
家庭薬研究ぬ8 14 (1989) 

【原 著】

HPL Cによる漢方薬成分の多成分同時分析について

Multi-component Analysis of Chinese Drugs 

by High Performance Liquid Chromatography 

横田洋一 江尻千鶴子 斉藤晴夫

Youichi YOKOTA Chiz叫rnEZIRI Haruo SAITO 

富山県薬事研究所

Toyama Prefectural Institute for Pharmaceutical Research 

漢方薬の理化学的品質評価法として，指標成分の分析に高速液体クロマトグラフ法（ HP・LC  ) 

が繁用されているが，その HP L  C 条件のほとんどはアイソクラチック溶出法によるもので，個々

の配合生薬中の類似の性質を持つ指標成分，例えば塩基性成分や酸性成分を別々の HPL  C 条件で

定量するものである。したがって，従来のアイソ クラチック溶出法で・漢方薬中の多種類の指標成分の

分析をするには多種類の HPL  C 条件が必要となり非常に煩雑である。またパターン分析として指

標成分以外の成分の動向を把握することも困難で

ある。そこで，グラジエソト法仰を用い，異な

る性質を持つ指標成分の同時分析を目的として検

討を行い，若干の知見を得たので、報告する。

実験の部

機器

ポンプ： CCPM （東ソー）

検出器： UV-8000 （東ソー）

イソテグレーター： CP-8000 （東ソ一）

HPL C条件

カラム：メルク社製 HibarLiChrosorb 

Rp--select B (ID 4×250mm) 

移動相： A液， 0.0SMNa2HP04/ AcCN 

(9: 1) 

B液 0.OSM Na 2 HPO • / AcCN 

(4:6) 

A液（100覧）→ B液（100覧）75分間の直線グ

ラジエソト

流量： 0.9mQ/ minカラム温度： 45。

検出波長： 254nm及び 280nm
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Table. 1 漢方処方及び棋聖成生薬
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標準品

baicalin , chrysin 7-0-glucuronide , oroxylin-A 7ー0-glucuronide, wogonin 7-0 

-gl ucuronide , baicalein 7 -0-gl ucosideは北陸大学富森教授より供与， albiflorinは富山

医科薬科大学吉崎助教授より供与された。 saikosaponina, saikosaponin d, saikosaponin c, 

paeoniflorin , cinnamaldehyde , cinnamic acid , glycyrrhizin , 6-gingerol , berberine , 

coptisine , palmatine , sennoside A , sennoside B , puerarin , daidzin , daidzein , 

gardenoside , geniposideは市販の生薬試験用標準品を用いた。

原料生薬 オウゴソ，サイコ，ダイオウ，オウレン，カ ソゾウ， シャクヤク，サシシシ，ケイヒ，シ ョ

ウキョウ，カッコソ（板カッコソ，角カッコソ），オウパク，キョウニγ，ゴミシ，サイシソ，タ

イソウ，ニソジソ，ハソゲ，ブクリョウ，ポレイ，マオウ， リュウコツは市販の日局品（カット生

薬）を用いた。

漢方処方葛根湯，柴胡桂枝湯，小柴胡湯，小青龍湯，麻貰湯，黄連解毒湯，三賀潟心湯，半夏潟心

湯，柴胡加龍骨牡蛎湯について検討した。その構成生薬及び比率を Table.1に示す。

葛根湯エキス製剤

製剤原料： AとBは乾燥エキス， A’は軟エキス， Cは頼粒， DとEはドリ ンク， Fは医療用

。
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Fig.1 標準品の保持時間

試料溶液の調整法

1 .生薬 カット生薬5gにlOOmQの水を加え30分以上かけて約半量になるまで加熱し，ガーゼろ

過後水を加えてlOOmQとした。遠心分離後，フ ィルター（0.Sμm）ろ過し試料溶液とした。サイ

コの場合はその 1mQを取り減圧で水分を留去し， 0.2%水酸化カリウム・ メタノ ール溶液lmQを

加え超音波抽出し，そのO.SmQを取り 4%塩酸O.SmQを加え25。16時開放置し，フ ィルター（0.5μ 

m）ろ過し，総 saikosaponinc 2 ( cの酸分解物） ' b z及び b.1の定量用とした。また， さき

の試料溶液で求めた saikosaponinb 2 , c 2 , b z量を差し引 くことで sakosaponina , c , d 

の量を求めた。

2.湯液原則として漢方処方一日：量に20倍量の水を加え約1時間かけ約半量になるまで加熱し，

ガーゼ誼過後水を加え一定量とし，遠心分離後，フィルター（O.Sμm）ろ過し試料溶液 （1）とし

た。なお，三賀潟心湯の場合は3分間沸騰振り出しとした。サイ コ配合処方の場合はその ldを

取りサイコの場合と同様に酸処理し試料溶液（2）とし，こ こで求めた総 saikosaponinb1, c2, b2 
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Fig.2-1 構成生薬のクロマトグラム（1) Fig.2-2 構成生薬のクロマトグラム（2)
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の量から試料溶液（1）で求めたsaikosaponinb1, C2, b2量を差し引くことで、saikosaponina , c , 

dの量を求めた。オウレ γ，オウパク配合処方で沈般を生じたものは，遠心分離して得られた

沈殿を一定量の50%メタノールまたはアセトソで抽出し， フィルター（0.5μ m）ろ過し試料溶液

(3）とした。

3.エキス製剤 サイコ，オウレソ及びオウパク配合処方の場合は水で，その他の処方は50%メタ

ノールで抽出し，後は湯液と同様に操作した。

結果及び考察

HPL C 条件について種々検討した結果，カラムについては OD Sカラムより Rp-selectB 

のほうが短時間で良い分離能を示した。これはこのカラムが Caであり，また塩基性物質分析用

であるからと思われる。移動相については主に水溶性成分の分離を目的としてアセトニトリルの比

率を10%から60%に増加させる直線グラジエソトを試みた。

この HPLC条件で各標準品について保持時間を求めたところ， Fig.1に示すようにpuerarin,

geniposide及びsennosideBが重なる他はほぼ満足のいく分離が得られた。なお， 6-gingerol 

については280nmで

示すようにオウゴソ，サイコ， シャクヤク，ケイヒ，カ ソゾウ，ショウキョウ，サンシシ，オウレ

ソ，オウパク，ダイオウ及びカッコ ンでは，指標成分の良い分離が見られた。ただし，オウレソの

coptisineのピークには jateorrhizinと思われるピークと重なっていることが他の HPL C 条

件 3）で確かめられた。なお，その他の生薬キ ョウニソ，ゴミシ，サイシソ，タイソウ，ニ γジソ，

ハソゲ，ブクリョウ，ボレイ，マオウ， リュウコツには妨害となるピークは見られなかった。
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次に本グラジエジ卜法の定量性を見るため主な指標成分について検量線を作成したところ，

Fig. 3 に示すように原点を通り良好な直線性を示した。なお， saikosaponin類については a' 

c , dを酸処理し bI , C 2 , b 2として作成した。以上の結果から本法は生薬の品質評価法として

使用できると考えられる。

次に漢方処方の湯液に本法を応用して得られたクロマトグラムをFig. 4に示す。その結果，柴

胡桂枝湯ではpaeoniflorin, cinnarnaldehyde , cinnarnic acid , baicalin , glycyrrhizin , saikosaponin 

a, c, d, b1, c2, b2 ,6 -gingerol，小柴胡湯では baicalin,glycyrrhizin ,saikosaponin, a, c, d, 

bi,C2, b2, 6・gingerol，柴胡加龍骨牡蛎湯では， sennosideA , cinnamaldehyde , cinnamic acid, 

baicalin, saikosaponin a , c , d , b 1 , C2, b2, 6 -gingerol，葛根湯ではpuerarin, daidzin , daidzein , 

cinnarnaldehyde , cinnamic acid , glycyrrhizin，小青龍湯ではpaeoniflorin, cinnarnaldehyde , 

cinnamic acid , glycyrrhizin，麻黄湯ではcinnamaldehyde, cinnarnic acid , glycyrrhizinが良く

分離した。また，三寅潟心湯ではsennosideB,A, baicalin, berberine，半夏潟心湯ではbaicalin, I)·.~ 

glycyrrhizin, berberine貰連解毒湯ではgeniposide, berberine , palmatine , baicalin等の同時分 ｝

析が可能であった。沈殴については三黄潟心湯及び黄連解毒湯ではberberine，オウゴソ成分，半

夏潟心湯ではberberine, glycyrrhizin，オウゴン成分が認められた。なお，オウゴンにカンゾウが

配合される場合には， baicalin

のピークに若干のカンゾウ成

分の重なりが認められた。

次に，繁用漢方処方の一つ

である葛根湯エキス製剤の品

質評価を本法を用いて行った。

その結果から Table.2 ~·こ示

すように，これらの製剤に使

用されている葛根は，板葛根

であることが判明した。。

まとめ

今回用いたグラジエソト法

では，短時間で生薬の指標成

分の良い分離が得られた。こ

底分

..・r>rI • 

d・Id'In 
‘a I du in 
c inn・・Ic ‘c Id 
cl nn‘・a ’ d・hr~•

,11c1rrhlzln 

1由也

ee 

60 

＝， 
l: 

M ‘＠ 

29 

Table. 2 市販葛根湯製剤の品質評価
市医耳慣渇制剤中自Al卦音量〈田 gノ：I白血〉

市•u 周，、 A' B c D E p 

I IS .1 130 .1 129 .• ・l.4 1"35. s I Sl. S ・T.5 
2。.3 ll .8 ll.‘ t‘. s lT. 4 3‘.1 11.e 

‘.o・ S.31 s.u ‘.31 l-19 7.。e 。－‘s

I.“ 2. 71 0 .07 0 .15 3. 37 l .ST 

18.3 13.・31.0 35.1 37. 8 39.2 33 .1 
llUCfVlft ー：不tll:!I

20.・‘e.・ &e.e 
CTIMEl 

’Z 11:.極量測申。ロマトデヲム

れは，カラムに塩基性物質分析用の CB系のRp-selectBを用い，またポンプに高圧グラジエソト

用を用いたため，みかけの理論段数が 10万段をこえるきわめて高い値が得られ，性質の異なる成

分の同時分析が可能となったためである。そのため従来同時分析が困難であった berberinのよう

な塩基性物質と glycyrrhizin及び baicalinに代表される酸性物質の同時分析が可能となった。ま

た，従来のアイソクラチ ック溶出法における複雑な前処理をせずに，漢方湯液中のsaikosaponin

C2, b2, b1の同時分析が可能となった。さ らに，このような高理論段数が得られた結果，生薬ごと

や漢方処方ごとにグラジエソ卜条件やカラム等の条件を替えることなしに同ーのHPL  C条件で

多成分分析が可能となった。よって，本法は種々の漢方処方の迅速な理化学的品質評価法として有

用であると考えられる。
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家庭薬研究ぬ8 20 (1989) 

【原著】

εーアミノカプロン酸の蛍光ラベノレ化による
HPL C 定量法の検討

Fluorometric Deteロninationof e -Aminocapronic acid by HPLC 

立本純子 堀地 茂 能登 満

Junko TACHIMOTO Shigeru HORICIIl 

前田淑恵

Su.mie MAEDA 

Mitsuru NOTO 

前古 豊

Yutaka ZENKO 

コA
d東亜薬品株式会社試験開発部

Research Laboratories, TOA Medicine Co. , Ltd. 

