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1.は L: め に

高速液体クロマトグラフィー(HPLC)は最も繁用され

る分析手段の一つで,各方面で広く用いられている.応

用面の拡大にともない,分離能の向上や分析時間の短縮

が要求されるようになった.われわれは,HPLCを用いた

分析の高速化を目的としてカラム充填剤の開発を行い,

オクタデシルシリル化した多孔質ガラス (IPG-ODS)が

カラム充填剤として優れた特性を示すことを兄いだした.

このカラムにより解熱剤1),免疫抑制剤2)の迅速分析が可

能となった.この技術は超高速液体クロマ トグラフィー

とも言われている2,3).われわれはこの技術の生薬成分へ

の応用についても検討し,薬用人参や柴朝の主要成分の

サポニンの分析で良好な結果を得た4).

薬用人参のサポニンにはdammarane系のGinseno-

si°e-Rbl,Rb2,Rc,Rd,Re,Rf,Rgl,Rg2の中性サ

ポニンのほかに酸性のoleanolicacidのサポニンginseno-

side-Roが知られていた.北川らは加熱に対して不安定

な酸性サポニンの存在を報告し,dammarane系サポニ

ンのmalonicacidの酸性エステルであるMalony1-gin-

senoside-Rbl,Rb2,Rc,Rdを単離した5).最近,柴胡の

中性サポニンsaikosaponinに対しても酸性のマロニル体

malonyl-saikosaponin-a,dの存在が報告された6).甘草

は人参,柴胡等のほかの生薬と併用されることが多いが,

主要成分として酸性サポニンの一種であるグリチルリチ

ンを含んでいる.これらの酸性サポニンを含めたサポニ

ン類についてIPG-ODSカラムを用いたHPLC分析を検

討した.その結果酸性サポニンと中性サポニンを同時に

室温で分離分析することに成功した.

漢方方剤は,臨床に広く使われているが,その含有成

分問の複合作用や薬効の発現と成分の相関などの化学的

解明は不十分である.本法は,これらの解明に有用であ

るばかりでなく,生薬の品質評価,漢方処方中の含有成
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分均一化の指標としても応用可能である.

2.実 験

2.1 試薬

HPLCの溶離液に使用したアセトニ トリルは液体クロ

マ トグラフ用試薬(和光純薬工業),水はイオン交換後蒸

留した水である.その他の試薬および有機溶媒は,市販

の特級品を使用した.試料前処理にはWaters製Sep-Pak

C18Cartridgeを用いた.

標準品のサポニンのうちGinsenoside-Rbl,Rb2,Rc,

Rd,Re,Rf,Rgl,Rg2,Roの9種類は昭 和 大学 薬 学部

庄司順三教授,Malony1-ginsenoside-Rbl,Rb2,Rc,Rd

は大阪大学薬学部北川勲教授,malony卜saikosaponin-

a,dはツムラの田口平八郎博士より,それぞれ恵与され

た.また,Ginsenoside-Rbl,Rb2,Rc,Rd,Re,Rglの

6種類は生薬試験用 (フナコシ薬品)標準品もあわせて

使用した.

2.2 HPLC

高速液体クロマ トグラフは東ソー製CCPM型ポンプ,

東ソー製UV-8000型紫外部吸収検出器,日立製833A型

データ処理装置を組み合わせた装置を使用した.カラム

は伊勢化学工業製の化学修飾多孔質ガラスIPG-ODS(粒

子径,10JLm;孔径550Å)をス テ ンレス製 カ ラム

(4.0mmⅠ.D.×150mmまたは4.OmmI.D.×250mm)に充填

して作成した.

HPLC分析においては,カラム温度は室温とし,検出は

203nmにおける吸収によった.クロマ トグラム記録の

チャートスピードは5mm/minとした.カラムの使用後

は,カラム汚染を防ぐため,30-40mlのメタノール (派

速2-3ml/min)で洗浄した.

2.3 分析試料の調製

試料の調製は次の手順で行った.

①サポニンの抽出 :生薬を粉砕後,その1gを精密に秤

取し,70%メタノール20mlを加え,室温 (20oC)で30分
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間振とう抽出した。吸引ろ過し残澄を少量のメタノール

で洗い,ろ 液を合わせた。この操作を5回 繰 り返し行い,

抽出液を合わせ,減 圧濃縮乾固した.

