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概要

本アプリケーションノートでは、バイモ (貝母、Bulbus Fritillariae Thunbergii)、チモ (知

母、Rhizoma Anemarrhenae)、サンキンヘン (三金片、Sanjin Tablet)、ジフシ (地膚子、

Fructus Kochiae)、フウ (路路通、Fructus Liquidambaris) という 5 つの生薬とその製剤を

対象として開発された HPLC 分離メソッドについて説明します。各 HPLC メソッドの分

離能は各製剤の最大成分数に合わせて最適化されたものです。サンプルの前処理法につ

いても説明します。



ロマトグラムを使用して未知成分を分析

するときには、最大ピーク数に合わせて

分離能を最適化しておくことも有効で

す。

本アプリケーションでは Agilent 1200 シ
リーズ Rapid Resolution (RRLC) LCシステ

ムを使用しました。このシステムでは、

サンプルの分析要件に合わせて、サブ2
ミクロン粒子径充填剤を使用したRRLC
カラムと従来型の HPLC カラムとの切り

替えを簡単に行うことができます。内径

の狭いカラムを使用する場合には、ピー

ク幅が狭くなるため、RRLC 用のネブラ

イザ (アジレント部品番号 G4218-20004)
が必要です。本アプリケーションノート

に示されている各例は、分離能とサンプ

ル処理数を検討して双方のバランスを

取ったものですが、別のカラムへの変更

も簡単に行えます。たとえば、充てん剤

は同じでも内径や長さの異なる別のカラ

ムを使用すれば、個々の要件に合わせて

分離の高速化やピーク容量を拡大するこ

とができます。

実験手法

標準溶液とサンプル

路路通酸 (Liquidanbaric acid)、コキオシ

ド Ic (kochioside Ic)、マデッカソシド

(madecassoside)、サルササポゲニン

(sarsasapogenin)、ペイミン (peimine)、
およびペイミニン (peiminine) は中国薬品

生物製品検定所 (中国北京) から購入しま

した。各生薬製剤のサンプルは上海の漢

方薬局店で購入したものです。

使用機器

従来の分析条件および RRLC の分析条件

の開発のいずれにおいても Agilent 1200
シリーズ Rapid Resolution (RRLC) LCシス

テムを使用しました。システムの構成は

次の通りです。

• Agilent 1200 シリーズ オンラインデ

ガッサ

• Agilent 1200 シリーズ バイナリポンプ

SL
• Agilent 1200 シリーズ 高性能オートサ

ンプラ SL
• Agilent 1200 シリーズ カラムコンパー

トメント SL
• ミクロフローセル (容量 2 µL、光路長 

3 mm) を搭載した Agilent 1200 シリー

ズ ダイオードアレイ検出器 SL
• 標準ネブライザを搭載した Agilent 1200
シリーズ 蒸発光散乱検出器 (ELSD)

• Agilent ChemStation B.03.02 (システム

コントロール、データの採取、評価に

使用)