抗プラスミソ剤である εーアミノ カプロγ酸は，アレルギー症状や炎症性病変の原因になってい

るキニソやその他の活性ペプチ ド等がプラスミソにより生成されるのを抑制し，抗アレルギー及び抗

炎症作用を発現する薬物である。

εーアミノカプロソ酸を配合した医薬品の開発に当たり問題となる定量法については，ニ ソヒドリ

γ反応による比色定量法や，蛍光ラベル化しての HPL C 法等が考えられる。 ニソ ヒドリ ソ反応に

よる比色定量法は，ピリ ジン等の有害な試薬を用いることや，ア ミノ基を有する他の薬剤の共存下で

HPLC は定量できないなどの欠点がある 1）。今回，εーアミノカプロソ酸の蛍光ラベル化による

法を検討し，良好な結果を得ることが出来たので報告する。

A 
実験方法

1試薬 εーアミノカプロン酸：

第一化学薬品 （株）

ノ〈ソシノレクロライド：

東京化成工業（株）

ダγシノレクロライド：

東京化成工業 （株）2) 

Tーア ミノ酪酸：

和光純薬工業（株）

アスパラギソ酸 ：

和光純薬工業（株）

アミノ エチルスノレホ ン酸：

相互薬工 （株）

2分析条件及び装置

本実験において，カラムはケムコ

ソルプ 5-ODS-H，内径 4mm, 

長さ150mmのものを使用した。カラ

vr-ERATING CONDITIONS 

HPLC syslem:Shlmadzu LC-6A, SIL-6A, CT0-6A, 
RF-630, CR-6A, SCL-GA 

Deleclor :Fluorescence Pholomeler 

:Chemcosorb 6-0DS-H +4. OmmX160mrr Column 

Col. Temp. :40・
Carrier :MeO~ ： O.OIM H2PO. (3:1) 

F I ow Ra l e : 0. 8 6 m I /m I n 

Wave Lenglh:EX 366nm, EM 600nm 

lnJecllon :20μ1 

B ANALYTICAL METHOD 

！？…ocapronlc acid 60μg I ] 
r -Am I n o -n -b u l y r I c a c I d 4 0 ti g / m I I 

100μ1 ド… HCO, 1.00μ I 
Bansyl chloride !ml 

(In Ace tロn Q. 16mg/ml) 

Reaction 46・60mln 

lnJecllon lo HPLC 20μ1 

Table. 1 分析条件と操作方法

A
H
v
 

n，h 



ム温度は40。，移動相はメタノール・ 0.0lMリン酸混液（3:1)

た（ Table lA ）。

操作方法

操作方法は， Kamimuraet al.の方法 3）を参考に，so月 ／mQに調整した εーアミノカプロソ

酸溶液100μ£を採取し，これに 3I『1g/mQの炭酸水素ナトリウム溶液100μ£を添加，撹持した。その

後，パソシルクロライドーアセトン溶液1mQを添加，撹持し， 45。で60分間反応させ，これをオー

トサソプラーで20μ£注入したo 炭酸水素ナトリウム溶液の添加は溶液中のアソモニアを除去する

目的である。

内部標準物質の検討

内部標準物質の検索にはアミノ基を有するアスパラギソ酸，

ーアミノ酪酸を用いて同一モル濃度で、検討したo

定量精度の検討

10～100沌 ／mQの濃度範囲で， εーアミノカプロ γ酸のピーク高さ比及びピーク面積比により検

量線を求め，その精度を調べた。検討は，各濃度3回行った。

添加回収実験

εーア ミノカプロソ酸を目薬に配合した場合，他の成分が

を及ぼすかどうかについて6回の添加回収実験により検討した。

ソ酸，メチル硫酸ネオスチグミソ，グリチルリチソ酸ニカリウム，

マレイ γ酸クロルフェニラミン，酢酸d－α・卜コフェロールとした。

とし，流量は 1分間0.85mQで、行っ

アミノエチルスルホ γ酸，及び T

ε・アミノカプロソ酸の定量に影響

目薬の組織は εーアミノカプロ

コソドロイチン硫酸ナトリウ

3 

5 

4 

6 

5・

実験結果

1 内部標準物質の検討

内部標準物質として，アミノ基を有するアスパラギγ酸，アミノエチルスノレホン酸及び r－ア

ミノ酪酸について検討を行った。その結果，9.5分にアスパラギン酸， 12.3分にアミノエチルス

ルホソ酸，12.4分に r－アミノ酪酸が溶出し， εーアミノカプロソ酸は15.8分に溶出した（Fig.1）。

これらの内アスパラギγ酸のピーク

は不純物ピークと重なり，また，アミ

ノエチルスノレホソ酸のピークはテーリ

ソグが認められた。 r－アミノ酪酸は

不純物ピークとの重なりや，テーリソ

グが認められず，さらに，同一濃度で

の感度が最も高かったことから本実験

の内部標準物質に決定した。 r－アミ

ノ酪酸を内部標準物質とした定量操作

を Table 1 B に示す。つまり，

アミノカプロソ酸をSOμg/mQ, r －ア
ミノ酪酸を40μg／叫に調整した溶液100

μ£を採取し，上記の操作方法に従って，

パγシノレクロライドと反応させ， オー

トサγプラーで注入した。

ム，

€ -

九
喧
U
咽
．
向
－

。、． 

?."j 

A.min。et"'111S1』lfonlc acid r・Amino・n-br.』tyricacid c－細川氏apronicacid 

内部標準物質の検索

L・AsP'lrtic acid 
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定量精度の検討

本法における定量精度を検量線により調べた。 Fig.2A Uこ ε ・アミノカプロソ酸（25月／m~）

のクロマトグラムを示す。約12分に r－アミノ酪酸が溶出し，約15.5分に εーアミノカプロシ酸

が溶出した。各濃度のピーク高さ比の平均と c.v.値，及び検量線を Fig.2B及びFig.2Cに示

す。 εーアミノカプロン酸の検量線は、ピーク高さ比でY=0.0203X +0.0180、r=0.9999、

ク面積でY= 0. 0242X + 0. 0206、 r=0.9999と共に、良好な直線性を示し、ぱらつきもc.v.値
でほぼ 1%であり定量の精度も良かった。

添加回収実験

6回の試験の各3回の測定値の平均とc.v.値、及

び回収率を Table.2 に示した。添加回収では目薬

に配合したいずれの成分も εーアミノカプロソ酸の定

量を妨害せず， 回収率もほぼ100%であった。また，

ぱらつきにおいても c.v.値がほぼ 1%と良好な結果

が得られ，精度良く定量することができた。

ピー

Peak height n.ti。c.v.m Rec。veryα〉

Standard 1.0104±0.0133 1.32 ー

Test 1 1.01おま0.0102 1.01 100.35 

Test 2 1.0219土0.0125 1.22 101.38 

Test 3 1.α)95土o.011s 1.14 99.91 

Test 4 1.0124.±0.0111 1.10 100.19 

Test 5 1.0074土0.0176 J.75 99.70 

Test 6 1.0034±0.0137 1.37 鈎.31

2 

3 

添加回収率とバラツキTable.2 

c B 

2
u
”u
－」
haB
’E
・g
－2
・』

A 

（ 

curve 

r司.9旬9同 .0203xi().0180 

Calibrati o且

2.0 

。
:: 1.S ．． 
‘・... 
.= ．． 
J! ... 

－－ 

‘’ .,_ 

o.s 

1.0 

以.CACDほ． p~~！ghi~5 l。 c.v. 
(Jig/.£) α〉

、．

100 2.0368±0.0169 Q.83 

7S 1.5573之0.0132 0.85 

so 1.037吉土0.αl91 0.88 

2S 0.5285土0.003 o.釘

10 0.2129::0.0033 1.54 

2
u

・2
c
E
a
g
g
E千
回

お 100

£-Alli問。pronic'aeid conc:ent凡 tion{Jtg/J:) 
eーアミノカプロン酸とT一アミノ酪酸のクロマトグヲム

グ の定量値
グ の検量線

切2S 

A
B
C
 

Fig.2 

察

ε・アミノカプロソ酸を高感度で容易に定量するために，蛍光ラベル化する方法が考えられる。

種々の蛍光ラベノレ化剤のうち， ダンシノレクロライドは広く知られているが，これに構造の類似した

試薬としてパソシルクロライドがある心。この2種の試薬を用いて， εーアミノカプロソ酸を蛍光

ラベル化し比較したところ，パソシルクロライド誘導体は約16分に溶出した。これに対し，ダンシ

ノレクロライド誘導体は最初に出現する不純物ピークに混在した。ダソシルクロライ ドとパソシルク

ロライドは構造上同ーの基本骨格を有するが，パソシルクロ ライドは長い側鎖をもっ。この構造の

-22ー
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違いが2つの誘導体の極性に影響し，保持時間の違いとなって現れたと考えられる。

内部標準物質として 7・アミノ酪酸が適していた理由としては， ε－アミノカプロソ酸と非常に構

造が似通っているために反応性が類似していたことが考えられる。

パソシルクロライドを蛍光ラベル化剤として用いた本定量法においては精度，及び再現性とも良

好であった。従来のニソヒドリン反応による比色定量法に比べ操作上安全であり，またアミノ基を

有する他薬剤の共存下においても分離定量が可能であるという点において優れていると考えられる。

さらに，機器分析による定量の自動化を行う上においても有用と思われる。
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【原著】

プラスチック容器中の酢酸トコアェローノレの安定性

Stability of Tocopherol acetate in Vessls of Each Plastic Species 

青木 貴彦

Takahiko AOKI 

テイカ製薬株式会社開発部

Teika Seiyaku Co. ,Ltd. 

Research and Development Division 

＜緒言＞
酢酸トコフェロールはその抗酸化作用，抗炎症作用，血行促進作用などにより，近年点眼剤等に繁

用されている。しかしながら酢酸トコフェロール配合剤の製剤上の問題点として，この化合物が強い

親油性を持つことからこれをいかに水に均一に分散溶解し，安定化させるかが製剤化の重要なポイソ

卜となる。

一方点眼剤の容器の材質にはポリエチレソテレフタレート，ポリカーポネート，ポリエチレγ及び

ポリプロピレγ等のプラスチックがあり，このうち，容器中栓として繁用されているポリエチレソ及

びポリプロピレソへの酢酸トコフェローノレの収着について鮫島 1）らが報告しているように，製剤の安

定化に対して収着の問題もまた無視できない factorである。

今回，酢酸トコフェロールのプラスチックへの収着について検討した結果，若干の知見を得たので

報告する。

実験の部

1 .実験材料

1）標準品：酢酸 d－α一トコフェ ロール（甘糟化学産業 Lot 11203 ) 

2）プラスチック材料：低密度ポリエチレソ

高密度ポリエチレソ

イソタクチックポリフ．ロピ レソ

アタクチックポ リフ．ロピレソ

ポリエチレソテレフタレート

ポリカーボネート

1 2ーナイロ ソ

3）実験装置：高速液体クロマ卜グラフ装置

検出器 島津製作所 SPD-6A 

ポソプ 島津製作所 LC-6A 

記録計 島津製作所 C-R6A 

カラムオーブソ ウォーターズ TMC 

-24ー
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2 .酢酸トコフェローノレの定量

定量法： HPLC 法で行った。（絶対検量線法）

（条件）

カラム： R P - 18 ( Merck社製， 4mmID×25cm，粒径10μ)

