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The chemical constituents of Aconitum yesoense var. macroyesoense and Aconitum japonicum were examined us-
ing high-resolution spectral analysis. Twelve novel alkaloids were isolated from A. yesoense var. macroyesoense
together with 20 known alkaloids. Eight novel alkaloids were isolated from A. japonicum together with 15 known
alkaloids. An HPLCatmospheric pressure chemical ionization-mass spectrometry (HPLCAPCIMS) method was
useful for the simultaneous determination of 21 Aconitum alkaloids found in A. yesoense var. macroyesoense and A.
japonicum. These compounds were fairly stable under the conditions used, and the protonated molecules or fragment
ions characteristic of the molecule appeared as base peaks in the mass spectra and were used for selected ion monitoring.
HPLCAPCIMS is a very promising approach for structural investigations of positional isomers and stereoisomers.
This method was applied successfully to stereoisomeric Aconitum alkaloids diŠering in conˆguration at C-1, -6, or -12.
Comparison of the APCI spectra showed that the abundance of fragment ions was signiˆcantly higher for the C-1, -6, or
-12 b-form alkaloid than for C-1, -6, or -12 a-form alkaloid. The main alkaloid constituents in the root of A. yesoense
var. macroyesoense, Aconitum alkaloids of the C20-diterpenoid type, kobusine and pseudokobusine, and their acyl
derivatives were examined for their peripheral vasoactivities by measuring laser-‰owmetrically the cutaneous blood ‰ow
in the hind foot of mice after intravenous administration. It is thought that the hydroxyl groups of alkaloids, especially a
free OH group of pseudokobusine at C-6, were important for action on the peripheral vasculature leading to dilatation,
and the results indicated that esteriˆcation of the hydroxyl group at C-15 with either anisoate, veratroate, or p-nitroben-
zoate may contribute to enhancement of the activity of the parent alkaloids.

Key words―Aconitum alkaloids; LCAPCIMS; cutaneous blood ‰ow; Aconitum yesoense var. macroyesoense;
Aconitum japonicum

1. はじめに

トリカブト属植物（Aconitum spp.）の塊根は附

子として漢薬において重要な位置を占め，傷寒論，

金匱要略の処方中に多く配剤されており，虚寒症の

患者の衰えた新陳代謝機能を亢進させる効力を持つ

とされ，疼痛，厥冷，麻痺などの症候に用いられ，

漢方の湯液療法に欠くことのできない薬物である．

一方，トリカブトは強い毒性を有しており，北海道

でアイヌ民族が狩猟のために矢毒として用いたこと

は有名である．

トリカブト属植物に含有されるジテルペンアルカ

ロイドは C19ノルジテルペンアルカロイド（aconi-

tine 系及び lycoctonine系）及び C20ジテルペンア

ルカロイド（atisine系及び veatchine系）に分類さ

れる（Chart 1)．1―3)ジテルペンアルカロイドの研

究に関する歴史は古く， 1819 年，Delphinium

staphisagria L.よりアルカロイドが単離され，del-

phinine (1）と命名された4)のが始まりで，次いで

猛毒性の aconitine (2)5)が Aconitum napellus L.よ

り単離されている（Chart 1）．本邦産トリカブトに

関する研究は真島・杉野目を中心に精力的な研究が

展開され，マンシュウトリカブト（A. manschuri-
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cum NAKAI）から猛毒性の mesaconitine (3）が単

離され（Chart 1)，6)その後の成分研究で本邦産ト

リカブトは猛毒性の aconitine (2）類を主要成分と

して含まれることが報告されている．7)トリカブト

根は原植物の種類，産地及び採集時期などにより，

aconitine系 C19ノルジテルペンアルカロイド含量

の変化が著しく，8)生薬の薬理活性や毒性に大きな

影響を与えるので，トリカブトの成分的特徴を検討

するためにガスクロマトグラフィー8)による総アル

カロイドの定量及び高速液体クロマトグラフィー

（UV 検出)9―15)を用いた aconitine 系 C19ノルジテ

ルペンアルカロイドの定量法が報告されている．

トリカブトのアルカロイド成分の薬理作用に関し

ては aconitine系 C19ノルジテルペンアルカロイド

について詳細に検討され，16)鎮痛活性及び毒性に関

する構造活性相関の報告があり，17) C8位アセチル

オキシ基が毒性及び鎮痛活性発現に対して大きく係

わっていることが示された．これより，附子の鎮痛

作用の活性成分が aconitine系 C19ノルジテルペン

アルカロイドであると考えられる．さらに，附子が

配合されている漢方薬の牛車腎気丸及び桂枝加朮附

湯に皮膚温上昇作用を認め，18)血管拡張作用が末梢

循環の改善に有効であると考えられる．Aconitine

系 C19ノルジテルペンアルカロイド以外では，C20

ジテルペンアルカロイド： kobusine ( 4 ) , pseu-

dokobusine (5), ignavine (6), hypognavine (7: Chart

1）の鎮痛作用の報告がある．19)

これまでにトリカブト属植物の主要成分と考えら

れている aconitine系アルカロイドを中心に成分・

定量，薬理作用の報告がされているが，その他の

lycoctonine系 C19及び C20アルカロイドの成分定

量や薬理作用に関する報告は少ない．本稿では，北

海道に自生するトリカブト属植物である定山渓産テ

リハブシ［Aconitum yesoense var. macroyesoense

(NAKAI) TAMURA］及び銭函産オクトリカブト

［Aconitum japonicum THUNB.］より得られたアル

カロイド成分の構造解析，定量法及び構造と薬理活

性との関係について検討した著者の知見を紹介する．

2. 定山渓産テリハブシ及び銭函産オクトリカブ

トのアルカロイド成分

北海道に自生する札幌市定山渓産テリハブシ及び

小樽市銭函産オクトリカブトの成分検索を行った．

テリハブシの成分研究については真島と森尾，20)杉

野目ら21―23)の報告が，またオクトリカブトについ

ては真島ら24)の報告があるにすぎない．

札幌市定山渓で採集したテリハブシの塊根をエタ

ノール冷浸により抽出し，得られた粗アルカロイド

からシリカゲルカラムクロマトグラフィー及び

HPLCを併用することにより 32種の化合物を単離

した（Chart 1, 2）．そのうち，20種は既知アルカ

ロイドであり，kobusine (4),21―23,25) pseudokobu-

sine (5),21―23,25) karakoline (8),26) subcusine (9),27)