サンプル前処理

各生薬製剤の前処理は以下の手順で行い

ました。

フウ (路路通、Fructus Liquidanbaris) :
サンプルの粉末を正確に 0.6 g 計量してバ

イアルに入れ、20 mL の無水エタノール

を加えて、その混合液の重量を計り、15
分間超音波処理しました。混合液を冷却

して、再度正確な重量を計り、溶媒の目

減り分を無水エタノールで補充し、サン

プルをよく撹拌してからろ過しました。

このろ液を正確に 10 mL とって乾固さ

せ、無水エタノールに再溶解し最終的に

2 mL の量になるまで無水エタノールで希

釈しました。この溶液を 0.22 µm のナイ

ロン膜フィルターでろ過してから直接注

入しました。

ジフシ (地膚子、Fructus Kochiae):
サンプルの粉末を正確に 0.5 g 計量してバ

イアルに入れ、10 mL のメタノールを正

確に計量して加え、この混合液を正確に

計量して一晩置きました。その後、30 分
間超音波処理して冷却し、再度計量して

目減り分をメタノールで補充しました。

溶液をよく撹拌したあと 0.22 µm のナイ

ロン膜フィルターでろ過してから直接注

入しました。

はじめに

2005 年度版中国薬局方では、蒸発光散

乱検出器 (ELSD) による生薬 (漢方薬原

料) やその製剤の分析法がいくつか発表

されました1。生薬の成分には発色団を

持たないものや UV 吸収の極めて弱いも

のもあるため、そうした成分の定量には

ELSD のような万能型検出器の使用が規

定されています。以前に発行されたアプ

リケーションノート2 では、中国薬局方

で必須医薬品に指定されているハクカ

(白 果 、 Ginkgo) と オ ウ ギ (黄 耆 、

Astragali) の ELSD 分析メソッドを示しま

した。このほか、2005 年度版中国薬局

方で ELSD による分析の規定された有効

成分を含んでいる漢方薬には、バイモ

(貝母、Bulbus Fritillariae Thunbergii)、チ

モ (知母、Rhizoma Anemarrhenae)、サン

キンヘン (三金片、Sanjin Tablet)、ジフ

シ (地膚子、Fructus Kochiae)、およびフ

ウ (路路通、Fructus Liquidambaris) があ

ります。

分析の開始手順と定量分析については、

すでに前 2 件のアプリケーションノート
2、3で紹介しました。定量分析に関して

薬局方に規定されているデータ点の数は

2 つだけで、その 2 点の対数変換値に

よって定量グラフを作成せよという極め

て単純なものです。このため、本アプリ

ケーションノートでは定量分析の結果を

示しません。分離結果を簡潔にまとめ

て、グラジエントや機器のパラメータと

共に紹介します。

生薬、漢方薬の成分はかなり複雑である

ため、ダイオードアレイ検出器 (DAD) だ
けでも ELSD だけでも成分をすべて検出

することはできません。本アプリケー

ションノートでは、各サンプルを可能な

限り詳しく分析するために、またピーク

の出ていない成分がないかをモニターす

るために、DAD と ELSD を直列につない

で使用しました。フィンガープリントク
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バイモ (貝母、Bulbus Fritillariae Thunbergii):
サンプルの粉末を正確に 2 g 計量して

キャップ付きのバイアルに入れ、4 mL の
強アンモニア水を加え、1 時間置いてよ

く馴染ませました。次に、20 mL のクロ

ロホルム/メタノール混合液 (混合比 4:1)
を正確に計量して加えてサンプルを計量

し、80 °C で 2 時間加熱還流しました。サ

ンプルを冷却し、再度計量して目減り分

を上記の混合液で補充しました。この溶

液をろ過し、ろ液を 5 mL 正確に計量して

蒸発皿で真空乾燥させました。乾固した

サンプルをメタノールに再溶解し、バイ

アルに移して最終的に 10 mL の量になる

までメタノールで希釈しました。この溶

液を 0.22 µm のナイロン膜フィルターで

ろ過してから直接注入しました。

分析条件

フウ (路路通、Fructus Liquidanbaris):
カラム: Agilent ZORBAX Eclipse

C18、4.6 x 150 mm、1.8 µm
溶媒: A = 0.1 % 酢酸、

B = メタノール

流量: 0.8 mL/min
グラジエント: 0min, 80%B; 10min, 

85%B; 30min, 100%B
UV 検出器: 210 nm、254 nm
ELSD 温度: 40 °C
ELSD 圧力: 50 psi
ELSD ゲイン: 9
ELSD フィルター: 3 s

ジフシ (地膚子、Fructus Kochiae):
カラム: Agilent ZORBAX Eclipse

C18、4.6 x 100 mm、3.5 µm
溶媒: A = 0.1 % 酢酸、

B = メタノール、

90 %B アイソクラティック

流量: 0.8 mL/min
UV 検出器: 210 nm、254 nm
ELSD 温度: 40 °C

ELSD 圧力: 50 psi
ELSD ゲイン: 9
ELSD フィルター: 3 s

サンキンヘン (三金片、Sanjin Tablet):
カラム: Agilent ZORBAX SB-C18、

3 x 150 mm、5 µm
溶媒: A = 水、B = メタノール

流量: 0.6 mL/min
グラジエント: 0 min, 45 %B; 10 min,

55 %B; 20 min, 100 %B 
UV 検出器: 210 nm、254 nm
ELSD 温度: 40 °C
ELSD 圧力: 50 psi
ELSD ゲイン: 9
ELSD フィルター: 3 s