カラム温度： 40°

移動相：メタノーノレ・水混液（98:2)

検出器：紫外吸光光度計（280nm)

流量： 1mQ/min

3.実験方法（酢酸トコフェロールの安

定性試験）

1）プラスチックの種類による安定性

Table. 1 に示したモデル液30叫

に各種プラスチック片の表面積6cm2 

(1 g）の試料を浸潰し， 90。で8時

間保存後，モデル液中の酢酸トコフエ

ロール残存率を測定する。

2）ポリエチレソの量による安定性

成分名

酢酸d－αートコフエロール

ポリソルベート 80 

エタノ－ル ． 

精製水

全 量

含量｛略）

10 

150 

60 

適量

1 0 Oml 

モデル液30mQに低密度ポリエチレ Table.1 酢酸トコフエロールモデル水溶液

ソそれぞれ表面積3.Scm' ( 0. 33 g ) , 7 cm2 ( 0. 66 g ）及び10.scm2Co.ggg）の試料を浸潰する。

90° で8時間保存後，モデル液中の酢酸卜コフ エロール残存率を測定する。

3）温度による安定性

酢酸トコフェローノレ濃度が 0. 1 , 0. 5 , 0. 8 mg/ mQの濃度の水溶液を調製し，それぞれの溶

液を60° ' 70° 及び90。で保存し，経時後の酢酸トコ フェロ ール水溶液中の酢酸トコフェロー

ノレ残存率を測定する。

4）溶解補助剤の種類及び添加量と安定性

モデノレ液中の二つの溶解補助剤の配合割合を変え，エタノールを30～200mg/100mg，ポリソ

ルベー ト80を100・～375mg/lOOmQで、25種の組み合わせからなる酢酸トコフエロール水溶液を調

2‘ 製し，それぞれの溶液30叫に低密度ポリエチレソ lgを漫潰し， 90。で8時間加温後の酢酸ト

コフェロール残存率を測定する。

得られたデータより二因子の乱塊法による分散分析を行う。

5）緩衝塩添加時の安定性

モデル液30mQに4種類の緩衝塩をそれぞれ加え，低密度ポリエチレソ 7cm2(0.66 g）を浸潰

し， 90。で8時間加温後，モデル液中の酢酸トコフ エロール残存率を測定する。

6）イオγ強度による安定性

モデル液30mQに塩化ナトリウムまたは塩化カリウムのイオソ強度を変えて加え，低密度ポリ

エチレγ7cm2 ( 0 . 66 g ）を漫潰する。90° で8時間加温後，モデル液中の酢酸トコフェ旦アノレ

残存率を測定する。 、
一一ーー・

竜

結 果

1 .検量線

酢酸トコフエローノレ100μ g /mQ以下で、作成した検量線は原点を通る良好な直線性を示し，相
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関係数0.999を得た。（ Fig. 1 ) 

プラスチックの種類による酢酸トコフエ

ロールの安定性

ポリエチレγやポリプロピレンなどの

ポリオレフィ γ類を浸潰したときの酢酸

トコフェロール残存率が低く，

などのポリアミド類や，ポリエチレソテ

レフタレートとポリカーポネートなどの

ポリエステル類での残存率は比較的高い

結果が得られた。浸潰したプラスチ ック Fig. 1 Calibration Curve 

の表面を一定にしたので，表面積以外の factorとしては，密度の低いプラスチックの方が密

度の高いプラスチックよりも残存率が低かった。（ Table. 2 ) 

4000 

2000 

際
問
、

l
u

ナイロソ

2. 

100 

( ..u g/ml) 

50 

iU~主 d － α・トコフエロール

。

フ・ラスチック材質 密度 楠 造 VE残存率は）

低密度ポリエチレン o. 92 ー（叩2α2}n - 25. 5 

高密度ポリエチレン o. 96 ー（印2印2}n - 37. 8 

イソタクチックポリプロピレン o. 90 ー［α2α（α3})n ー 39. 3 

アタクチックポリフ℃ピレン o. 90 ー［α2叩（Ob})n ー 36. 6 
12ーナイロン 1. 01 ー（NHC11H22 C 0 ) nー 84. 0 

ポリエチレンテレフタレート 1. 34 自 （OC2H~ COOPhCO)n - 97. 6 

オマリカーボネート 1. 20 ー（OPh C3Hs Ph COO }n - 98. 0 

Control 99. 8 

各種プラスチック浸漬時における酢酸卜コフェローJI,..の安定性

3 .ポリエチレソの量による酢酸トコフェロールの安定性

ポリエチレソの浸漬量により液中の酢酸トコフエロール残存率が変化した。すなわち，ポリ

エチレソの浸潰量を増すと残存率は低下した。これは主に浸潰するポリエチレソの表面積に関

連しているものと考えられる。 （Fig. 2 ）なお，酢酸トコフエロール収着率＝100ー酢酸トコ

Table.2 
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(l/g) 

::i 2 

ポリエチレン重量 ( g) 1 ／ポリエチレン霊量

Flg.2 ポリエチレン浸漬時における酢酸トコフエロー）I,..の安定性
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...ト＂＇＂＇ロール Ill[ lOm ~ 60inc 80mc 1,.1100.u 
)Ool•t> 

3回＇~ a トヨ '7 ＆回＿，，，宮 Sh•
l6mc 2 4 "'' 

．．．‘I[ • ・・・” 取理t(a,) .Q壇•m 思壇量｛・0 取坦・（0 n，量｛・cl忠君事（S】

60・ 72H 0 .4 2 ( 1 4 .0) 0. 7 3 ( 4.由1 1. 2 1 ( 5.0) 

80・ l20H 0. g 4 ( 3 l. 3) 2. 3 6 ( l 6. 7) 3. 2? ( l 3. 6) 

60・ z‘OH 1. 3 3 ｛・ 4.3) 3.? II (2 5. 3) 6. 6 l (2 3.‘】

60・ 432H 1. 3 6 (4 6. 3) 4. 0 g ( 2?. 3) 6 ,4 8 ( 2 7. O) 

?0・ !IH 0 .1 2 ( 4.0) 0. 6 3 ( 4. 2) 0 ,IJ 8 ( 4. l) 

マ0・ l2H l. 2 0 (4 0. 0) 5. 3 1 (3 5 .4) 6. 9 l (2 8. 8) 

1 o・ 24H 1. 7 6 (5 8. ?) 7.? 9 (5 1. 9) 

9 0・ 2 Ii 1. 7 4 (5 8 .0) ? . 0 l (4 8.?) 9. 3 6 (3 9 .0) 

9 0・ ‘H 2. 3 4 (7 8. 0) l 0. l 4 (6マ.6】 l 2. 3 4 (5 1. 4) 

11 o・ 6H 2. 6 2 ( 8 7. 3) l 0. 7・ 【71. 6】 l 3. 5 0 (5 6. 3) 

9 0・ 7H 2. 6 9 ( 6 9. 71 l l. 2 5 (7 5. 0) l 3. 7 0 ( 5 7. l】

Table.3 各温度における酢酸卜コフェロールの収着

ヱ

lレ
の
re 
ムロ

量

（ 

cg 

／ 

100 
nJ 
｝ 

ポリソJレベート80の配合危 (1>&/100111) 

375 300 250 1 5 0 1 0 0 

26. 5 22. 7 18. 9 21. 7 1 7. ) 

200 18. 3 1 7. 5 1 5. 4 1 1 . 3 l 5. 5 

1 9. 0 ) 7. 2 1 ) . 4 l 5. 3 ) 2. 8 

2 2. 3 2 2. 6 20. 9 1 9. 5 2 2. 4 

150 1 7. 3 l 6. 7 1 3. 5 1 0. 7 1 1. 5 

1 9. 6 1 6. 1 1 7. 9 1 2. 3 1 7. 9 

22. 4 22. 5 19. 4 18. 4 24. 0 

100 1 7. 6 1 7. 4 18. 3 1 3. 2 1 2. 4 

1 8. 9 1 7. 2 1 6. 2 1 5. 3 1 3. 6 

2 2. 3 20. 4 21. 3 2 3. 8 27. 0 

60 1 7. 4 1 9. 2 14. 9 1 3. 2 1 1. 5 

18. 6 14. 0 12. 7 1 3. 9 1 9. 0 

2 2. 9 2 o. 3 2 2. 0 1 6. 7 21. 0 

30 1 9. 1 1 7. 9 1 5. 0 1 2. 0 1 2. 5 

18. 3 1 4. 2 14. 8 14. 6 1 7. 5 

酢酸トコフエローlレ残存率（%）

Ttable.4 溶解補助剤量と酢酸トコフヱロールの安定性
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log平衡時の溶波浪皮

Fig.4 FreL』ndlichplot 

・2・3

， 
変 動 自 由 度 不備分散 F 値

エタノール 5.7 4 1.4 0.087 

ポリソルベート80 185.8 4 46.5 2.822 ・英

交互作用 ss.9 16 4.1 0.250 

誤 差 823.3 50 16.5 

1』. 計 1080.7 74 

F(4,24,0.05)=2.76 

F(l6,24,0.05)=2.90 

分散分析法
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フェロール残存率（%）とした。

4 .温度による酢酸トコフェロールの安定性

Table. 3 に示したように，ポリエチレソへの酢酸トコフェロール収着率は保存温度及ひ’液

中の酢酸トコフェロールの濃度によって大き く異なる。加熱時間の逆数と酢酸 トコフェロール

収着量の関係を図に示すと（ Fig. 3）直線が得られ， Y軸切辺から平衡収着量が得られる。

一般に溶液中の溶質の固体への吸着は Freundlich吸着等温式が成り立つ。（①式）そこで本

実験より得られた値をプロッ卜したところほぼ直線関係が得られた。（ Fig. 4 ）従ってポリ

エチレソへの酢酸卜コフェロール収着は Freundlichの吸着等温式に従って進行するもの考

えられる。また，酢酸トコフエロール収着は Fig.5 に示すように温度にも依存していると考

えられる。

塩濃度 緩衝塩の種類

(mg/lOOml) クエン酸 リン酸 ホウ酸 ．アスパラギン酸

500 78. 7 τ7. 3 33. 8 6 6. 7 

1 o o o・ 7 3. 1 79. 8 49. 3 68. 5 

1500 7 3. 1 70. 6 51. 0 7 6. 3 

2000 7 5. 2 78. 1 5 o. 1 63.・ 7 

E椴トコフエロール残存率（%）

Table.6 緩衡塩添加時の酢酸トコフェローJI.-の収着

s.溶解補助剤の種類及び添加量と酢酸

卜コフェロールの安定性

Table. 4 をもとに分散分析を行った

ところ，ポリソルベー卜80の配合量が多

いとき，酢酸トコフェロールの残存率が

有意に減少した。（ Table. 5 ）即ち，

収着は液中の酢酸トコフェロールの分散

溶解状態に相関することが考えられる。

6.緩衝塩添加時の酢酸トコフェロール

の安定性

塩濃度

(mol/l ) 

0. 1 

o. 1 5 

o. 3 

0. 6 

塩の種類

NaCl KCl 

64. 0 6 9. 1 

72. 6 7 4. 1 

79. 0 79. 7 

72. 2 66. 2 

酢酸トコフェロール残存率（%）
緩衝塩濃度差による酢酸トコフェロー

ルの収着差は，クエγ酸， リン酸及びア Table. 7 イオン強度ど収着の関係

スパラギソ酸緩衝塩ではみられないが，ホウ酸緩衝塩を配合した場合に酢酸トコフェロール残

存率の低下が見られた。 ( Table. 6 ) 