delcosine (10),28―33) 14-acetyldelcosine (11),33) lu-

cidusculine (12)20―23,25)及び luciculine (13)20―23,25)は

標品との混融試験及びスペクトルデータを比較する

ことにより同定した．1-Acetylluciculine (14),34)
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‰avadine (15),35) ‰avamine (16)35)及び dehydro-

luciculine ( 17 )36)は合成標品との比較により同

定した．Isotalatizidine (18),26) 14-dehydrodelcosine

(19),26) 18-methoxygadesine (20),37) browniine

(21),26) 14-acetylbrowniine (22),26,33) virescenine

(23),26) nevadensine (24)38)及び macrocentridine

(25)39)は文献記載スペクトルデータと比較により同

定した．

新規 C19ノルジテルペンアルカロイドである ye-

soensine (26)40)は分子式 C24H35NO7 を与え，1H-

NMR, 13C-NMR及び MSから 19の C-1C-19位が

分子内エーテル結合した anhydrohydroxy-14-de-

hydrodelcosineと推定され（Chart 2），19をアセト

ン水（5：1, v/v）中過マンガン酸カリウムと反応

させることにより，41,42)化合物 26（収率 52％）及

び N-deethylanhydrohydroxy 体（27；収率 18％）

が得られ，ここで得られた化合物 26とスペクトル

データが一致したことにより構造を決定した．新規

C19ノルジテルペンアルカロイド a-oxobrowniine

(28)43)は分子式 C23H35NO7を与え，1H-NMR, 13C-

NMR 及び MS から 21 の N-CHO 体である a-oxo-

browniineと推定され（Chart 2），21を無水アセト

ン中過マンガン酸カリウムと反応させると，a-oxo

体（28；収率 19％）及び 19-oxo体41)（収率 20％）

が得られ，ここで得られた化合物 28とスペクトル

データが一致したことにより構造を決定した．

新規 C20ジテルペンアルカロイド 15-benzoyl-

pseudokobusine ( 29 )44)及び 15-veratroylpseudoko-
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busine (30)44)はそれぞれ分子式 C27H31NO4及び C29

H35NO6 を与え，1H-NMR, 13C-NMR及び MSから

それぞれ 5の 15-benzoate及び 15-veratroateと推定

された（Chart 2）．5をピリジン中塩化ベンゾイル

又は塩化ベラトロイルと反応させたところ，それぞ

れ 15-benzoate（29；収率 1％）と 4 種の benzoate

が得られ，また，15-veratroate（30；収率 8％）と

4種の veratroateが得られ，ここで得られた化合物

29及び 30とスペクトルデータが一致したことによ

り構造を決定した．

新規 C20ジテルペンアルカロイド yesodine

(31)40)は［a]D－9.4°，分子式 C25H35NO4を与え，

1H-NMR, 13C-NMR 及び MS から 15- ( 2-methyl-

butyryl)pseudokobusineと推定された（Chart 2）．

5 をピリジン中塩化 p- ニトロベンゾイルと反応さ

せると，6,11-di-p-nitrobenzoate（32；収率 1％）

と 6 種の p-nitrobenzoate が得られ（Chart 2），32

をジクロロメタン中，N,N′-dicyclohexylcarbodii-

mide 及び 4-(dimethylamino)pyridine の存在化 S-

(＋ ) -2-methylbutyric acid と反応させると， 15-

[(S ) -2-methylbutyryl] -6,11-di-p-nitrobenzoylpseu-

dokobusine（33；収率 29％）が得られた（Chart 2）．

33を triethylamineMeOH水（1：5：1, v/v）の混

合溶液で部分加水分解すると，15-[(S)-2-methylbu-

tyryl]pseudokobusine（31；収率 54％）が得られ，

スペクトルデータ及び旋光度（[a]D－9.1°）が一致

したことにより構造を決定した．

新規 C20ジテルペンアルカロイド yesonine

(34)43)は分子式 C21H29NO3を与え，1H-NMR, 13C-

NMR 及び MS から N-methyl-N, 6-seco-6-dehydro-

pseudokobusine と推定され（Chart 2），5 を CH3I

塩45)とし，50％メタノール溶液中，酸化銀と反応さ

せる46)と化合物 34（収率 97％）が得られ，スペク

トルデータが一致したことにより構造を決定した．

新規 C20ジテルペンアルカロイド yesoline (35)47)

は分子式 C30H37NO6 を与え，1H-NMR, 13C-NMR,

UV 及び MS から 15-veratroylyesonine と推定され

（Chart 2），化合物 35 を加水分解により化合物 34

（収率 64％）とし，yesonineとスペクトルデータが

一致したことにより構造を決定した．

新規アルカロイド yesoxine (36)44)は融点 184°C

(dec.)，分子式 C25H35NO6 を与え，1H-NMR, 13C-

NMR及びMSからアセチル基が 2個，Nメチル基

を有する C20ジテルペンアルカロイドと推定し，

さらに特徴的な環外二重結合がエポキシ基に変換さ

れた構造と推定された（Chart 2）．化合物 36は X

線結晶解析により立体構造を Fig. 1 のように決定

した．

新規 C20ジテルペンアルカロイド 12-acetyl-

lucidusculine ( 37 )44)は融点 144147°C，分子式

C26H37NO5を与え，1H-NMR, 13C-NMR及びMSか

ら 12-acetyllucidusculine (12,15-diacetylluciculine）



hon p.5 [100%]

