 工 業 製，

日本 薬 局 方 HPMC2906 適 合 品） を 105℃ で 1 時 間乾 燥 し

た 後，70℃ 以 上 の 水 に 分散，冷却溶解 し た もの を使用 し

た．標準溶液 は，日本薬局方 ヒ ドロ キシ プ ロ ピル メ チ ル セ

ル ロ
ー

ス 2906 の 定量法
／1）
に よ りメ ト キ シ ル 基含量が 27．O 〜

29，0％ ，ヒ ドロ キ シ プ ロ ポ キ シ ル 基 含量 が 5，0〜7，5％ の
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もの を使用 した．

　AB 溶液 ： ア ル シ ア ン ブ ル
ー8GX （lngrain　Blue　1，シ グ

マ 製，色素含量 50％ 以 上 ）lg に 塩 酸 （和光純薬製，特

級）4，2mi，リ ン酸二 水素 ナ トリ ウ ム ニ 水和物 （和 光 純 薬

製，特級） 1，79g 及 び水 を加 え て 100　ml と し，炉過 （ア

ドバ ン テ ッ ク 東洋製，No ．5B） した もの を使用 した．

　 ア ル カ リ 溶液 ： 2一ア ミ ノ エ タ ノ
ー

ル （和光純薬製 ，特級 ）

200ml に 5　 mol ／1水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液 （和光純薬製，

容量 分 析用 ）4・ml を加えて 混合 し た もの を使用 した．

　 HPLC 移動相 ： 塩化 ナ ト リ ウ ム （和光純薬製，特級）

5．8g を水 に加えて 溶解 し，1   Om1 （0．1　 mol ／1） と した も

の を使 用 した．

Table　2　Repeatability＆ trueness 　 of 　AB 　 method

　　　　 （ChSNa ）

Repeatability　of

standal
’d　solution

Trueness 　of

model 　formulation

Repeat 　　 Absorbance Repeat　　 Recoveiy，％

123456Ave

．
SD

 