チモ (知母、Rhizoma Anemarrhenae):
カラム: Agilent ZORBAX Eclipse

C18、3 x 50 mm、1.8 µm
溶媒: A = 水、B = メタノール

流量: 0.6 mL/min
グラジエント: 0 min, 40 %B; 5 min,

45 %B; 10 min, 80 %B; 
15 min, 100 %B

UV 検出器: 210 nm、254 nm
ELSD 温度: 45 °C
ELSD 圧力: 50 psi
ELSD ゲイン: 9
ELSD フィルター: 3 s

バイモ

(貝母、Bulbus Fritillariae Thunbergii):
カラム: Agilent ZORBAX Eclipse

C18、3 x 50 mm、1.8 µm
溶媒: A = 0.03 % アンモニア水

(pH 9)、B = アセトニトリル

流量: 0.6 mL/min
グラジエント: 0 min, 45 %B; 5 min,

45 %B; 10 min, 70 %B
UV 検出器: 210 nm、254 nm
ELSD 温度: 45 °C
ELSD 圧力: 50 psi
ELSD ゲイン: 9
ELSD フィルター: 3 s

サンキンヘン (三金片、Sanjin Tablet):
錠剤の外側のコーティングを取り除いた

サンキンヘン錠を砕いて細かな粉末に

し、正確に 0.5 g 計量してバイアルに入

れ、10 mL のメタノールを正確に計量し

て加えました。この溶液を 30 分間超音波

処理し、冷却したのち、よく撹拌してか

らろ過しました。ろ液を正確に 5 mL 計量

し、5 mL の量のアンモニアで 2 回、計 10
mL のアンモニアで抽出しました。回収し

た溶液を真空乾燥させ、メタノールに再

溶解し、よく撹拌して 0.22 µm のナイロ

ン膜フィルターでろ過してから直接注入

しました。

チモ (知母、Rhizoma Anemarrhenae):
サンプルの粉末を正確に 0.5 g 計量して

キャップ付きのバイアルに入れ、10 mL
のエタノールを正確に計量して加えまし

た。これを計量し、一晩置いてよく馴染

ませた後 40 分間超音波処理し、冷却した

のち、再度計量して目減り分をエタノー

ルで補充しました。サンプルをよく撹拌

した後、10 mL の水と 1 mL の濃塩酸を加

え、この混合液を 2 時間加熱還流しまし

た。サンプルを冷却してから、40 % 水酸

化ナトリウム溶液をオレンジ色がかった

黄色から赤味の強いオレンジ色になるま

で振りながら少しずつ加えました。この

溶液を 5 mL の量のクロロホルムで 2 回、

計 10 mL のクロロホルムで抽出しまし

た。回収した溶液を真空乾燥させ、メタ

ノールに再溶解し、最終的に 5 mL の量に

なるまで希釈しました。この溶液をよく

撹拌した後 0.22 µm のナイロン膜フィル

ターでろ過してから直接注入しました。
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結果と考察

フウ (路路通、Fructus Liquidanbaris)
図 1 は、UV-254 nm チャンネルと ELSD
チャンネルによるフウのクロマトグラム

を重ね書きしたものです。路路通酸の

ピークをラベルで示します。2 つのチャ

ンネルを比較すると、感度に差のあるこ

とが判ります。路路通酸は、UV-254 nm
チャンネルではレスポンスがありません

が、ELSD チャンネルでは良好なレスポ

ンスを示します。溶出時期の早い他の成

分のなかには、ELSD にはレスポンスを

示さずに 254 nm の UV 検出にはレスポ

ンスを示すという成分もあります。210
nm チャンネルは表示ピークの数が少な

く表示成分の割合も低いため、ここでは

示していません。

図  1 では、2 組のピーク対にそれぞれ 1
と 2 というラベルを付けています。LC メ
ソッドは、この 2 つのピーク対の分離に

合わせて最適化しています。これらの成

分の正確な構造は不明ですが、210 nm の
UV 検出よりも ELSD に対してレスポンス

が良く、定量分析する場合に ELSD での

検出が要求される可能性があります。

ジフシ (地膚子、Fructus Kochiae)
図 2 は、ELSD チャンネルと UV-210 nm
チャンネルでの各ジフシ成分の分離を示

したものです。210 nm の UV 吸収率が極

めて低い成分、コキオシド Ic (kochioside
Ic) のピークをラベルで示します。ELSDで
は UV 検出器よりも多くのピークが検出

されました。このことから、ジフシには

発色団のない成分が多く含まれているこ

とが分かります。したがって、こうした

成分を検出するには、2 台の検出器を直

列につなげて両方のチャンネルから同時

に情報を採取する必要があります。溶出

時間の早い成分のなかには、発色団がな

いために ELSD チャンネルでしかレスポ

ンスを示さなかった成分もありました。