933

Chart 3

933No. 11

と推定された（Chart 2）．13 をピリジン中無水酢

酸と反応させると，12,15-diacetate（37；収率 15％）

と 2種の acetate が得られ（Chart 2），ここで得ら

れた化合物 37と mp及びスペクトルデータが一致

したことより構造を決定した．

新規 C20ジテルペンアルカロイド dehydrolu-

cidusculine ( 38 )48)は融点 186189°C，分子式

C24H33NO4 を与え，また N-deethyldehydrolucidus-

culine (39)48)は分子式 C22H29NO4 を与え，それぞ

れ 1H-NMR, 13C-NMR 及び MS から 12 の C-1

C-19位が分子内エーテル結合した dehydrolucidus-

culine及び N-deethyldehydrolucidusculineと推定さ

れた（Chart 2）．12を 50％エタノール溶液中酸化

銀と反応させると，49) 38（収率 74％），39（収率 8

％）及び N-deethyllucidusculine（40；収率 5％）が

得られた（Chart 2）．ここで得られた化合物 38及

び 39とスペクトルデータが一致したことにより構

造を決定した．

新規 C20ジテルペンアルカロイド 12-acetylde-

hydrolucidusculine (41)44)は分子式 C26H35NO5を与

え，1H-NMR, 13C-NMR 及び MS から 12-acetylde-

hydrolucidusculineと推定され（Chart 2），38 をピ

リジン中室温にて無水酢酸と反応させると，12-

acetate (41；収率 85％）が得られ，スペクトルデー

タが一致したことにより構造を決定した．

小樽市銭函町で採集したオクトリカブトの塊根を

メタノール冷浸により抽出し，得られた粗アルカロ

イドからアルミナ，シリカゲルカラムクロマトグラ

フィー，prep. TLC 及び HPLC を併用することに

より 23種の化合物を単離した（Chart 13）．その

うち，15 種は既知アルカロイドであり，aconitine

(2),1,50) delcosine (10),28―33) 14-acetyldelcosine

(11)33)及び jesaconitine (42)1,50)は標品との混融試

験及びスペクトルデータを比較することにより同定

した．Dehydroluciculine (17),36) deoxyaconitine

(43,)1) hypaconitine (44),1) penduline (45)51)及び

hokbusine A (46)52)は合成標品との比較により同定

した．Mesaconitine (3),1) karakoline (8),26) aconi-

ˆne (47),53) anisoezochasmaconitine (48),34) ezocha-

smaconitine (49)34)及び neoline (50)1)は文献記載ス

ペクトルデータと比較により同定した．

新規 C19ノルジテルペンアルカロイドである

deoxyjesaconitine (51)54,55)は融点 174176°C，分子

式 C35H49NO11 を与え，1 H-NMR, 13C-NMR 及び

MSから 3-deoxyjesaconitineと推定され（Chart 3),

42 をチオニルクロライドと反応させると，an-

hydrojesaconitine (52；収率 56％）が得られ，52

を酸化白金触媒化接触還元により 3-deoxy体（51；

収率 45％）が得られた．この化合物とスペクトル

データが一致したことにより構造を決定した．



hon p.6 [100%]

934

Fig. 2. Perspective View of Secojesaconitine (56)

934 Vol. 122 (2002)

新規 C19ノルジテルペンアルカロイド aljesaconi-

tine A (53)9)及び aljesaconitine B (54)9)はそれぞれ

分子式 C34H49NO11 及び C35H51NO11 を与え，1 H-

NMR, 13C-NMR及びMSから 8-alkoxy体（それぞ

れ 8-OCH3 及び 8-OCH2CH3）と推定され（Chart

3），42をそれぞれメタノール又はエタノール中で

撹拌すると 8-alkoxy体（53；収率 82％及び 54；収

率 72％）が得られ，これらの化合物とスペクトル

データが一致したことにより構造を決定した．

新規 C19ノルジテルペンアルカロイド 14-ben-

zoylneoline (55)56)は分子式 C31H43NO7を与え，1H-

NMR, 13C-NMR 及び MSから neolineの 14-benzo-

ateと推定され（Chart 3）, 50をベンゾイル化する

と 14-benzoate (55；収率 21％）と 2種の benzoate

が得られ，この化合物とスペクトルデータが一致し

たことにより構造を決定した．

新規アルカロイド secojesaconitine (56)57)は融点

175180°C，分子式 C31H43NO7 を与え，1H-NMR,
13C-NMR及び MSからメトキシル基が 4個，アニ

ソイル基，Nエチル基を有する C19ノルジテルペ

ンアルカロイドと推定し，さらに 42 の C-3C-17

位が分子内エーテル結合した構造と推定された

（Chart 3）．化合物 56 は X 線結晶解析により立体

構造を Fig. 2のように決定した．

新規アルカロイド subcumine (57)58)は融点 200

202°C，分子式 C26H41NO7 を与え，1H-NMR, 13C-

NMR及びMSからメトキシル基が 3個，アセチル

基，Nエチル基を有する C19ノルジテルペンアル

カロイドと推定し，さらに 5026) 及び 14-acetylneo-

line (58)26)とスペクトルデータが類似しており，

14-acetylneolineの 6b体と推定された（Chart 3）．

化合物 57は X線結晶解析により立体構造を Fig. 3

のように決定した．新規 C19ノルジテルペンアル

カロイド subcusine (9)58)は融点 194196°C，分子式

C24H39NO6を与え，1H-NMR, 13C-NMR及びMSか

ら 14-deacetylsubcumineと推定され（Chart 3），57

の加水分解により化合物 9が得られ，この化合物と

スペクトルデータが一致したことにより構造を決定

した．

新規 C20ジテルペンアルカロイドである subdes-

culine ( 59 )57)は分子式 C24H33NO4 を与え，1 H-

NMR, 13C-NMR 及び MS から 12-acetyldehydrolu-

ciculine と推定され（Chart 3），3848) 及び 4144) と

スペクトルデータを比較することにより構造を決定

した．

3. アルカロイドの HPLCAPCIMS による分

析及び定量

ジテルペンアルカロイドの定量法は HPLC (UV

検出）法による aconitine 系アルカロイドの報

告9―15)があるが，lycoctonine 系 C19ノルジテルペ

ンアルカロイド：delcosine (10), 14-acetyldelcosine

(11）及び C20ジテルペンアルカロイド：kobusine

(4), pseudokobusine (5), lucidusculine (12）はアロ

イル基を有しないために HPLC (UV検出）法で検

出できない．近年，様々なアルカロイドの分析に

LC大気圧化学イオン化マススペクトロメトリー

（APCIMS）の利用が報告59―68)されている．

LCAPCIMS69―77) は分子内に親水性基（－NH2,

－NHR, －NR1R2, －CO, －OHなど）を有する化

合物を感度良く検出することができ，マススペクト
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ルに擬分子（［M＋H]＋）イオンやフラグメントイ

オンがみられる．また，選択イオン検出（SIM）

法78)により高選択的，高感度に化合物を検出できる

ことから，LCAPCIMS/SIM法は HPLC (UV検

出）法で検出できないジテルペンアルカロイドの定

量に有用な方法であり，ジテルペンアルカロイドの

定量法を開発した．79,80)