7.溶液のイオソ強度による酢酸トコフエロールの安定性

酢酸卜コフエロール水溶液のイオソ強度が酢酸卜コフェロールのポリエチレソへの収着に及

ぼす影響はみられなかった。（ Table. 7 ) 
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考察

ポリエチレγへの酢酸トコフエロールの収着はポリエチレソ表面積に比例せず，表面への吸着の

みでは説明がつかない。おそらくポリエチレγへの吸収が同時に進行しているものと考えられる。

また製剤中の酢酸トコフェロールの溶解分散状態により収着量が異なり，温度と酢酸 トコフェロー

ル濃度に依存して経時的に進行する。

今回の収着の傾向が低温条件（室温22。）にも適合すると仮定し，モデノレ液からの低密度ポリエ

チレγへの収着を予測してみる。 Fig. 3 より，酢酸トコフェロール初濃度が10mg/ 1 oom~のモデル

液の 60。， 70° ' 90。での平衡収着量はそれぞれ最小自乗法で得られた直線の切辺より， l.62(r

=-0.992), 2.12(r=-0.996), 3.04(r＝ー0.997)mg/ gである。これをプロットすると Fig.5 の直

線となる。（y=8.93×10-3 x-o・315,r=0.994）この式を利用してモデル液の室温22。における低密

度ポリエチレソへの平衡収着量を予測すると，平衡収着量は0.76mg/ gとなる。

モデル液を日m2の容器に充填し，中栓に低密度ポリエチレγ （0.33g）を使用すると，中栓への 昨

(8.93×10 -3×22-0.315＝ー0.11854,logx=-0.11854)

平衡収着量は0.251mgで、ある。ここで酢酸卜コフエロール処方濃度lOmg/lOOmQの90%（規格下限）

量は1.35mg/15mQである。中栓への平衡収着量を考慮して90%を保証するには1.601mg/15mQ（処方

濃度に対して106.7覧）にする必要がある。この結果よ り，モデノレ液の酢酸卜コフエローノレ濃度を10.

67mg/100mQ，すなわち6.7%割り増しすれば22。以下では規格量は保証できると判断される。

今回，高温条件下での収着について検討を加えたが，低温条件下での収着が高温条件下と同様の

傾向となるならば，酢酸トコフェ ローノレ配合液剤の製剤設計において収着等温式による解析は酢酸

トコフェロールの収着予測の有効な手段と考える。

文献

1）鮫島康能ら：第一回医薬品包装シソポジウム講演要旨集 20～24(1987) 
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アトグツツガムシ幼虫に対するディート
及びムシベーノレ12の忌避及び麻痔効果

Effects of Deet and Mushipale 12 in perellency 
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株式会社池田模範堂開発部

Development Division,Ikeda Mohando Co. ,Ltd. 

角坂照貴 金子清俊
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愛知医科大学寄生虫学教室

Department of Parasitology, Aichi Medical University 

つつが虫病は明治から昭和20年頃にかけて新潟や秋田，山形などに限られた川沿いの地域で発生

した一つの風土病であった。

昭和40年代には患者数は激減し幻の病気になりかけていた。ところが，昭和51年頃から復活しは

じめ，古来の発生地のみならず全国各地で多発するようになった。新潟，秋田，山形で夏に発生し

ていた従来のつつが虫病はアカツツガムシによるもので，古典的つつが虫病と呼ばれ，近年全国至

るところで発生しているものはフトゲツツガムシやタテツツガムシによるもので新型つつが虫病と

呼ばれている。 1）社会的に見てこれらのつつが虫病の予防対策が大変重要な課題となってきている。

今回我々は吸血害虫に対する最も代表的な忌避剤であるディート及びそのディートを配合する害

虫忌避製剤ムシベール12を用いて，フトゲツツガムシ

未吸着幼虫に対する実験的思避効果と麻薄効果につい

て検討したので報告する。

実験の部

1 .実験材料

1）ツツガムシ

愛知医科大学寄生虫学教室で累代飼育している

フトゲツツガムシ未吸着幼虫を使用した。昆虫類 写真1 フトゲツツガムシ幼虫

の卵を餌として25℃で発育，産卵， f降化させた幼虫で炭酸ガスに対して運動性を示す個体のみ

を使用 した（写真一 1）。

2）被検体

ディ ート （昭和電工），ムシベール12（ディ ー トを12覧含有する害虫忌避剤，池田模範堂），
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塩酸ケタミシ

2 .実験方法

1）忌避効果試験

(1) Ring -paper test 2> 

外径7cm，内径5cm，幅 1cmのリ γグ形の溜紙（ Whatman No. l ）を作成し，これに忌

避剤を均等に滴下し，室温（24～25℃）で10分間乾燥した後，直ちに黒紙上に両面テープで貼

付した。

中央の薬剤無処置域に一匹のツツガムシを放し，行動を10分間観察したo鴻紙にほぼ接触す

るまで接近し，これを越えず引き返す行動の回数を数えた。コ γ トロール群（N=30）では最

高2回で平均0.7回の引き返し行動を示したので3回以上の引き返し行動を認めた個体を有効

とみなした。

(2）マウスの耳介での吸着阻止試験幻 £） 
7～10週令の ddy系マウスをホルダーの中にいれ四肢と耳を固定し直径 1cmの穴を聞けた

漉紙を耳に当て，約lOcm離れたところから忌避剤を耳介の隆起部に向かつてスプレーした。ス

プレー後固定をときホルダーから開放し，各時間経過後，ケタラールを筋注し再度ホルダーに

開定し，その耳介隆起部にツツガムシを30匹強制的に付着させ，その30分後に吸着しているツ

ツガムシの数を実体顕徴鏡下にてカウソ卜した。

尚，吸着阻止率は以下の式にて計算した。

エタノール（和光純薬）を用いた。三共），（ケタラーノレ，

C - T 
c 

tf
、

1 0 0 

C : Control側の耳に吸着したツツガムシの数

T：忌避剤をスプレー した側の耳に吸着したツ ツガムシの数

(3）マウスでの忌避試験 3)

7～10週令の ddy系マウスを用いた。対照群2匹は無処置コ ソト ロール群とし，他の2匹

には忌避剤を全身にほぼ均一にスプレーし，それぞれ小さな個別金網ケージに入れた。 28cm×

34cmの板上に活性炭末加石膏をひき，その四隅にマウスを入れた個別金網ケージを配置し，そ

の中央に400匹のツツガムシを 3時開放置し，それぞれのマウスから体液を吸って満腹したツ

ツガムシを落下させその数を実体顕徴鏡下にてカウントした。

尚，忌避率は以下の式にて計算したo

× 

1 0 0 × 

C：コント ロール群の満腹落下ツツガムシ数

T：忌避剤をスプレーした群の満腹落下ツツガムシ数

2）麻痔試験

漉紙（ Whatman fu 1 ）に忌避剤を 1mQ滴下し，室温にて30分間放置し乾燥した。その後漉

紙上に10匹のツ ツガムシを放置し， 5分後回収したツツガムシを黒紙上に移し 5分間歩行状態を

観察した。全く動かないもの，動けるが蛇行するもの，ぐるぐる回りはじめるもの等しっかりし

た正常な前進歩行のできないものを麻痔個体とした。
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結果

1 .思避効果試験

(1) Ring -paper test 

1）ディ一卜の用量一反応関係

ディートを0.025mg/cぜから0.5mg/cm2の間で‘8用量にて忌避効果を検討したところ図 1に示した

ように用量に依存して忌避効果が増強し，そのED却は0.107mg/cn{(0.082～0.135昭／cm2）であっ
~~ ，」。

2）ムシベール12の忌避効果とその持続時間

ムシベール12の忌避効果はディ ー トの場合と同様に明らかに認められ，ムシベール12を滴下し

た後24時間放置した鴻紙においても90%の高い忌避効果が認められた。48時間では60%と思避

効果が減少した。 （表1)

) 3）マウスの耳介で、の吸着阻止試験

rt 

ムシベール12を一回スプレー（0.068m~）することによ り，マウスの耳介にてツツガムシの吸

着行動が明らかに阻止されることが認められた。その吸着阻止効果の持続時間は 3時間後では99.

2%であり， 6時間後では87.6%, 8時間後では74.8%の効果が認められた。 （表2)

4）マウスでの忌避試験

無処置コソトロール群で、は81匹のツツガムシが満腹落下し，明らかに吸着することが確かめれ

た。一方，ムシベール12をスプレーした群で全く吸着されず 100%の思避効果が認められた。

（表3)

2.麻痔試験

ムシベール12による麻痔効果は明らかなものであり，ムシベール12を滞紙に滴下した後24時間

放置後において 100%の麻痔効果が認められ，48時間後でも80%と強い効果が認められた。（表4)

持続時間・ I 時間 ｜ 3時間 ｜ 6時間 I 24時間 148時間
‘..... ~ .. 
...;.i:.:i~ 

忌~ft/ I 0匹 I 9/!0IIO/!OI 9/101 9/101 6/10 

〈%） (90) I <1 oo> I (90) I (90) I <so> 

本：ムシベールl2の蕊下後の店主産時間

表 1 ムシベール12の忌避効果とその持続時間
10 

t守続時間 ｜ 柑・・｜ a liir.i I 6時間「BB網
I 

さ；j ~ ｜吸者数／300・匹1242 I 2 I 3 o I 6,J 

! :, ~ I J吾¥ii* (%) 。 99.2 I 87.6、I 74.8‘I 48.3 

－ァ ＊：ツツガムシ30匹／マウス、マウス1可O匹使用
0,05 0,1・ o,s },0 

Dose (ms/cm’｝ 

，、ぞ
．．之、 京本：主主処置のJI'.'