0．43460
．43400
．44730
．44790
．44100
．44080
．4409

〔｝．00601
．36

　 1

　 2

　 3

　 4

　 5

　 6

　 Ave ．
　 SDTrueness

101．8101
，898
．998
．699
．799
．5100
．l

　 L41

　 0．1

　3・2 実 験方法

　3・2・1ChS −Na 定 量 法 　　モ デ ル 組 成 を水 で 適宜希釈

した 溶液 （ChSNa 　30 μg／m1 ）1ml に AB 溶液 0．2　ml を加

え，20 分間静 置 した 後，析 出 した 沈 殿 物 を 3000　rpm で

30 分間遠 心 分離 した．上 澄 液 を 捨 て 残 留 物 に 水 3ml を加

え，よ く振 り混ぜ た 後，再 び 同条件 に お い て遠 心 分 離 し

た．上 澄液 を捨 て 残留物 に ア ル カ リ 溶液 5ml を加 え て 溶

解 した もの を試料溶液 と した．同 様 に 操作 した標 準溶 液 及

び空試験 の 水 と と もに 試料溶液の 615nm に お け る吸光度

を測定 し，式 （1 ） よ り ChSNa 量 を求め た．

モ デ ル 組成中の ChSNa 量 （mg ／100　ml ）

　 ＝（A ，− A 、）／（ム
ーA 、）× q × K × D （1）

　A、； 試料溶液の 吸光度，4 ： 標準溶液の 吸光度，Ab ： 空

試験液 の 吸光度，q ： 標準溶液 の Ch3Na 濃度 （mg ／100

ml ）， 瓦 ： 標準溶液 の 含量補 正 項，　 D ： 試料溶液 の 希釈倍

率．

　 な お，尺 は標準溶液 に使用 した ChSNa の 含量 （％） を

カ ル バ ゾール 硫酸法 よ り求 め
， そ の 割合 を計算 に 用 い た．

　3・2・2HPMC 定量法　　モ デ ル 組成 （HPMC 　2，5　mg ／

ml ）5ml に AB 溶液 5m1 を加え，析出した 沈殿物 を 3000

rpm で 10 分 間 遠心分離 した ．上 澄液 を メ ン ブ ラ ン フ ィ ル

ター （関 東化学製，HLGDISKI3 水系，　 O．4．5　Pm ） に て 炉

過 したもの を試料溶液 と した．同様 に 操作 した標準溶液 と

と もに 下 記 の 操作条件 の HPLC に 供 し，　 HPMG ピー
ク の

高 さ を求 め，式 （2） よ りHPMG 量を求め た．

モ デ ル 組成 中の HPMC 量 （mg ／100　ml ）

　 ≡H ，／HsxGXD （2 ）

　H ，： 試 料 溶 液 の ピーク高 さ，私 ： 標 準 溶 液の ピー
ク高 さ，

G ； 標準溶液 の HPMG 濃度 （mg ／100 　ml ），　 D ； 試料溶液

の 希釈倍率．

　3・2・3HPI ．C シス テ ム 及び 測定条件　　デ ュ ア ル ポ ン

プ 及 び 示差屈折率検出器，デ ガ ッ サ
ー，オ

ートサ ン プ ラ
ー

が カ ラ ム オ
ーブ ン と一

体 と な っ た GPG 専 用 シ ス テ ム

（Shodex　GPC −101，昭 和 電 工 製 ） 及 び レ コ ーダ ー

（Chromatocorder21 ，シ ス テ ム イ ン ス ツ ル メ ン ッ 製） を使

用 した ．カ ラ ム は 極性有機溶媒系 GPC カ ラ ム （TSK −gel

α
一2500　300　mm × 7．8　mm 　i．d．，東 ソー製）を 2本直列に 接

続 して 使 用 した．カ ラ ム 温 度 は 40℃，移 動相 の 流 量 は O．8

ml ／min ，試料注 入 量 は 20 μ1 と した．な お ， 示 差屈 折率

検 出 器 の リ フ ァ レ ン ス 側 に は カ ラム を接続せ ず に，移動相

を 流 量 O．8　mlfmin で流 した．

4 結果及び考察

　4・1ChS ．Na の 定 量

　4・1・1　検量線，再現性及 び 添加 回 収 率　　ChS −Na 溶

液 （20〜40　pg／ml ）を用 い て検量 線 を 作成 した．そ の 結

果，y ≡　O．0093X −
　O．0062，相 関 係 数 0．9953 の ほ ぼ原 点 を

通 る 良好な直線関係が 認 め られ た．

　ChS −Na 標準溶液 （30 μg／100　ml ） につ い て 6 回 操作 を

繰 り返 し，吸光度 の 相対標準偏差 を求 め た．結 果 を Table

2 に 示す．相対標準偏差 は L36 ％ で あ り，良好 な 再現性

が 得 られ た．

　添加 回収率に つ い て は，GhS −Na 以 外 の 成 分 をす べ て 含

む モ デ ル 組成 の 濃縮液 に，所定濃度 とな る よ う Gh3Na 溶

液 を添加 して 調製 した 試料 を用 い ，そ の ChSNa 量 を測 定

し た （Table　 2）．平均添加回 収率 は 100．1％ ，標 準偏 差 は

1．41％ で あ り，測定値 の 平均値 と真 の 値 との 差 で あ る真

度 は，O．1％ と良好 で あ っ た．ま た，モ デ ル 組 成 か ら ChS

Na を 除 い た ブ ラ ン ク組 成 につ い て ，　 AB 法 に よる 吸 光 度 を

測 定 し た結 果 ， 空 試 験 の 水 と 同 じ値を示 し，HPMC を は

じめ とす る他成分 の 影響 は なか っ た．

　 4 ・1・2　ChS ・Na ロ ッ トの 影響　　ChSNa は 天 然 の 水溶

性高分子で ある た め ，AB との 反 応 性 に 対す る ロ ッ トの 影

響 に つ い て 検討 した．ロ ッ トの 異 な る 3 種 の ChSNa を用
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Table　3　Robustness　ofAB 　method （ChS −Na ）

Standardsolution
Recovery，％

Model 　forrnulation

　 　 　 B

a．model 　formulation　 b．　 HPMC 　blank
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A C
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Table　4　Repeatability＆ trueness 　 of 　AB 　 method
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Fig．4 　GPGHPLC 　 chromatograms 　of 　AB 　method
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い て ，標準溶液 3 種 とモ デ ル 組 成 3 種 をそ れ ぞ れ 調製 し，