C19ノルジテルペンアルカロイド：aconitine (2),

mesaconitine (3), delcosine (10), 14-acetyldelcosine

(11), jesaconitine (42), deoxyaconitine (43),

hypaconitine (44), hokbusine A (46), neoline (50),

deoxyjesaconitine (51), aljesaconitine A (53), al-

jesaconitine B (54), 14-benzoylaconine (60), 14-ben-

zoylmesaconine (61), 14-anisoylaconine (62), 3-

acetylmesaconitine (63)及び C20ジテルペンアルカ

ロイド：kobusine (4), pseudokobusine (5), lucidus-

culine (12), dehydrolucidusculine (38), 11,15-di-

acetylkobusine (64)（Chart 14）を LCAPCIMS

により測定したところ，各アルカロイドのマススペ

クトルは［M＋H]＋イオン及びフラグメントイオ

ンがみられた（Table 1）．C19ノルジテルペンアル

カロイド 10, 11, 46, 50, 53, 54, 6062のマススペク

トルは高い強度の［M＋H]＋イオンがみられた．

2, 3, 4244, 51及び 63のマススペクトルはフラグメ

ントイオン［M＋H－CH3COOH]＋が高い強度で

みられた．C20ジテルペンアルカロイド 4, 5, 12, 38

及び 64のマススペクトルは高い強度の［M＋H]＋

イオンがみられた．

LCAPCIMS/SIM 法による C19ノルジテルペ

ンアルカロイド 2, 3, 4244, 46, 51, 53, 54, 6062, 63

（内部標準）の検出は，各アルカロイドの最も高い

強度を示した［M＋H]＋イオンあるいはフラグメ

ントイオン［M＋H－CH3COOH]＋を選択して行

った．HPLC の移動相に 0.05 M CH3COONH4

CH3CNTHF (70：15：15→20：65：15, v/v）を用

い，流速 1.0 ml/minで 11分以内によいクロマトグ

ラムが得られ（Fig. 4），各アルカロイドのイオン

化は 2 ng から 20 ng で安定して得られた．各アル

カロイドの検量線（10 ng10 mg/ injection, 42; 50

ng10 mg/injection）は良い直線性を示し，各アル

カロイドの既知量（10 ng及び 100 ng, 42; 50 ng及
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Table 1. Protonated Molecular Ions and Characteristic Fragment Ions of Aconitum Alkaloids, Obtained by Using LCAPCIMSa)

Compounds [M＋H]＋(m/z) Major fragment ion (m/z)

2 646 586([M＋H－CH3COOH]＋)

3 632 572([M＋H－CH3COOH]＋)

42 676 616([M＋H－CH3COOH]＋)

43 630 570([M＋H－CH3COOH]＋)

44 616 556([M＋H－CH3COOH]＋), 574([M＋H－COCH2]＋)

51 660 600([M＋H－CH3COOH]＋), 630([M＋H－OCH2]＋)

46 604 ―

53 648 ―

54 662 616([M＋H－CH3CH2OH]＋)

50 438 420([M＋H－H2O]＋)

60 604 ―

61 590 ―

62 634 ―

63 674 614([M＋H－CH3COOH]＋)

10 454 436([M＋H－H2O]＋)

11 496 478([M＋H－H2O]＋)

4 314 296([M＋H－H2O]＋)

5 330 312([M＋H－H2O]＋)

12 402 384([M＋H－H2O]＋), 342 ([M＋H－CH3COOH]＋)

38 400 382([M＋H－H2O]＋)

64 398 338 ([M＋H－CH3COOH]＋), 356([M＋H－COCH2]＋)

a) Mass number underlined were used for SIM.

Fig. 4. SIM Chromatograms of Aconitine (2), Mesaconitine (3), Jesaconitine (42), Deoxyaconitine (43), Hypaconitine (44), Hok-
busine A (46), Deoxyjesaconitine (51), Aljesaconitine A (53), Aljesaconitine B (54), 14-Benzoylaconine (60), 14-Benzoylmesaco-
nine (61), 14-Anisoylaconine (62) and 3-Acetylmesaconitine (63; Internal Standard)
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び 100 ng）の測定で，良い再現性が得られた（Ta-

ble 2）．

C19ノルジテルペンアルカロイド 10, 11, 50及び

C20ジテルペンアルカロイド 4, 5, 12, 38, 64（内部

標準）の LCAPCIMS/SIM 法による検出は［M

＋H]＋イオンで行い，HPLC の移動相に 0.05 M

CH3COONH4－CH3CN－THF (60：25：15, v/v），

流速 0.8 ml/minで 10分以内に良好なクロマトグラ

ムが得られ（Fig. 5），各アルカロイドのイオン化

は 1 ngから 5 ng (50; 20 ng）で安定して得られた．
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Table 2. Quality Parameters of the LCAPCIMS Assay of Aconitum Alkaloids

Compounds Curve equation　　　 r
R.S.D.(, n＝7)

10 ng 100 ng

2 y＝2.921×10－3x－7.057×10－4 0.9985 11.1 8.8

3 y＝3.076×10－3x－3.303×10－3 0.9950 12.5 13.3

42 y＝3.760×10－4x－1.298×10－2 0.9969 8.2 7.4(50 ng)

43 y＝2.398×10－3x＋7.320×10－3 0.9995 11.0 13.1

44 y＝1.815×10－3x＋3.585×10－4 0.9917 7.9 7.4
51 y＝1.092×10－3x＋1.071×10－3 0.9889 7.1 6.2

46 y＝2.231×10－3x＋2.593×10－3 0.9941 12.0 3.7

53 y＝1.203×10－3x－3.629×10－3 0.9956 10.5 4.2

54 y＝1.359×10－3x＋6.187×10－3 0.9990 16.8 4.9

60 y＝2.566×10－3x－5.645×10－4 0.9973 9.3 4.8

61 y＝4.132×10－3x－6.225×10－3 0.9995 8.0 8.3
62 y＝9.357×10－4x－1.377×10－3 0.9923 10.3 6.1

r＝coe‹cient of correlation; R.S.D.＝relative standard deviation; x＝amount of analyte in ng; y＝peakarea ratio of analyte and internal standard

Fig. 5. SIM Chromatograms of Kobusine (4), Pseudokobu-
sine (5), Delcosine (10), 14-Acetyldelcosine (11), Lucidus-
culine (12), Neoline (50), Dehydrolucidusculine (38) and
11,15-Diacetylkobusine (64; Internal Standard)