図1 De etのフトゲツツガムシに対する ：網干『 表2 ムシベーJI,,12の吸着~Jl止動果とその持続時間
忌避効果の用量 一反応直線
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満腹搭下位

実験回滋 ~..n~· 

A.対照Cf B.ムシベー／J,I 2C平

1 38匹 0匹 100% 

2 43匹 0匹 100% 

計 8 12£ 0匹 100% 

＊忌避＝ : (A-B) /AX ' 0 0 

表 3 ムシベール12の忌避効果
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考 察
つつが虫病は病原体の Rickettsiatsutsugamtishiを保有するツツガムシ幼虫に刺吹されること

により発症する発疹性熱性疾患である。

ツツガムシは分類上，節足動物門，妹形網，ダニ目，前気門類のツツガムシ科に属しており 日本

では80種類以上が確認されているが，人に吸着し，かつリケッチアを媒介すると考えられるのはア

カツツガムシ，フトゲツツガムシおよびタテツツガムシの3種類と言われている。新型つつが虫病

はフトゲツツガムシとタテツツガムシの幼虫によって主に伝播される。l)

全国各都道府県衛生部によるアンケート調査の結果によるとつつが虫病の届出数は昭和59年には

28都県で 948名，昭和60年には33都府県で 882名となっている。 l）また，昭和61年には34都府県

で 763名，昭和62年には33都府県で 804名が届けられている。 4)

ヒトへの刺吹を阻止で、きればつつが虫病の予防に大きく貢献することが出来る。今回，全国至る

ところに生息していて被害を及ぼしているフ卜ゲツツガムシを用いて，忌避効果の試験方法の開発

と害虫忌避剤Deetおよびそれを主成分とする害虫忌避製剤ムシベール12について忠避効果と麻痔

効果を検討した。

鴻紙を用いた Ring-paper闘による忌避試験で、はディートの用量に依存して忌避効果が増大 I 
することにより，定量的な生物反応モデルとして評価することができ，その EDsoは0.107 mg/ cm2欣！
であった。 Buescherら5）はツ ツガムシ（ Leptotrom bi di um fletcheri ）に対してディート ー ； 
の思避効果を認め，その ED印は0.019 mg/ cm2と報告しているが，その方法は忌避剤をしみこませ

た漉紙のうえにアノレミ製の皿を載せその上にツツガムシを放ち漉紙上に降りるかどうかを観察し，

降りない個体を忌避個体とてしいる。我々の場合はツツガムシの思避行動として引き返し行動を観

察した点で彼らと異なっている。また，同じツツガムシでも L.pallidumとL.fletcheriでは種類

を異にしている。 ED卸値の違いは方法とツツガムシの種類の違いが主なる原因であろう。

ームシベール12による忌避効果実験では24時間後まで90%と高い効果が認められムシベール12に含

まれるディー卜の濃度は充分な量と考えられた。また， 48時間後では60%と効果が減退しているこ

とはディート分子が滴紙上から徴かずつ揮散しているものと推察される。

マウスの耳介での吸着阻止実験はツツガムシを強制的に付着させている。これは自然界における

フィールドでの吸着条件から見ればマウスにとってはかなり厳しい条件である。それにも関わらず，

ムシベール12をスプレーした6時間後においても87.6%の高い吸着阻止効果が得られたことは動物

の皮膚上においても溜紙と同じようにディート分子が少しずつ揮散しながら効果を発揮しているも
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持続時間 ：ムシベール I2涜下後のfi置時間

続i草$ ：麻覇軍匹敵／使用ツツガムシ鎗

室内温度： 25～27.c 
室内湿度： 60～75%

表 4 ムシペーJl-12の痛聾効果とその持続時間
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のと考えられる。しかし，漉紙上での結果と比べ持続時間が短いのはマウスの耳にムシベール12を

スプレーした後自由にケージの中を動き回っているので，その時に周囲に耳が触れたり，手足で耳

を触ったり，体温でディートが揮散したり，あるいは経皮吸収されたりする等の理由によるものと

推察される。 マウスの忌避試験においては毛の生えている全身に塗り残しのないようにムシベー

ル12をスプレーするため10回スプレーした。 l回のスプレー量は約65mg(0.068mQ）であるので10

回で、は約650mg(0.68mQ）となる。

人と比ベマウスの場合，全身が毛で被われておりその毛自身は水を弾く性質があるのと 1本 1本

の毛自身の表面積等も塗布面積として影響してくるので理論的に比較することは難しいが，塗り残

しのないようにということでやや多めの10回スプレーとした。

ムシベール12をスプレーした群ではツツガムシと 3時間暴露させたが 100%の忌避効果が認めら

れた。この方法は実験室とはいえツツガムシが自由に行動しているという点でフ ィールドの条件に

近い方法と考えられるo

次に漉紙上で、の麻痔効果についてであるがツツガムシはディー ト分子と接触することにより直ち

に麻痔状態となる。ディ ー トの濃度に依存していて高濃度の場合は2～ 3日経過後でもまだ麻痔状

態が続き，回復するのに時間を要した。

低濃度の場合は数時間で回復した。角坂らわによると， Deetのフトゲツツガムシに対する麻

痔効果は室内湿度に影響され湿度が下がると効果は増加し，上がると減少すると報告している。

これらのことからフィールドでは気温や湿度が一定ではなく， Deet分子の蒸散状態が常に変動

しているものと考えられ，ム シベール12の忌避効果，特に持続性に徴妙に影響して くるものと予測

される。

以上のように Deetおよびム シベール12はツツガムシ幼虫に対して忌避効果および麻痔効果を

有していることより，ツツガム シの刺唆の阻止に対して有効な薬剤であると評価することができる。
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【原著】

葛根湯及びその構成生薬のクサギ赤血球
加熱溶血の対する作用

Effect of kakkon~ to and Its Component Crude Drugs on Heat-induced 

Hernolysis of Rabbit Erythrocyte 

川筋 透上野美穂斉藤晴夫

Toru KAWASUJI Miho UENO Haruo SAITO 

富山県薬事研究所

Toyama Prefectural Institute for Pharmaceutical Research ' 

赤血球加熱溶血抑制試験は抗炎症薬の in吋troめスクーニシグに用いられるもので，加熱による

赤血球からのへモグロピソ遊離を測定し，その抑制をいわゆる膜安定化作用として抗炎症作用の指標

とするものである。この赤血球膜安定化作用はリソゾーム膜安定化作用とともにイ γ ドメタシソなど

多くの酸性非ステロイド系抗炎症薬にみられ， リソゾーム膜を安定化することが炎症の進行（リソゾー

ム膜の破壊→消化性酵素の遊離→細胞溶解）を抑えることになることから，膜安定化作用が抗炎症作

用メカニズムの lつにあげられている。今回，抗炎症効果などが期待される葛根湯製剤について，加

熱溶血抑制試験がその簡易な薬効評価法となりえるかどうかなどを検討する目的で，葛根湯及びその

構成生薬についてウサギ赤血球加熱溶血抑制試験を行い，若干の知見が得られたので報告する。

実験の部

1 .実験材料

1）被験物質

イソドメタシソ（和光），フルフェナム酸（和光），イブプロフェソ（日清化学），アスピリ

ソ（三井東圧化学）， クロルプロマジソ塩酸塩（半井化学）， ベン トパノレピタールナトリウム

（東京化成），ジフェンヒドラミシ塩酸塩（和光），テオフィリ γ （和光），プレドニゾロソ《 1

（国立衛試標準品），アミノピリツ（住友化学工業），クロモグリク酸ナトリウム（ Sigma , 

Cromolyn，以下 DSCGと略す），ケイヒアルデヒド（東京化成），ケイヒ酸（和光），ケイ

ヒアルコール（和光） ，エフェドリソ塩酸塩（大日本製薬），プソイドエフェドリ ソ塩酸塩（富

士薬品工業）， メチルエフェドり ソ塩酸塩（富士薬品工業）， ジソゲローノレ（半井化学）， グル

チルりチンアジモニウム（和光，食品添加物試験用），タソニソ酸（半井化学），ルチン（岩城

製薬），クエルセチソ（和光），ヘスペリジソ（アノレプス薬品工業）ほかを用いた。

2）生薬

葛根湯（混合比：：葛根8，麻黄4，大薬4，桂皮3，有薬3，甘草2，生萎 1）の構成生薬

（延寿堂〉のうち大喪はカジト生薬のまま用い，その他の生薬は粉末生薬あるいはカット生薬を

粉末にして用いた。これを材料として抽出，分画を行い，ジメチルスルホキシド（ DMSO) 

に溶解または懸濁して試験に用いた。ただし，メタノール抽出残濫の水抽出分画などにみられた

大量の DMSO不溶物は遠心除去した。
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2 .実験方法

1）ウサギ赤血球浮遊液の調製

体重2.8～4.Skgの日本白色種雄性ウサギをペントパルピターノレナトリウム（25mg/ kg i . v. ) 

及びエーテルで、麻酔し，頚動脈からポリエチレソチューブを介して採血した。 ACD-A液

( lOOmQ中にクエン酸ナトリウム 2.2g，クエγ酸 0.8g及びブドウ糖 2.2gを含む抗凝固血

液保存液）を血液lmQあたりO.ISmQ加え， 150×gで、lOmin遠心分離し上層の多血小板血撲を

除き 50で保存した。この血液に0.15Mリソ酸ナトリウム緩衝液（ pH 7.4 ）を加え 2,000r

pm 20minで4回遠心洗浄し，沈濫を緩衝液で希釈して 5%ウサギ赤血球浮遊液を調製した。

2）加熱溶血抑制率の算出

各種濃度の被験薬o.2mQに赤血球浮遊液3.8mQを加えてゆるやかに混和した後， 53° で、20min

加熱した。氷水で急冷し， 3, OOOrpm lSminで遠心分離した後，上清の 540nmにおける吸

光度を測定した。被験薬による上清の吸光度の減少から加熱溶血に対する抑制率を算出した。

なお被験薬の溶媒として用いた DMSO （最終濃度5%）はウサギ赤血球をわずかに溶血 さ

せたが，加熱による溶血で上清の吸光度はその15～25倍程度となった。’ 
1 0 0 × 1-（加熱検体の吸光度一非加熱検体の吸光度）

加熱DMSOの吸光度一非加熱DMSOの吸光度抑制率（%）

結果及び考察

1 .酸性非ステロイド系抗炎症薬

のうちイソドメタシソ， フノレフェ

ナム酸に強い加熱溶血抑制作用

がみられ，イブプロフェソにも

抑制作用がみられたが，

リジにはわずかな作用しかみら

れなかった（Fig.1 ）。他の薬

剤ではケミカルメディエータ遊

離抑制剤の DSCGにやや弱い

抑制作用がみられたが，

プロマジ ソ，ペソ トパルピタ－

Jレ，ジフェソヒドラミソ，ステ

ロイド系抗炎症薬のプレドニゾロ γなど

には抑制作用はほとんどみられなかった

(Fig. 1 , Table.1）。

2.桂皮，麻黄，生萎のメタノ ールエキス

は比較的低濃度で抑制作用を示し，葛根

湯やその他の構成生薬のメタノ ーノレエキ

スにも抑制作用がみられた（ Fig. 2 ）。

葛根湯メタノールエキスの灰分には作用

がみられなかったことから，抑制成分は

金属イオ γなどの無機塩類ではないと考
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Fig. 1 ウサギ赤血球加熱溶血に対する非ステロイド
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最終 漫 度 3x10-49/ml, n =・ 4 

ウサギ赤血球加熱溶血に対する種々薬剤の作用

アミノピリン

Table.1 
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差を示す

タγニン酸は高い抑制率を示し，クエルセチン，ルチソにも抑制作用がみられた＿（Fig. 4 ）。

γニソやフラポノイドは植物に広く分布していることから，葛根湯の構成生薬に含まれるある種
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ウサギ赤血球加熱溶血に対するタンニン、フラポノイドなどの作用円g.4

4. 



のタソニソやフラポノイドが加熱溶血抑制作用に関与している可能性が示唆された。

5. Chart lに示した方法により葛根湯の分画を行った場合，水抽出液をブタノールで、分配抽出

して得たプタノール可溶部（ Fr. 1 , Fr. 3 ）に高い抑制率が得られたが，ブタノール不溶部

( Fr. 2 , Fr. 4 ）にはほとんど作用はみられなかった（ Fig. 5 ）。このことから葛根湯の

加熱溶血抑制物質は水及びブタノールに可溶性の物質と考えられた。しかし，水にかなり難溶な

部分である Fr.5 に，より低濃度で抑制作用がみられたことから，葛根湯には成分的に異なる

2種類以上の加熱溶血抑制作用を示す物質の存在が示唆された。

J)<f1~出m萱

Fr.5 

[3. 7〕

止！

~恨湯情成生~湿合物（100. 0]

j l) MeOH 

I 2) H 2 0 

水lrlll.ll波

巴！
氷fib山ill プタノ ールufi$llfS プタノール不溶邸

｜川 Fr.3 Fr.4 

(0.2) [11.0) 

プタノ ール可i容g~ ブタノ ール不j容郎

Fr. l 

[3.9) 

Fr.2 

(13. l〕

Chart 1 葛根湯の分画

［］ ：生薬還合物からの

収盆（%）を示す．
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ロ 葛 恨 湯 トleOHext. 