ク ロ ス 定量を行 っ た （Table　3）．そ の 結果，　 ChS −Na の ロ

ッ トが 異 な る 標準溶液 を用 い て 定 量 した 場合 に お い て も，

モ デ ル 組成の 添加 回収率は 97．0〜102，9％ で あり，頑健性

の 高い こ とが 確認で きた．

　4 ・2HPMC の 定量

　4・2・1　検量 線，再現性及び 添加回収率　　 HPMC 溶

液 ； （2，0〜3．5mg ／100　ml ） を用い て ，検量線を作成 した．

そ の 結 果 ， y ＝＝32374X − 258．53，相関係数 0．9969 の ほ ぼ

原点を通 る 良好 な 直線関係 が 認め られ た．

　HPMC 標 準 溶 液 （2，5　mg ／100　ml ） に つ い て ，6 回操作

を繰 り返 し ，
ピ ーク 高 さ の 標準 偏差 を求 め た．結 果 を

Table　 4 に 示 す．相 対標準偏差 は 0．42 ％ で あり，良好な

再 現 性が 得 られ た．

　添加 回 収率に つ い て は，HPMC 以 外 の 成分をすべ て含

むモ デ ル 組成 の 濃 縮 液 に，所定濃度 と なる よ う HPMC 溶

液 を添加 して 調 製 した試 料 を用 い ，そ の HPMC 量 を測 定

した （Table 　4）．平均添加 回収率は 100，1％ ，相対標準偏

差 は O．44％ で あ り，真度 0，1％ と良好 で あ っ た．ま た，
モ デ ル 組 成 か ら HPMC を除 い た ブ ラ ン ク組 成 に つ い て 測

定 した 結 果 ，HPMG の 溶 出 時間 に ピーク は 認 め られ ず，

ChSNa の 影響 は な か っ た （Fig．4）．

4・3　ま とめ

　 以上 の 結果か ら ， AB 法 は GhS −Na と HPMC が 同時 に配

合 されたモ デ ル 組成 に お い て ，検量線性，再 現 性 が よ く，

添加 回収率， 特異性 の 高い ChS −Na と HPMG の 定量 法 で

あ る こ とが確認 で きた．また，天然 の 水溶性高分 子 で あ る

ChS −Na の ロ ッ ト違 い に よ る 定量結果 へ の 影響 は ± 3％ 以

内で あ り， 頑健性の 高い こ とを確認 した．こ れ まで の 既存

定量法 で は ， 製 剤組成 ご とに ChS −N ’a と HPMC を 分 離す

る ため の 前処理 条件 を設定す る 必 要が あ る が，AB 法 で は，
AB と ChS −Na の 特異的な静電相互 作 用 に よ る 複合 体形成

を利 用 して い る た め，他の 配合成分の 影響を受 け に くく，
モ デ ル 組成以外の 様 々 な ChS −Na と非 イ オ ン 性 高 分 子 を同

時 に 配合 した複合製剤の 医薬品に応 用 で きる と考え る．

　と ころ で ，AB 溶液 の pH を変える こ と に よ り，硫酸 基

を有す る コ ン ドロ イ チ ン硫酸 や ヘ パ リ ン とカ ル ボ キ シ ル 基

の み を 有する ビ ア ル ロ ン酸 に対す る AB の 選 択性が 変化す

る こ とが 組織染色 に おい て 知 られ て い る
η ．した が っ て ，

AB 溶 液 の pH を適切 に 設定す る こ とに よ り，　 ChS −Na の み

で な く，ピ ア ル ロ ン酸など他の 酸性 ム コ 多糖類 と様 々 な非

イ オ ン 性高分子など との 複合系 に対 して，本 試 験 法 を展開

で き る と考 え る．
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要 旨

　 コ ン ドロ イチ ン 硫酸ナ トリウ ム 及び ヒ ドロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ース を同 時に 配合 した 医 薬品 に つ い

て ，ア ル シ ア ン ブ ル ー8GX を利用 した 両成分 の 分別定量法を開発 した．酸性条件 下 に お い て ， ア ル シ ア ン

ブ ル
ー8GX と コ ン ドロ イチ ン 硫酸 ナ トリ ウ ム は，特異的に 複合体 を形成 して 沈殿 する．沈殿 物 を ア ル カ リ

溶液で 溶解させ，その 吸光度 よ りコ ン ドロ イチ ン 硫酸 ナ トリ ウ ム を定量 した．ま た，上 澄 み を GPC カ ラ ム

に 供 し，ヒ ドロ キシ プ ロ ピル メ チ ル セ ル ロ
ー

ス を定量 した．こ れ らの 試験法 は，安全 か つ 特異性，再 現性 に

優 れ ，酸性 ム コ 多糖類 と非 イ オ ン性高分 子 を配 合 した医 薬 品 の 定 量 に応 用 す る こ とが で きる．
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