937No. 11

各アルカロイドの検量線は 10 ng10 mg/ injection

(50; 50 ng10 mg/injection）で良い直線性を示し，

各アルカロイドの既知量（10 ng及び 100 ng, 50; 50

ng及び 100 ng）の測定で，よい再現性が得られた

（Table 3）．

テリハブシの粉末凍結乾燥根を Chart 5に示すよ

うに処理し，得られた抽出物について LCAPCI

MS/SIM 法によりアルカロイドの定量を行い，ま

た，4, 10及び 12 を用いた添加回収実験は 90％以

上と良好な回収率が得られた（Table 4）．テリハブ

シのアルカロイドの含有量は 14-acetyldelcosine

(11）が最も多く，次いで lucidusculine (12), delco-

sine (10), kobusine (4), pseudokobusine (5), de-

hydrolucidusculine (38）の順であった．79)

また，オクトリカブトの粉末凍結乾燥根を Chart

5 のように処理し，得られた抽出物について LC

APCIMS/SIM 法によりアルカロイドを定量し，

また，2, 3及び 42を用いた添加回収実験は 90％以

上と良好な回収率が得られた（Table 5）．

オクトリカブトのアルカロイド 18種の定量結果

は jesaconitine (42）が最も多く含有され，次いで

aconitine (2), mesaconitine (3), neoline (50), delco-

sine (10), lucidusculine (12), aljesaconitine B (54),

14-anisoylaconine (62), pseudokobusine (5), deoxy-

jesaconitine (51), deoxyaconitine (43), 14-benzoyl-

aconine (60), 14-benzoylmesaconine (61), kobusine

(4), 14-acetyldelcosine (11), hypaconitine (44), al-

jesaconitine A (53), hokbusine A (46）の順であり，

4, 5, 12, 60, 61, 62はこの方法によりオクトリカブ

トから初めて検出された．80)

テリハブシはオクトリカブトと比較し，1)aconi-

tine 系アルカロイドを含まない，2)lycoctonine 系

C19アルカロイド（10, 11），atisine 系 C20アルカ

ロイド（4, 5）及び veatchine 系 C20アルカロイド

（12, 38）の含量が高いという成分的特徴が示され

た．
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Table 3. Quality Parameters of the LCAPCIMS Assay of Aconitum Alkaloids

Compounds Curve equation r
R.S.D.(, n＝7)

10 ng 100 ng

10 y＝1.906×10－4x＋8.192×10－4 0.9976 17.3 6.4

11 y＝1.681×10－4x－4.458×10－5 0.9972 9.1 11.7

50 y＝6.607×10－3x＋9.462×10－4 0.9973 9.3 8.7(50 ng)

4 y＝6.607×10－3x＋9.462×10－4 0.9967 10.1 11.1

5 y＝6.487×10－3x－1.678×10－4 0.9990 9.1 11.7
12 y＝6.532×10－4x＋6.715×10－3 0.9994 10.6 2.9

31 y＝1.511×10－3x＋2.641×10－3 0.9962 13.3 10.4

r＝coe‹cient of correlation; R.S.D.＝relative standard deviation; x＝amount of analyte in ng; y＝peak-area ratio of analyte and internal standard

Chart 5. Preparation of Sample for LCAPCIMS

938 Vol. 122 (2002)

4. ジテルペンアルカロイドの LCAPCIMSに

よる構造解析

ジテルペンアルカロイドは LCAPCIMSにより

微量で高感度に検出でき，マススペクトルに安定し

た［M＋H]＋イオンとフラグメントイオン（[M＋

H－H2O]＋, [M＋H－CH3COOH]＋ 等）がみられ

た．

近年，質量分析計の新しい測定法や装置により，

有機化合物のマススペクトルのフラグメンテーショ

ンの解析は有機化合物の構造解析の重要な手段とな

り，また，有機化合物の立体化学の解析にも有効な

手段であり，電子衝撃イオン化（EI）法によるイ

ンドールアルカロイド81,82)やキノリチジンアルカロ

イド，83)エレクトロスプレー法によるインドールア

ルカロイド84,85)の立体化学に関する報告がある．EI

法は多くの場合親イオン（M＋）を観測するが，親

イオンとともに多くのフラグメントイオン（M＋－

R）が観測される．また，ジテルペンアルカロイド

の構造解析86―92)や立体化学の分析93)の EI法による

報告がある．

ジテルペンアルカロイドの構造解析に LCAPCI

MSを応用する目的で，C19ノルジテルペンアル

カロイド及び C20ジテルペンアルカロイドの立体

異性体について検討した．94―96)

C19ノルジテルペンアルカロイド subcusine (9),

subcumine (57）及び 6-epi-chasmanine (65)97)はそ

れぞれ neoline (50), 14-acetylneoline (58)98)及び

chasmanine ( 66 )1)の C6 位立体異性体であり

（Chart 2, 3, 6), LCAPCIMSのマススペクトルは

それぞれ［M＋H]＋イオンと脱水によるフラグメ

ントイオン（[M＋H－H2O]＋）がみられた（Table

6）．

これらのフラグメンテーションのメカニズムを明

らかにするために 1,14-diacetylneoline ( 67 ) ,99)

1,8,14-triacetylneoline (68), 14-acetyl-6-epi-chasma-

nine (69), 8,14-diacetyl-6-epi-chasmanine (70), 14-

benzoyl-1-propionylneoline (71）及び 8-acetyl-14-

benzoyl-1-propionylneoline (72）のマススペクトル

を検討した（Chart 6）．C-8 位水酸基を有する 67,

69及び 71のマススペクトルはフラグメントイオン

［M＋H－H2O]＋がみられ，一方，C-8位にアセチ

ルオキシ基を有する 68, 70及び 72のマススペクト

ルはフラグメントイオン［M＋H－CH3COOH]＋

がみられた．また，9, 50, 57, 58, 6570のマススペ

クトルを重水素化溶媒で測定すると，マススペクト

ルは水酸基の水素が重水素に置換され，重水素が付

加した［M-dn＋D]＋イオンやフラグメントイオン

［M-dn＋D－D2O]＋, [M-dn＋D－CH3COOD]＋がみ
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Table 4. Contents of Alkaloids in A. yesoense var. macroyesoense