②Sep―Pak処 理 :抽出物の濃縮残澄は,水 に溶解し全量

を10mlと し,あ らかじめメタノール 2 mlと水 5 mlに湿

潤したSep―PakC18 Cartridgeに通した。水10mlと 20%メ

タノール15mlで洗浄後,メ タノール 5 mlで溶出させた.

溶媒を留去し,残 澄は溶離液で溶解し全量を2 mlとし試

料液とした。

3.結      果

薬用人参の中性サポエンのIPG-ODSカ ラムを用いた

HPLC分 析においては移動相としてアセトニ トリルー水

を用いた→.酸 性サポニンについてもアセ トニ トリル

15%～ 50%の 移動相について検討した。その結果,薬 用

人参の酸性サポニンではGinsenoside―Roは 分離検出さ

オしたが, malonyl―ginsenoside―Rbl, Rb2, Rc, Rdは こ

の条件では検出されなかった。移動相に50mM KH2P04
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図 l  G i n s e n o s i d e と.■l l a l o n y l ―g i n s e n o s i d c のクロマ トグ

ラム( 1 )

1, malonyl― ginsenoside―Rbi:2,  malonyl― ginseno―

side―Rc;3, malonyl― ginsenoside―Rb2:4, ginseno‐

side―Rbl:5, malonyl― ginsenoside―Rd:6, giisenO_

side―Rc;7, ginsenoside― Rb2:8, ginsenoside― Rd.

を添加しクロマトグラフ分離を試みた。アセトニトリル

量15%～ 50%の 間で30分間のリエアーグラジェント溶離

の結果,酸 性サポニンのmalonyl―ginsenosideは対応す

る中性サポニンginsenosideより溶出時間が短いが,アセ

トニトリル量25%付 近で検出された.い ずれのサポニン

もほぼ同様の条件で分析可能であることが確認された。

しかし,グ ラジェントモードはベースラインのドリフト

等のため定量分析には不適当であった。

定量分析のために次のイソクラティックな溶離条件を

確定した。IPG―ODSカ ラム (4 mmI.D.X150mm)の 場

合では,移 動相組成アセトニ トリル :50mM KH2P04=

25.5:74.5,流 速1.Om1/minにより,Ginsenodde Rbl,

Rb2, Rc, Rdま ,よ てゞmalonyl ginsenOside―Rbl, Rb2,

Rc,Rdは 図 1に 示すように良好に分離した。生薬中で

は,こ のほかにGinsenoside―Rf,Rg2,Roな ども存在す

るため,さ らに分離をよくするために長いカラム(4mm

I.D.×250mm)を 用いて検討した。この場合は移動相組成

0         5         10         15        20 111in

図 2  G i n s e n o s i d e とM a l o n y l  g i n s e n O s i d e のクロマ トグ

ラム( 2 )

1, ginsenoside―Ro :2, ginsenoside―Rf:3, rnalonyl―

ginsenosidc―Rbl :  4,  malonyl― ginsenoside―Rc:5,

ginsenoside―Rg2:6,  malonyl― ginsenoside―Rb2:7,

ginsenoside―Rbl;8, rnalonyl― ginsenoside―Rdi9,

ginsenoside―Rc i 10, ginsenoside―Rb2: 11, ginseno‐

side―Rd.
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ポニンおよび中性サポエンが抽出されることがわかった。   し た。IPG―ODSカ ラム (4 mmI.D.× 250mm)を 用いた