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図 1
フウのクロマトグラム (ELSD 検出器 (赤) と UV チャンネル (青) のクロマトグラムの重ね書き)
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図 2
ジフシのクロマトグラム (ELSD チャンネル (赤) と UV-210 nm チャンネル (青) のクロマトグ
ラムの重ね書き)
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サンキンヘン (三金片、Sanjin Tablet)
図 3 は、ELSD チャンネルと UV-210 nm
チャンネルによるサンキンヘンのクロマ

トグラムを重ね書きしたものです。有効

成分、マデカッソシドのピークをラベル

で示します。大部分の成分には発色団が

ないため、UV-210 nm チャンネルのピー

ク数は ELSD チャンネルに比べて僅少で

した。また、溶離液の吸光度がグラジエ

ントに伴って変化するため、UV-210 nm
シグナルのベースラインはフラットな状

態を維持できません。ELSD を使用して

いなければ、サンキンヘンのピークにつ

いてこれほど多くの情報は得られず、ま

た品質管理用のフィンガープリントも作

成できなかったことになります。

チモ (知母、Rhizoma Anemarrhenae)
ELSD チャンネルのクロマトグラムを見

ると、サルササポゲニンのピークが小さ

く、今回漢方薬局店で購入した製剤はそ

れほど高品質のものでないことが分かり

ます。210 nm の UV シグナルでは、サル

ササポゲニンのレスポンスはありません

でした。その他のチモ成分に関しては、

ELSD チャンネルでは UV-210 nm チャン

ネルよりも多くのピークが検出され、2
つのクロマトグラムが異なるプロフィー

ルを示しました。チモの成分を詳しく分

析するには、この相補的な 2 台の検出器

を併用する必要があります。
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図 3
サンキンヘンのクロマトグラム (UV-210 nm チャンネル (青) と ELSD チャンネル (赤) のクロマ
トグラムの重ね書き)
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図 4
チモのクロマトグラム (ELSD チャンネル (赤) と UV-210 nm チャンネル (青) のクロマトグラム
の重ね書き)
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バイモ

(貝母、Bulbus Fritillariae Thunbergii)
ペ イ ミ ン (Peimine) と ペ イ ミ ニ ン

(Peiminine) はバイモの最重要成分です。

210 nm の UV トレースには極めて僅少な

ピークしか見られません。一方でELSD
のクロマトグラムには、この 2 つの有効

成分の良好な分離が見られます。サブ2
ミクロン粒子径充填剤を使用したRRHT
カラムと Agilent 1200 シリーズ Rapid
Resolution (RRLC) LCシステムによる分離

は 12 分で完了しています。2 つの成分

は、現行のメソッドで簡単に分離できま

す。ピークキャパシティが問題とされな

い場合には、Agilent 1200 シリーズ RRLC
システムにより分析を高速化し、サンプ

ルの処理件数を増やすことができます。

結論

前回2 と今回のアプリケーションノート

では、2005 年度版中国薬局方で ELSD に
よる検出が規定される各生薬 (漢方薬原

料) とその製剤の分析メソッドを開発し

ました。各サンプルについてサンプル前

処理法と機器パラメータを検討しまし

た。

ELSD は、発色団のない化合物の分析に

は最適な選択肢です。分析対象化合物に

UV 吸収力の高い官能基がない場合に

は、ELSD の使用によってその化合物の

レスポンスを高めることができます。ま

た、UV 吸収を持つ溶媒を移動相に使用

する場合にも、ELSD の使用によって

ベースラインの安定性を高めることがき

ます。

UV と ELSD のどちらか一方だけではピー

クのすべてを検出することはできないた

め、双方の検出器を直列につなげて両方

のチャンネルからシグナルを得る必要が

あります。本アプリケーションノートで

は、品質管理部門でのメソッドの実施を

考慮して各メソッドに関する詳細な情報

図 5
バイモのクロマトグラム (ELSD チャンネル (赤) と UV-210 nm チャンネル (青) のクロマトグラ
ムの重ね書き)
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を示しました。
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