Compounds
Extracting solvents (mg/g±S.D., n＝5) Recovery ()

Ether Chloroform Methanol Ether Chloroform Methanol

10 632±30.0 778±58.8 723±59.7 94.6 94.3 94.3
11 7.07×103±632 6.06×103±742 5.87×103±364 ― ― ―

4 409±27.7 443±41.0 449±17.9 39.5 95.4 79.8

5 263±9.85 384±21.2 344±18.5 ― ― ―

12 1.28×103±51.6 1.53×103±108 1.35×103±76.9 97.2 97.4 98.3

31 186±12.9 44.8±1.77 71.5±0.699 ― ― ―

Table 5. Contents of Alkaloids in A. japonicum

Compounds
Extracting solvents (mg/g±S.D., n＝5) Recovery ()

Ether Chloroform Methanol Ether Chloroform Methanol

2 2.78×103±299 2.45×103±128 2.59×103±43.9 106 101 92.5

3 2.50×103±223 1.73×103±99.7 1.95×103±65.6 104 108 93.4
42 5.23×103±512 4.79×103±496 5.70×103±263 99.2 104 100

43 140±11.1 96.4±9.89 106±7.30

44 29.8±2.73 15.1±1.48 14.6±0.898

51 155±16.9 105±9.70 116±4.71

46 1.49±0.159 1.20±0.330 12.3±1.28
53 29.4±33.3 25.5±2.51 43.3±2.53

54 279±23.7 243±23.1 248±23.5

50 2.17×103±238 1.88×103±213 1.58×103±191

60 138±13.0 86.8±3.81 75.7±0.938

61 108±17.7 65.9±2.76 53.4±1.50

62 273±23.3 165±4.69 150±6.72

10 886±55.5 930±49.5 733±31.1
11 76.1±12.6 70.9±6.42 56.1±5.71

4 102±8.36 131±15.6 123±11.6

5 195±11.0 483±33.4 521±53.8

12 513±41.4 465±30.8 374±43.4

Chart 6
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られたことより，C-6位の立体配置に関係なく付加

した水素は脱離する水分子又は酢酸分子に含まれる

ことが示された．これらのことより，フラグメント

イオンは主に C-8 位置換基の脱離により生じると

考えられる（Chart 7）．

C-6a位メトキシル基を有する 50及び C-6b位メ

トキシル基を有する 9のフラグメントイオンの生成

を比較するために，イオン強度の変化を検討した．

これはドリフト電圧 15 V毎に 3回測定し，イオン

強度の平均値を算出し，［M＋H]＋イオン m/z 438

及びフラグメントイオン［M＋H－H2O]＋ m/z 420

の結果を Fig. 6に示した．［M＋H]＋イオンは 2つ
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Table 6. m/z and Relative Abundances () of the Mass Spectral Fragments of Norditerpenoid Alkaloids

[M＋H]＋ [M＋H－H2O]＋ [M＋H－RCOOH]＋ [M-dn＋D]＋ [M-dn＋D－D2O]＋ [M-dn＋D－CH3COOD]＋

9 438( 59) 420(100) ― 442( 91) 422(100) ―

57 480(100) 462( 89) ― 483(100) 463( 51) ―

65 452( 22) 434(100) ― 455( 49) 435(100) ―

50 438(100) 420( 10) ― 442(100) 422( 12) ―

58 480(100) 462( 6) ― 483(100) 463( 8) ―

66 452(100) 434( 20) ― 455(100) 435( 11) ―

69 494( 22) 476(100) ― 496( 50) 476(100) ―

70 536(100) ― 476(31) 537(100) ― 476(54)

67 522(100) 504( 17) 462( 8) 524(100) 504( 10) 463(18)

68 564(100) ― 504(16) 565(100) ― 504(19)

71 598(100) 580( 11) 524(11) ― ― ―

72 640(100) ― 580(52), 566(8) ― ― ―

Fig. 6. Ion Currents of the Protonated Molecule at m/z 438 (■) and the Fragment Ion m/z 420 (●) Arising from Alkaloids (a)Ne-
oline (50) and (b) Subcusine (9) as a Function of the Drift Voltage between the First and the Second Electrodes of the APCI Ion
Source

Chart 7

Fig. 7. Ion Currents of the Fragment Ion m/z 420 Arising
from Alkaloids Neoline (50, Solid Line) and Subcusine (9,
Dashed Line) as a Function of the Drift Voltage between the
First and the Second Electrodes of the APCI Ion Source

For a better comparison, the tops of the curves were equalized in the
ˆgure.
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の異性体が同様のイオン強度を示したのに対し，フ

ラグメントイオンはイオン強度が全く異なってお

り，フラグメントイオンの生成は 9より 50の方が

大きなエネルギーを必要とし（Fig. 7），［M＋H]＋

イオンは C-6b 体より C-6a 体が安定であると考え
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Table 7. R Ratio Calculated from Relative Intensity Values