アセトニトリル :50mM KH2P04=25.5:74.5,流 速

2.Om1/minで ,malonyl― ginsenoside―Rbl,Rb2,Rc,Rd

およびginsenOside―Ro,Rf,Rg2,Rbl,Rb2,Rc,Rdの

11種のサポエンが20分以内に良好に分離した(図2).山

口らのはオクタデシルシリカ系カラムのHPLCに よる中

性および酸1生ginsenosideの分析を報告している。この方

法ではクロマ トグラフ分離に40～70分を要するので,

IPG-ODSカ ラムにより分析時間は半分以下に短縮され

たことになる。

薬用人参生薬中の酸性サポニンは不安定で,加 熱に対

してその一部が分解する.上 記分析法により生薬の抽出

液のサポニンを定量し,抽 出法の検討を行った。その結

果,抽 出溶媒には70～80%の メタノ
ールが最 も適当で

あった。この溶媒を用いて室温で30分振 とう抽出を5回

繰 り返すことにより,生 薬中のほとんどすべての酸性サ

またHPLC注 入用の試料の前処理には,固 相抽出法であ

るSep PakC18 Cart五dge処理が有効であることが明ら

かとなった。

漢方処方では薬用人参は水で加熱抽出を行った煎液と

して用いられることが多い。カロ熱抽出により酸性サポニ

ンは分解される。しかし,生 千人参,自 参の煎液を本法

により分析すると,未 分解のmalonyl―ginsenosideがわ

ずかではあるが存在することが確認された。製造中に力日

熱処理を行っている紅参の抽出液にはmalonyl―gi“eno―

sideは検出されなかった。

柴胡の酸
′
隆サポエンとしてはmalo,yl saikosaponin―

a,dが報告されているの。これらは,malonyl―ginsenoside
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図 3  Saikosaponinと LIIalonyl―saikosaponinの クロマ

トグラム

I, saikosaponin c i 2, malonyl-saikosaponin a

saikosaponin ai  4,  malonyl-saikosaponin d I  5,

kosaponin d.

と同様に50mM KH2P04を 溶離液に添加することによ

り,分析可能であった。酸性サポニンであるmalonyl sai‐

kosaponin a,dと中性サポエンsaikosaponin a,c,d

は,IPG―ODSカ ラム (4 mmI.D.X150mm)を 用いた場

合,移 動相アセ トニ トリル :50mM KH2P04=275:

72.5,流速2.Om1/minで20分以内で良好に分離した (図

3 )。

甘草の成分として甘味 トリテルペン配糖体のグリチル

リチン (glycyrrhizin)が知られている。glycyrrhizinは

IPG―ODSカ ラム (4 mmI.D.×150mm)を 用いた場合で

は,ア セトニトリル :50mM KH2P04=25.5:74.5,流

速1.5m1/minで2分以内に溶出した。甘草は薬用人参と

配合されることの多い生薬である。そこでglycyrrhizin

とmalonyl―ginsenoside―Rbl, Rb2, Rc, Rdおよびgin_

senoside Rbl,Rb2,Rc,Rdの同時分析の可能性を検討

場合では,ア セ トニ トリル :50mM KH2P04=25.5:

74.5,流速2.Om1/minで図 4に 示したように9種 のサポ

エンが20分以内に分離分析された。

図 4  G l y c y r r h i z i nと人参サポニンのクロマ トグラム

1, glycyrrhizin:2, Inalonyl― ginsenoside― Rbl :3,

malonyl―ginse■osidc―Rc: 4, rllalonyl―ginsenoside―

Rb2: 5, ginsenoside―Rbl: 6, rnalonyl―ginsenoside―

Rd:7, ginsenoside― Rc:8, ginsenosiderRb2:9, gin‐

senoside―Rd.
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4.結      語

薬用人参の酸性サポニンは中性サポニンと同様に,

IPG―ODSカ ラムを用いた高速液体クロマ トグラフィー

により室温で迅速,正 確に分離分析される。柴胡や甘草

の酸性サポエンも同様に分析が可能であった。 こ の方法

は加熱に対して不安定なこれらの酸性サポエンを含めた

サポエンの分析に適している。生薬または漢方製剤の分

析など実際面での応用に有用な方法である。

(1989年6月23日受理)

参 考  文  献

1)Y.Matsushima et.al.,J ChrOmatogr.,332,265

(1985)

2)高 井信治 ほ か,生 産研究,41,179(1989).

3)山 辺武郎 編 著 「超高速液体クロマ トグラフィー」産業

図書,東 京,1989.

4) H.Kanazawa et al.,Chromatographia,24, 517

( 1 9 8 7 ) .

5)I.Kitagawa et al.,Chem.Pharm.BuH.,31, 3553

(1983)

6)江 幡尚文 ほ か,日 本生薬学会第33回年会講演要旨集

(1988),p95。

7) H.Yamaguchi et.al.,Chem.Pharm.Bull,36,3468

(1988)

l l : l l I : l l ! l l l l l l l l l I ! I I I l l l l l l l I I ! l l l l l l l ! l l l l l l l : ! | l l l l ! I I ! l ! l l l l l l l l l l l l ! ! | | | l l l l l l l l l l l l l 1 1 ! ! l l ! | | | | ! | | | I I l l l l l l l l l l l ! l l l l l i l l l l l ! | | | ! ! l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l ! | | l l l l l l ! ! l l l l l l l l l l l l l l l 1 1 ! ! l l

32