-5 -4 ・4 ・3
3Xl0 lXlO 3Xl0 lXlO 

最 終 湿 度 （g/ml)

Fig. 5 ウサギ赤血球加熱溶血に対する葛根湯分画の作用

（個々の点は平均値±標準誤差を示す（n= 3) 
Fr.4, Fr.5はDMSO可溶部（遠心上清）を実験に用いた

6 .葛根湯水抽出液のプタノール可溶部はやや高濃度で‘あるが高い抑制率を示した（ Fig. 6 ）。

一方，市販の葛根湯乾燥エキスのブタノール可溶部にも弱い抑制作用がみられたが，軟エキスの

ブタノール可溶部にはほとんど作用は認められなかった（ Fig. 7 ）。

イソドメタシンなどの酸性非ステロイド系抗炎症薬の多くが，低濃度で加熱溶血抑制作用ω，

いわゆる膜安定化作用を示し，この作用とカラゲニγ浮腫抑制作用など invivoの抗炎症作用

との聞に，ある程度の相関性別があるといわれている。しかし，葛根湯などの生薬抽出物につ

いて invitroの加熱溶血抑制作用と invivoの抗炎症作用との相関性は不明であり，今後種々

検討する必要があるが，今回の実験で蔦根湯水抽出液のブタノール可溶部などに加熱溶血抑制作

用がみられ，これに対して市販の乾燥エキスや軟エキスのブタノ ール可溶部の作用はかなり弱い
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茶は晴好飲料として古くから愛飲され，発癌抑制作用などの種々の薬理活性が多数報告されている。

また民間的には，やけど，糖尿病などの治療にも効果が認められている。

この糖尿病治療効果について，その有効成分の一つで・ある polysaccharideを実験的に分離し，そ

の血糖降下作用を確認し既に報告した。1)

今回この polysaccharideを限外漉過法によ り工業的に精製分離すると共にそのラ ッ卜に対する血糖

降下作用を検討したので報告する。 F川 tion it Ion。f B1nch1 E•t. 

実験材料および実験方法

1 .被検物質および使用薬物

1）被検物質

茶葉（静岡産：四番茶）を純水30t 

で2回冷浸したエキスを，限外溜過装

置 UF- 100 SS ( TOSO ）を用

いて活性成分 polysaccharideを主成

分とする分子量1～5万画分（平均分

子量4万）を分離し乾回した粉末（以

下 BE X と略記，カフェイ γ含量検

出限界以下）を被験物質とした。

( Fig. 1 ) 

2）使用薬物

T ta 

1 ・•td. νIth H10 30 2 X2 

Tut首 t.

18.7%<0.96%>' 

』4 豆

• % ;y i・ld 
1%); yield of c~ffein 

M.W. < sx10' 
16.2% (0.93%1 

luF-lOPS 

M.W. < 1XtO' 
15.8%(0.93'6) 

M. W. > SX 10' 

2. 1 "' ( 0. 02 3"' ) 

S X 10' > M • W. > I X Io' 
O. 16'6 <O.日目23'6)

lo・u 山川th CH  C 11 
tV1p. 

BEX  
o. 159'6 

u 1 t r・・filtration
Sys t・・ :U FてIOOSS (TOSO) 
M・・br・n・： I.0・2

c F・d・：UF・SOPS (s・p・r・tIon M • W. S X I 0・｝
UF-IOPS<s・p・ration M.W. IXtO'> 

Condlton:in press. 1.Skcf /c• ' • out press. O.Skcf/c•' 
flu• a.o 2 ／・in, tup. 40・

Fig.1 

Streptozotocin （以下 ST Z と

略記，和光純薬），ブドウ糖（和光純薬）， 塩酸ブフオルミソ（寿製薬）
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2.動物および飼育条件

1）マウス

生後4週齢で購入した Crj: CD  -1 ( I CR  ）雌雄マウス（静岡実験動物）を室温23

土 1。，湿度55±5%に調節した飼育室内（バリアーシステム）で1週間にわたり予備飼育し

た後， 一般状態に異常の認められなかった動物を試験に供した。検体投与前の絶食期間を除く

全試験期間を通じて固型飼料（ MM-3，船橋農場）と水道水を自由に摂取させた。

2）ラット

生後4～5週齢で購入した SD 系雄性ラット（静岡実験動物）をマウスの場合と同様にバ

リアーシステムで 1週間予備飼育した後，一般症状に異常の認められなかった動物を試験に用

いTこ。

3.群分けおよび投与方法

1）マウス

雌雄動物とも体重別層化無作為組分け法により 1群6匹からなる 3群に分け，あらかじめ18

時間絶食を行った後，各群の投与量が体重100g当り 2meになるように注射用蒸留水に溶解し，

対照群には注射用蒸留水のみを投与した。なお， SOOOmg/kgの投与量は本被検物質のマウスに

おける単回投与の投与限界量である。

2）ラット

試験開始（被検物質投与） 24時間前に採血し，各群の血糖値の平均がほぼ均等になるように

群分けを行った。被検物質および対照薬は投与に際して，各群の投与量がioog当り0.5～2.0

meになるように生理食塩水または注射用蒸留水に溶解し，腹腔内または経口投与した。なお，

検体の調整はすべて投与当日に行った。

4 . Streptozotocin誘発高血糖ラッ トの作成

18時間絶食したラッ ト（体重97～ i29g）にST ZSOmg/kgをクエγ酸緩衝液（ pH 4.5 ) 

に溶解して尾静脈内に投与し， ST Z投与後6日目に採血を行い高血糖を示した動物のみを 1

群8匹ずつ用いた。

5.急性毒性試験

観察および病理学的検査

検体の投与日を第l日として以後14日聞にわたって各動物の中毒症状と一般状態の観察を

行い， 3ないし 4日毎に体重の測定を行った。また， 15日自に病理解剖を行い，臓器の異常

の有無を観察した。

6 .茶抽出粉末の血糖降下作用

1）腹腔内投与による正常ラットに対する作用

ラット（体重126～148g）を 1群5匹ずつ実験に用いた。 BE  X は10, 30，およびlOOmg/kg

を一回腹腔内に投与した後， 7および24時間後に尾静脈より採血し，血しょう中の Glucose

濃度を測定した。

2）経口投与による正常ラ ットに対する作用

18時間絶食したラット（体重96～ 114g）を l群5匹ずつを実験に用いた。BE X は300,

1000および3000mg/kgを強制経口投与し7および24時間後に尾静脈より採血し，血しょう中の
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Glucose濃度を測定した。なお，被検物質投与後は水と飼料を自由に与えた。

誘発塘尿病ラ ット に対する作用

BE X は300およびlOOOmg/kgを1日1回， 5団連続強制経口投与した。採血は検体投与後

1, 2, 4日目（最終投与前）および最終投与5時間後に行い，血しょう中の Glucose濃度

を測定した。

4）正常ラ ッbに対する糖負荷試験

18時晶強食したラ ット（体重163～196g）をl群5匹ずつ用いた。 BEXは300およびlOOOmg/kg1

塩酸プフォルミンは200mg/kgを強制経口投与し， 30分後に Glucoseを4g/kg強制経口投与

（糖負荷）した。糖負荷後， 30,60, 120および 180分に尾静脈より採血し，血しょう中の

Glucose濃度を測定した。

5）採血および血糖値の測定法

ラットをエーテルで軽麻酔した後，尾静脈からへパリソ処理した注射筒を用いて約 O.lmQず

つ採血を行った後，できるだけ速やかに3000rpm, 15分間遠心し，血しょう中の Glucose濃

度を GlucoseC-test wako （和光純薬）を用いて測定した。

6）統計学的解析

各データの統計処理は Studentの t－検定により行った。
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実験結果

1 .急性毒性試験

1）死亡率

雌雄とも3000およびSOOOmg／ほ

のいずれの投与群においても14

日間の観察期間中に死亡した例

は認められなかった。

2）体重変化（ Fig. 2 ) 

投与後の体重変化は雌雄とも

3000およびSOOOmg/kg投与群に

おいて， 3～4日毎の体重測定

の結果，いずれも順調な増加が

認められ，対照群と比較し有意

な差は認められなかった。

3）中毒症状および病理学的所見

検体の投与直後および14日間

の観察期間中に被験物質の投与

に起因したと考えられる中毒症

状は見られなかった。また投与

後15日自に行った病理解剖にお

いても被験物質の投与に起因し

たと思われる各臓器の肉眼的な

異常は認められなかった。
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2 .血糖降下作用

1）腹腔内投与による正常ラ ット

に対する作用

正常ラ ットに BE X を10,

30およびlOOmg/kg腹腔内に l回

投与した結果，投与7時間後に

血糖値は明らかに用量依存的に

降下し，対照群と比較して有意

差が認められたが， 24時間後で

は lOOmg/kg投与群を除いて対

照群とほぼ同程度に回復した。

( Fig. 3 ) 

2）経口投与による正常ラットに対

する作用

正常ラットに BE X を 300,

1000および3000mg/kg経 口投与

( I回）した結果，投与7時間

後には300および3000mg/kg投与

群は対照群に比較して降下傾向

が認められたが， lOOOmg/kg投

与群は降下作用は弱く用量依存

性は示さなかった。 ( Fig. 4 ) 

3) ST  Z 誘発糖尿病ラ ットに対

する作用
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Streptozotocin高血糖ラ ッ

トを作成し， BE X を300およ

びlOOOmg/kgを1日l回5日関

連続経口投与した結果，血糖値

は用量依存的に降下しているが，

対照群との聞には有意差は認め
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140 

120 

100 

られなかった。 ( Fig. 5 ) 

4）正常ラ ットに対する糖負荷試

験

正常ラットに BEX 
3 (hrl 1 2 

T i・・・ft・r・ddnistrat i。n
+ B EX  30口・c/kc 。BEX  10001・c/kc t.Bu f。r・in200・1/kclOOOmg／ほおよび塩酸フ．フォル ロc。M 川

ミγ 200mg/kg経 口投与し， 30 t Sjcni fj 

. T h・t・stco・poundsv・r・1ddnist・r・dorally 30・in
分後に糖負荷を行った結果，糖 Fig.6 before the load of clucose <4c/kcl 