OH at C-1 and C-14 (＋C-8) OH at C-1 (＋C-8) OH at C-14 (＋C-8) OH at C-8 only

C-6a form R50＝10.0 R58＝16.7 R66＝5.0 R67＝5.8

C-6b form R9＝0.6 R57＝1.1 R65＝0.2 R69＝0.2

Chart 8

Chart 9
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られる．

このように立体配置の違いによりフラグメントイ

オンのイオン強度が異なることより，イオン強度比

R＝[M＋H]＋/[M＋H－H2O]＋を検討した（Table

7）．C-6a 位メトキシル基を有する 50, 58, 66 及び

67 のイオン強度比は R＝5―17 で，それに対して

C-6b 位メトキシル基を有する 9, 57, 65 及び 69 の

イオン強度比は R＝0.2―1.1であり，イオン強度比

R はアルカロイドの C-6 位メトキシル基の立体配

置の違いにより大きく異なった．これらアルカロイ

ドのフラグメントイオンのイオン強度の違いは，9,

57, 65 及び 69 の C-8 位水酸基が C-6b 位メトキシ

ル基と立体的に近接しており，脱離しやすいためと

考えられる（Chart 8a）．

C-1位に水酸基を有する 9, 50, 57及び 58におい

て，50及び 58のイオン強度比が 66及び 67より大

きく，また，9及び 57 が 65 及び 69より大きいこ

とより，C-1位の水酸基はフラグメンテーションに

強く影響していると考えられる．すなわち，これら

アルカロイドのイオン化は N原子にプロトン化が

起こり，C-1位水酸基との間に分子内水素結合が生

じ（Chart 8b), [M＋H]＋イオンは安定化している

と考えられる．

C19ノルジテルペンアルカロイド 1-epi-neoline

(73),100) 14-acetyl-1-epi-neoline (74),101) 8-acetyl-14-

benzoyl-1-epi-neoline (75), 1-epi-delcosine (76）及

び 14-acetyl-1-epi-delcosine (77）は C-1b 位水酸基

を有しており，それぞれ neoline (50), 14-acetylneo-

line (58), 8-acetyl-14-benzoylneoline (78), delcosine

(10）及び 14-acetyldelcosine (11）の C-1 位立体異

性体である（Chart 2, 3, 9）．これらアルカロイド

の LCAPCIMSのマススペクトルはそれぞれ高い

強度の［M＋H]＋イオンがみられ，10, 11, 50, 58,

73, 74, 76及び 77では脱水によるフラグメントイオ

ン（[M＋H－H2O]＋）がみられ，75及び 78 では

脱酢酸によるフラグメントイオン（[M＋H－CH3

COOH]＋）がみられた（Table 8）．

10, 50, 58, 73, 76及び 78のマススペクトルを重水

素化溶媒で測定すると（Table 8），水酸基の水素が

重水素に置換され，重水素が付加した［M-dn＋

D]＋イオンがみられ，また，［M-dn＋D]＋イオン

から重水又は重酢酸が脱離したフラグメントイオン

がみられたことより，C-1位の立体配置に関係なく

付加した水素は脱離する水又は酢酸分子に含まれる

ことが示され，先に述べたように水酸基又はアセチ

ル基の脱離は主に C-8 位で起きると考えられる

（Chart 7）．

C-1a位水酸基を有する 50及び C-1b位水酸基を

有する 73のフラグメントイオンのイオン強度の変

化を検討すると（Fig. 8），2つの異性体で異なって

おり，フラグメントイオンの生成は 73より 50の方

が明らかに大きなエネルギーを必要とし，C-1a体

の［M＋H]＋イオンは C-1b体より安定であると考

えられる．
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Table 8. m/z and Relative Abundances () of the Mass Spectral Fragments of Norditerpenoid Alkaloids

[M＋H]＋ [M＋H－H2O]＋ [M＋H－RCOOH]＋ [M-dn＋D]＋ [M-dn＋D－D2O]＋ [M-dn＋D－CH3COOD]＋

73 438(100) 420(18) ― 442(100) 422(28) ―

74 480(100) 462(14) ―

75 584(100) ― 524(72)

76 454(100) 436(29) ― 459(100) 439(16) ―

77 496(100) 478(26) ―

50 438(100) 420(10) ― 442(100) 422(12) ―

58 480(100) 462( 6) ― 483(100) 463( 8) ―

78 584(100) ― 524(23) 586(100) ― 525(7)

10 454(100) 436( 9) ― 459(100) 439(11) ―

11 496(100) 436( 9) ― ― ― ―

Fig. 8. Ion Currents of the Fragment Ion m/z 420 Arising
from Alkaloids Neoline (50, ■) and 1-Epi-neoline (73, ●)
as a Function of the Drift Voltage between the First and the
Second Electrodes of the APCI Ion Source. The Results of
Alkaloid 50 was cited from Fig. 6

Chart 10
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C-1a位水酸基を有する 10, 11, 50, 58及び 78は

N原子にプロトン化した水素と C-1a位水酸基との

間に分子内水素結合を形成し（Chart 10a), [M＋

H]＋イオンは安定であり，一方，C-1b位水酸基を

有する 7377 は分子内水素結合が形成されず

（Chart 10b），フラグメントイオンは生成しやすい

と考えられる．

立体配置の違いによりフラグメントイオンのイオ

ン強度が異なることより，イオン強度比 R＝[M＋

H]＋/[M＋H－H2O]＋ 又は R′＝[M＋H]＋/[M＋H

－CH3COOH]＋を検討した．C-1a位水酸基を有す

る 10, 11, 50 及び 58 のイオン強度比は R＝10―17

で，それに対して C-1b 位水酸基を有する 73, 74,

76及び 77のイオン強度比は R＝3.5―7.1であった．

C-1a 位水酸基を有する 78 のイオン強度比は R′＝

4.4 であり，それに対して C-1b位水酸基を有する

77のイオン強度比は R′＝1.4であった．これらの

イオン強度比 R及び R′はアルカロイドの C-1位の

立体配置の違いをよく示した．

C20ジテルペンアルカロイド 12,15-diacetyl-1-epi-

luciculine (79）及び 1,12,15-triacetyl-1-epi-luciculine

(80）は C-1b位置換基（OR）を有しており，それ

ぞれ 12-acetyllucidusculine ( 37）及び 1,12,15-tri-

acetylluciculine (81)34)の C-1 位立体異性体である

（Chart 2, 11）．37, 7981のマススペクトルは高い

強度の［M＋H]＋イオンがみられ，フラグメントイ

オン［M＋H－H2O]＋及び［M＋H－CH3COOH]＋

がみられた（Table 9）．37, 7981 のマススペクト

ルを比較すると，C-1b 位水酸基を有する 79 及び

80のフラグメントイオンのイオン強度はそれぞれ

C-1a位水酸基を有する 37 及び 81より明らかに大

きい．

C-1a位水酸基を有する 37及び C-1b位水酸基を

有する 79のマススペクトルを重水素化溶媒で測定

すると，水酸基の水素が重水素で置換され，重水素
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Chart 11

Table 9. m/z and Relative Abundances () of the Mass Spectral Fragments of C20-Diterpenoid Alkaloids

[M＋H]＋ [M＋H－H2O]＋ [M＋H－RCOOH]＋ [M-dn＋D]＋ [M-dn＋D－D2O]＋ [M-dn＋D－CH3COOD]＋

79 444(100) 426(22) 384(12) 446(100) 426(14) 385( 4)

80 486(100) ― 426(32)

37 444(100) 426( 3) 384( 6) 446(100) 426( 6) 385( 1)

81 486(100) ― 426(15) 487(100) ― 426(32)

82 402(100) 384(12) 342(24) 405(100) 385( 8) 344(13)

83 486(100) ― 426(28)

12 402(100) 384(10) 342( 7) 405(100) 385( 2) 344( 4)