負荷後血糖値は対照群および BE X 投与群は共に30分後に最高値を示し，以後減少し投与3

時間後にはほぼ糖負荷前の値までに低下したが，対照群と比較して全く有意差は認められなかっ

た。陽性対照として用いた塩酸ブフォルミソ 200mg/kg投与群で・は30分後から明らかな血糖上

昇の抑制を示した。 ( Fig. 6 ) 
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考察

番茶より抽出した BEX （主成分：平均分子量4万の polysaccharide）についてその毒性お

よび血糖降下作用について検討した。

BE X をマウスに3000および5000mg/kgを経口投与した結果，いずれも全観察期間中に死亡した

例は認められず，また中毒症状および病理解剖においても各臓器に肉眼的な異常は認められなかっ

たo

故に番茶エキス粉末（主成分： polysaccharide）の LD卸値は5000mg/kg（投与限界量）以上

と考えられる。

正常または Streptozotocin ( S T Z ）誘発高血糖ラ ットに対する血糖降下作用を検討した結

果，正常ラットでは投与経路により著しく血糖降下作用に差が認められ腹腔内投与では用量依存的

な有意な差が認められたが，経口投与では弱い血糖降下傾向を示したに過ぎなかった。また ST 

Z 高血糖ラットにBE Xを5日関連続経口投与することにより用量依存的に血糖降下作用を示し ・4
← 

たが，対照群と有意差は認められなかった。また耐糖能においても全く差は認められなかった。

古 くから民間的に糖尿病の治療に有効であると云われているお茶から工業的にその活性成分の一

つである分子量1～5万画分（平均分子量4万）の polysaccharideを分離し，血糖降下作用のあ

ることを動物試験で確認した。また，薬理試験の結果から BE X は醇臓に対する直接的な作用の

可能性は少なく，その他の機序，例えば解糖系への作用，イジシュリソ様の作用等が考えられるが，

今後更に検討する予定である。

文 献
1）清水辱失他， 日本茶の血糖降下作用成分に関する研究，薬学雑誌， 108(10) ' 964-970 

(1988) 
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【原著】

漢方製剤の品質に関する研究（第3報）
一大黄甘草湯－

Studies on Quality Evaluation of Kanpo Medicine Ill 

- Daiokanzo -Toー

成川一郎 西本初博吉井美矢子

Ichiro NARIKA WA Hatsuhiro NISHIMOTO Miyako YOSI-lll 

中田るり子 石田裕子 舟川昌代
Ruriko NAKADA Yuko ISHIIコA Masayo FUN AKA WA 

東亜製薬株式会社試験研究室

Research Institute, Toa Pharmaceutical Co. ,Ltd. 

「大黄甘草湯」は大黄4g，甘草1gの2味からなり，その原典「金匿要略」には「食し終われば

即ち吐すものは，大賞甘草湯之を主る」とあり，幅吐に用いられていたが，現在は一般に常習便秘薬

として用いられている。

今回，我々は「大賞甘草湯」 の抽出条件とエキス収率の関係並びに抽出液中の遊離型アントラキノ

人総結合型アツトラキノソ及びセソノサイドAの経時的動向について検討し，若干の知見を得たの

で報告する。

実験の部
1 .被験材料

大黄，甘草

2 .試験方法

1）各種抽出条件による大賞甘草湯エキス収率比較

下記に示す各種抽出条件により，それぞれ乾燥エキス量を求めて収率を比較した。

(1）水製乾燥エキス

大賞甘草湯25g ( 5日分，大賞2og，甘草5g）に水25QmQを加え， 30° 及び45° 加温並

びに沸騰の各条件でそれぞれ 1時間抽出し，抽出液を日局エキス剤の製法を準用して， 40～

50。で減圧濃縮後， 50° で真空乾燥して製した。

(2) 30 vん%エタノール製乾燥エキス

大賞甘草湯25g ( 5日分，大賞2og，甘草5g）に30vん%エタノール 250叫を加え，

30。及び45。加温並びに沸騰の各条件で水製乾燥エキスの場合と同様に操作して製した。

2）各種抽出条件による大賞甘草湯中の大賞活性成分の抽出量比較

上記 1）の実験で得た各乾燥エキスにつき下記に示す方法により遊離型アソトラキノ γ，総

結合型アソトラキノ ソ及びセソノサイドAの含量を求めて比較した。

Cl.）遊離型アソトラキノソ（比色法）

試料に水を加え，超音波抽出→lN塩酸l滴を加え，クロロホルム抽出→クロロホルム層

を減圧濃縮乾固→酢酸マグネシウム ・メタノール溶液（ 1→ 200）を加えて波長 510nmに

て比色定量

-47ー



(2）総結合型アジ トラキノン（比色法）

(1）で得た水層をとり，炭酸水素ナトリウム試液，塩化第二鉄溶液（ 1→ 5）を加え，沸

騰水浴中で加温→塩酸を加え加温→冷後エーテル抽出→減圧濃縮乾固→酢酸マグネシウム・

メタノ ール溶液（ l→ 200）を加えて波長 510nmにて比色定量

標準品は l, 8・ジヒドロキシア γ 卜ラキノツを用いた。

(3）センノサイドA ( HPL C 法）

試料に水を加えて溶かし，一定量にした液を試料溶液として， HPL C により定量

標準品は生薬試験用セソノサイドAを用いた。

HPL C 条件

カ ラ ム：リ クロカー トLichrosorbRP-18 （メルク社製） <fa4.0× 250胴

移動相： H20・CH3 CN • CH 3 COOH (80:20: 1) 

流量： 1.5mQ/min ・z

カラム温度：室温

測定法長 : 340nm 

3) 大賞甘草湯湯液中の大貰活性成分の経時的傾向

大賞甘草湯を下記に示す各条件で抽出し，各湯液中へ移行する大黄中活性成分の経時的動向

を検討した。

(1) 45° 加温時の各成分の移行率

大賞甘草湯100g (20日分，大賞sog，甘草20g ）に水lOOOm~を加え， 45° の水浴中にて

抽出，抽出開始10,20, 30, 60及び90分後に一定量を採取し，2）の試験方法を準用 して遊

離型アントラキノソ，総結合型ァ γトラキノソ及びセ γノサイドAを定量した。

また，別に大賞sogに水lOOOmQを加え，大賞甘草湯の場合と同様に操作し，遊離型アソト

ラキノ γ，総結合型アソトラキノソ及びセソノサイドAを定量した。

(2) 沸騰水浴中での各成分の移行率

大賞甘草湯100g (20日分，大黄80g，甘草20g）に水lOOOmQを加え，沸騰後10, 20, 30, 

60及び90分後に一定量を採取し， 2）の

試験方法を準用して遊離型アソ トラキノ 苅

γ，総結合型アソト ラキノシ及びセソノ

サイドAを定量した。

また， 別に大賞80＆に水lOOQmQを加え，

大賞甘草湯の場合と同様に操作し，遊離

型アソ 卜ラキノソ，総結合型ア ツ卜ラキ

ノソ及びセソノサイドAを定量した。

3 .試験結果

1）各種抽出条件による大賞甘草湯のエキス

収率比較

各種抽出条件による乾燥エキスの収率比

較は Fig.Iに示した。

25 柁

燥
20 

エ

; 15 

4~ 

率
10 

(%) 5 

。
30・ 45・Boil 却・ 45" so・ 

L一一水一一」 」 30X:tf1-r. __J 

Fig. 1 大賞甘草湯のエキス収率
抽出条件： 10倍量の溶媒 1時間

これによれば水抽出によるエキス収率は16～23%, 3ovん%エタノールによるエキス収率は20

～26%であった。
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2）各種抽出条件による大賞甘草湯中の大黄活性成分の抽出量比較

各種抽出条件による遊離型アソトラキノソ及び総結合型ァγ トラキノンの抽出量比較は Fig.2

に，セソノサイドAの抽出量比較は Fig.3に示した。

これによれば水抽出における遊離型アソトラキノソ量はいずれも約5mgでほぼ一定であるが，

3QVん%エタノール抽出では10～lSmgとなった。また，総結合型アソトラキノシ量は水抽出で

は45～53mg, 30v/v%エタノール抽出で、は55～72mgで45。加温抽出時（72.1 mg）が最も多かっ

た。また，セソノサイドAの量は，水抽出の場合， 45。加温抽出で、は約16mgを得たが，沸騰抽

出の場合は約 9mgと大き く減少した。

一方， 3ov/v%エタノーノレ抽出で、は水抽出に比較してエキス収率も高いため，セソノサイド

Aの量は20～22mgで， 45。加温抽出時が最も高い値（22.1mg）を示した。
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キ 15
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L一一水一一一J Lー却Z工fl－•ー」
Fig.2 大賞甘草湯エキス中の遊離型及び総結合型アン

トラキノン量（1日量）

。
30・45"Boil 却. 45・oo・

L一一水ー一一J 」 到Z工1/-lr－」
Fig.3 大黄甘草湯エキス中のセンノサイドAの量

( 1日量）

3）大黄甘草湯湯液中の大賞活性成分の経時的動向

45° 加温時及び沸騰抽出時の 80 

総結合型アソトラキノソの湯液 tt 
州 70

中への移行率を Fig.4 に示 主
した。なお，以下の移行率は使 ; 60 

．
 

。。．
 

．
 
．
 

－
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 ．
 

．
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0
 

． 用した大賞の総結合型ァ γ トラ

キノソ定量値（93.2mg／大黄甘

ア 50
/ 

ト 40 一－ 45＇抽出

.. Boi l納出草湯 1日量）を基準値とした。 ： 却

45。抽出では抽出開始10分後 プ
’却

には62%が移行し，その後2時

関連続抽出により57%となり 5

%の減少を認めた。

一方沸騰抽出では加熱開始後

約30分に沸騰したが，沸騰10分

後74%が移行し，その後90分連

続沸騰により約60%に大きく減少した。

ム〆

(%) 10 

0 
45・10 却 30 40 切 &O 70 80 90 100 110 120 

（分）
Boi I B 10 20 30 40 切 60 70 80 90 

円g.4 大黄甘草湯中の総結合型アントラキノンの湯液中への移行率

次に45。加温時における活性成分の総結合型アソ卜ラキノ γとセソノサイドAの移行率につ

き大賞甘草湯と大黄を比較して Fig.5 に示した。

総ァ γ トラキノソは大賞甘草湯では抽出開始30分後に，大賞では60分後にピークを示し，そ
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Fig.5 大黄甘草湯及び大黄の湯液中の活性成分の動向
( 1日量） 45° 抽出

総結合型ア ジトラキノソ量，

セγノサイド量ともに大賞甘草

湯と大賞はほぼ同様の動向を示

総
却

結

合 7ち

型 70
し，総結合型アソトラキノソは ア日

沸騰後10分でピークを示した後 ン 凶

漸減して90分後には大賞甘草湯 ；二
の場合lOmgの減少が認められた。 キ珂

また，セソノサイドAは沸騰

時に12mgで•60分後には半減し，

90分後には4.5昭と大きく減少

した。

ノ 45
ン

（~） 40 

35 

30 

の後いずれも漸減し，大賞甘草湯の

場合はピーク時（53mg）に比較して

120分後には約5mgの減少を認めた。

また，セソノサイドAは抽出開始

10分後から 2時間後までいずれもほ

ぼ一定の値を示し，減少は認められ

なかった。

総結合型アントラキノソ量，セソ

ノサイ ドAの量ともに大賞よりも大

賞甘草湯の方がやや高い値を示した。

同様に沸騰抽出時の動向を比較し

て Fig.6 に示した0 ．’S 
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Fig.6 大黄甘草湯及び大黄の湯液中の活性成分の動向

( 1日量） Boil抽出

今回の実験結果から大賞甘草湯を45°

で加温抽出した場合と沸騰抽出した場合

のエキス収率並びに活性成分量を比較し

て Table.1 に示した。

エキス収率については沸騰抽出のほう

が 1.4倍高かったが，潟下成分とされて

る総結合型ァγ トラキノソに大差はなく，

セソノサイドAにおいては45° 抽出のほ

うが 1.7倍多かった。

また，抽出時の経時的動向をみた場合，沸騰抽出60分後の総アジトラキノソの減少率がピーク時

の10～15%であったのに対して， 45° 抽出60分後では3%の減少にとどまったことから長時間の加

熱による活性成分の分解が予想され，大賞甘草湯の抽出条件としては45° 1時間抽出が適当と判断

した。 便秘、の症状には個人差が比較的大きく ，一般に常習便秘の患者はそれぞれに適した便秘薬

とその服用量を個々に選択しているのが実情である。

大賞甘草湯の場合，使用する原料の品質並びに湯液の調製方法によって潟下成分の含量が変動す

Table.1 大黄甘湯草の45・抽出と Boil抽出の比較

45。抽出 Boil抽出

エキス収率 16% く 23% 

遊謁話1アソトラキノソ

縦昔合型アソトラキノ：ノ

セソノサイド A

nu 
ζυ 

5.2mg = 5.2mg 

49.0mg く 53.2mg

16.3mg > 9.4mg 



る。これらのことを十分考慮、して一定規格のエキス製剤が作られれば服用する側にとって使いやす

いものとなり，これがエキス製剤化の目的に他ならない。

現在のところ一般用漢方製剤の品質規格には各社の製剤設計や製剤技術の差異等によりかなりの

差異が認められ，従って薬理活性も異なっている。

一般消費者に選択を任されている一般用漢方製剤において，大賞甘草湯に限らず同一処方名で内

容が異なるという紛らわしい製剤間格差があってはならないものと考える次第である。
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【原著】

薬用植物の形質転換と有用物質の生産

Production of Valuable Substances using Transformed Medical Plant 

竹内二三雄

Fumio TAI包 UCHI

株式会社庚貢堂研究開発部

Research Laboratory , Kokando Co., Ltd. 

秋山和幸安田一郎

Kazuyuki AKIYAMA Ichiro YASUDA 

東 京 都 立 衛 生 研 究 所

The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
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土壌細菌の一種である Agrobacterium rhizogenesは植物組織に毛状根病を起こす原因菌で，広

い範囲の双子葉植物に感染し，毛状根とい う形質転換組織を形成する。これは本菌が持つ Ri プラ

スミドの一部（ T-DNA）が植物細胞内の遺伝子ゲノムに入り込み，安定した遺伝子表現型を作

り，形質転換細胞で生産される内生ホルモソのパラソスを制御し，その結果非常に急速に成長する器

官系が作られるためである。

との毛状根における二次代謝産物の生産性が検討され，特に薬用植物における有用物質の生産の場

として近年注目を集めている。 今回，生薬「決明子Jの原植物であるエピス グサにおいて毛状根を作

り，この毛状根の大量培養を行うと共に， それに伴う二次代謝産物アジト ラキノソ類の生成について

調査したので報告する。

実験の部

1.実験材料

1）細菌材料

毛状根病菌（ Agrobacterium rhizogenes ）は ATC C 15834を用いた。

2）植物材料

エピスグサ（ Cassia obutusifolia Linn . ）の種子は富山県薬用植物指導セ γターより入手

した。
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2.実験方法

1）毛状根の誘導

(1）無菌植物の作成

エピスグサの種子を0.02%塩化ベソザルコニウム液で30分間処理し，滅菌水で3回洗い，

70%エタノールで30秒間処理し，更に滅菌水で3回洗った後， 10%次亜塩素酸ナトリウム液

で15分間処理し，滅菌水で5回洗い，滅菌水で一晩振とうした。翌日再び10%次亜塩素酸ナ

トリウム液で15分間処理し，滅菌水で5回洗った後， soom~の角型培養瓶中の滅菌済みのパー

ミキュライトに播種して25℃， 500～l;OOOLuxの照明下で培養し，無菌的に発芽させた。

発芽後約1週間して芽生えを無機塩類を1/2濃度とした Murashige-Skoog o培地（以下

1/2 MS ）に0.2%ジュラソガム添加の固形培地20m~の入った試験管 （25mm × lSOmm） に 1

ケずつ移し， 25℃， 500～1,000 Luxの照明下で 1～2週間培養した。

(2）菌の感染

A. rhizogenes ( A T C C 15834 ）を 0.8%Nutrient broth , 0.1% Yeast extract, 

0.4%ショ糖を含む Nutrientbroth栄養培地（pH7.0，以下 Ny S培地）5 mQに加え，

27℃で48時間培養した菌液lOμlを1mgの注射器を用いて，芽生えの子棄の真下の匪軸へ接種

し， 25℃， 500～1,000 Luxの照明下で培養した。

2）毛状根の培養

(1) A. rhiz~genes の除菌

菌接種後約2週間で発生した毛状根を約 1カ月後に切り出し，除菌培地に移した。 4種の

抗生物質混液（ Penicilline -G 160μg/mQ, Tetracycline 10珂／mg, Polymyxin-B lOμg/ 

mQ及び VancomycinlOOμg/mQ）を含む Murashige-Skoog1＇培地20叫に 3%ショ糖及び

0.8%寒天添加の固形培地で25℃， 500～1,000Luxの照明下で約1カ月間培養した。

無菌の確認は組織の一部をとり， ミニ遠沈管中で良く潰した後， Ny S 培地に0.8%寒天

添加の固形培地に画線し， 27℃で48時間培養して行－った。

(2）毛状根の大量培養

無菌が確められた毛状根は1/2MS培地に 3%ショ糖及び0.8%寒天（又は 0.2%ジュラソ

ガム）添加の固形培地で静置培養すると共に，1/2MS培地に 3%ショ糖添加の液体培地で

旋回培養を行った。

(3）毛状根の成長曲線

1/2M S培地に 3%ショ糖添加の液体培地lOOmQに生重量約3gの毛状根をそれぞれ加え，

25℃， 500～1,000 Luxの照明下で旋回培養した。培養期間が 5' 9' 12, 16, 19, 23, 26, 

及び30日の毛状根を取り出し，それぞれの生重量を量ると共に，凍結乾燥してその乾重量を

測定した。

4）アソトラキノソ類の定量 幻

(1）試料溶液の調製

凍結乾燥した先の毛状根をそれぞれ粉末とし，その約500略す．つを精密に量り，メタノー

ル40mQを加え15分間振とう抽出した後，遠心分離し上澄液を分取した。更に同様の操作を 2

回繰り返し行い上澄液を合わせてろ過した後，減圧下， 40℃以下で溶媒を留去し， メタノー

ルを加えて正確に2smQとし試料溶液とした。尚，試料の調製は用時行った。
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Chrysophanol (l)' H 日

8-0-Methylchrysophanol ( 2) CH3 日

CH, Emodin (3) H OH 。 'Physci.on (4) 日 OCH3 

Fig. 1 Chemical Structure of Anthraquinones 

(2）標準溶液及び検量線の作製

安田らのによりエピスグサ毛状根より単離 ・同定された（ 1 ）～（ 4）の4成分（ Fig. 1 ) 

をそれぞれ約lOrngずつ精密に量り，メタノールを加えて溶かし正確にlOOmQとし標準溶液と

した。

各標準溶液をアセ トニトリル・水 ・酢酸 ・ト リエチルアミソ混液（300 : 100 : 1 : 1 ）で

それぞれ希釈し， 2～SOμg/mQの範囲で、検量線を作成した。

(3) H P L C 法による定量

試料溶液及び標準溶液5μlにつき，絶対検量線法によりアソトラキノソ類の定量を行った。

HPL C 装置は 880-p u （日本分光），検出器は870型波長可変紫外部可視部検出器，

援額一一F

Fig.2 静置培養中の毛状根

Fig.3 旋回培養中の毛状根

結果

1 －毛状根の培養

エピスグサにおいて毛状根を誘導

し，固形培地での継代培養に至った。

( Fig. 2) 

更に成長した毛状根を液体培地での

（島津）を用い，

2 

A II 

3; 

0 lO 20 30 0 10 20 30. 
•»n 

c D 

3 

0 10 20 30 0 10 20 30 
m.l.D 

A: the Hai玄y R。。u II: the St恒国・tCermina,tioc 
C: t1、eR。。tsa巴C..rminati。n D:the R。。巴sat Crow吐、
HPLC Condi写iocs:col祖国，'LMC-PackAK-312,6"150.皿，

ODS 51血 ，60A;mobile phase, acetoai trile ・water・ acetic 
acid・triethyl皿 ine（却0:100:1:1);flow rate,l.Oml/ 
min; detecti。n,VIS 420nm; ra.age,0.02 

l:Chrys。phan。1 2:8-0・Hethylcl叩ys。ph.anol 3: Et回 din
4:Physci。n

Fig.4 HPLC of The Several Parts of Cassia obtusifolia 
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無機塩類を1/2濃度にした Murashige - Skoog 

旋回培養で大量培養を行い，物質生産試験を行った。

( Fig. 3) 

培養法として予め培地の組成を検討したが，

O培地で最大の成長を示した。

2.毛状根市のアソトラキノ γ類

形質転換によって得られた毛状根には， 4種類のアソトラキノン（ Chrysophanol , 8 -0-

Methylchrysophanol , Emodin , Physcion ）を確認した。これら 4成分は芽生えの一次根

の成分と構成，含量とも良く似ていた。しかし，圃場にて採取したエピスグサの地下部には

Chrysophanolの1成分しか検出されなかったo ( Fig. 4 ) 

3 .毛状根の成長とア γ トラキノ γ類の生産

培養毛状根の生重量 co…0）は指数関数的に増加し， 20日目以後鈍化した。一方，乾重量

（．－．）は約12日目をピークにその後減少した。アソトラキノソ類の含量（ム…ム）は乾重量

が最大になる12日自に減少し， 16日自に最大となりその後減少し， 23日目以後は一定となった。

( Fig. 5 ) 

成分毎の変異は 8-0-Methylchrysophanol ( 0…0）及び Chrysophanol （ム…ム）が16

日前後を境に減少するのに対し， Emodin （．－．）及び Physcion （口…口）は26日より30

日目にかけて増加した。 ( Fig. 6 ) 

培養中の培地への成分の排出についても検討したが，

卜ラキノソ類の排出はなかった。

プソほとんど糖類が検出されるだけで，
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考 察
形質転換によって得られたエピスグ

サの毛状根は成長が速く，アソトラキ

ノジ類の生産が確められ，有用物質生

産の可能性が示唆された。しかし，こ

れら毛状根は遊離のアソトラキノソを

多く含むものの，配糖体はほとんど含

まず，アソトラキノシの配糖体を多く

含む種子 3) （「決明子」 ）とは成分

的に異なるものであった。

毛状根の成長と物質生産については

Floresによる研究のがあり，それ

によると毛状根の成長は速く，それに

平行して二次代謝産物を生産している

とされている。しかし，エピスグサの

毛状根ではアソトラキノソの生産は成

長に平行ではなく，対数増殖期後半に

最低となり，定常期の初期に最大となっ

た。これは細胞が agingに向う定常期初期にァγ トラキノソが液胞中に排出され，蓄積が最大と

なるためと考える。その後，総アソトラキノン類の含量はほぼ一定であるにもかかわらず，成分毎

に増減が見られることから，毛状根の成長定常期では代謝が進み，成分の二次的修飾の可能性が考

えられる。

以上よ り，毛状根において特定の化合物を効率良く生産するには培養の条件等，

要であると考える。
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本研究にあたり， 8 -0-Methylchrysophanolの標品を分与して下さった日本大学薬学部北中
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