Fig. 9. Ion Currents of the Fragment Ion at m/z 426 (■) and m/z 384 (●) Arising from Alkaloids (a) 12-Acetyllucidusculine (37)
and (b) 12,15-Diacetyl-1-epi-luciculine (79) as a Function of the Drift Voltage between the First and the Second Electrodes of the
APCI Ion Source

943No. 11

が付加した［M-d＋D]＋イオンがみられた（Table

9）．さらに，［M-d＋D]＋イオンから重水及び重酢

酸が脱離したフラグメントイオン［M-d＋D－

D2O]＋及び［M-d＋D－CH3COOD]＋がそれぞれ

みられたことより，C-1位の立体配置に関係なく付

加した水素は脱離する水及び酢酸分子に含まれるこ

とが示された．

C-1a位水酸基を有する 37及び C-1b位水酸基を

有する 79のフラグメントイオンの生成を比較する

ために，イオン強度の変化を検討した（Fig. 9）．

37 はフラグメントイオン［M＋H－CH3COOH]＋

が 140 V付近で最大強度を示し，フラグメントイオ

ン［M＋H－H2O]＋より多く生成しており，脱酢

酸が主要なフラグメント機構と考えられる．一方，

79 はフラグメントイオン［M＋H－H2O]＋が 140

V付近で最大強度を示し，フラグメントイオン［M

＋H－CH3COOH]＋より多く生成しており，脱水

が主要なフラグメント機構と考えられる．

これら C20ジテルペンアルカロイドのイオン化

は C19ジテルペンアルカロイドのように N原子に

プロトン化が起こり，C-1a位の水酸基との間に分

子内水素結合が生じ（Chart 12a), ［M＋H]＋イオ

ンは安定であると考えられる．一方，C-1b位水酸

基を有する 79は分子内水素結合が形成されず，ま

た，C-1b位水酸基は C-3, C-5及び C-9位のアクシ
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Chart 12

Fig. 10. Ion Currents of the Fragment Ion at m/z 384 (■) and m/z 342 (●) Arising from Alkaloids (a) Lucidusculine (12) and (b)
12-Epi-lucidusculine (82) as a Function of the Drift Voltage between the First and the Second Electrodes of the APCI Ion Source

944 Vol. 122 (2002)

ャル水素により脱離しやすいと考えられる（Chart

12b）．

立体配置の違いによりフラグメントイオンのイオ

ン強度が異なることより，イオン強度比 R″＝[M＋

H]＋/[M＋H－H2O]＋＋[M＋H－CH3COOH]＋を

検討した．C-1a位水酸基を有する 37及び 81のイ

オン強度比は R″＝6.7―11.1 で，それに対して C-

1b位水酸基を有する 79及び 80のイオン強度比は

R″＝2.9―3.1であった．これらのイオン強度比 R″

はアルカロイドの C-1 位の立体配置の違いをよく

示した．

C20ジテルペンアルカロイド 12-epi-lucidusculine

(82)102)及び 1,12,15-triacetyl-12-epi-luciculine (83）

は C-12b位置換基（OR）を有しており，それぞれ

lucidusculine ( 12）及び 1,12,15-triacetylluciculine

(81）の C-12位立体異性体である（Chart 2, 11）．

12, 8183 のマススペクトルは高い強度の［M＋

H]＋イオンがみられ，フラグメントイオン［M＋

H－H2O]＋及び［M＋H－CH3COOH]＋がみられ

た（Table 9）．

C-12a位水酸基を有する 12及び C-12b位水酸基

を有する 82のマススペクトルを重水素化溶媒で測

定すると，これらのマススペクトルは水酸基の水素

が重水素で置換され，重水素が付加した［M-d2＋

D]＋イオンがみられた（Table 9）．さらに，［M-d2

＋D]＋イオンから重水及び重酢酸が脱離したフラ

グメントイオン［M-d2＋D－D2O]＋及び［M-d2＋

D－CH3COOD]＋がみられたことより，C-12位の

立体配置に関係なく付加した水素は脱離する水及び

酢酸分子に含まれることが示された．

C-12a位水酸基を有する 12及び C-12b位水酸基

を有する 82のフラグメントイオンの生成を比較す

るために，イオン強度の変化を検討した（Fig. 10）．

12 はフラグメントイオン［M＋H－H2O]＋が 140

V付近で最大強度を示し，脱水が主要なフラグメン

ト機構と考えられる．それに対して 82はフラグメ

ントイオン［M＋H－CH3COOH]＋が 125 V 付近

で最大強度を示し，脱酢酸が主要なフラグメント機

構と考えられる．フラグメンイオンの生成は 12が

82より大きなエネルギーを必要としており，これ

は C-12b 位置換基が C-9 位のアクシャル水素と，

また，同時に C-15b 位アセチルオキシ基と立体的

に近接していることにより，フラグメントイオンが

生成しやすいと考えられる（Chart 13）．

立体配置の違いによりフラグメントイオンのイオ

ン強度が異なることより，イオン強度比 R″＝[M＋

H]＋/[M＋H－H2O]＋＋[M＋H－CH3COOH]＋を
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Chart 13

945No. 11

検討した．C-12a位水酸基を有する 12及び 81のイ

オン強度比は R″＝5.9―6.7 で，それに対して C-

12b位水酸基を有する 82及び 83のイオン強度比は

R″＝2.8―3.6であった．これらのイオン強度比 R″

はアルカロイドの C-12位の立体配置の違いをよく

示した．

ジテルペンアルカロイドの LCAPCIMSのマス

スペクトルはイオン化においてアルカロイドの N

原子にプロトン化が起こり，C-1a位水酸基との間

に分子内水素結合が生じ，［M＋H]＋イオンは安定

化するため高い強度の［M＋H]＋イオンが観測さ

れると考えられる．C-1 位，C-6 位又は C-12 位に

置換基を有するアルカロイドの立体異性体間におい

て，LCAPCIMSのマススペクトルはフラグメン

トイオンのイオン強度に明らかな差異が認められ，

それらは立体配位の違いに対応していることが明ら

かとなった．

5. 定山渓産テリハブシの生物活性

テリハブシのマウスにおける鎮痛活性と急性毒性

を検討した．103)テリハブシの水及びメタノールエ

キスは 100200 mg/kg (s.c.）の範囲で用量依存的

に酢酸ライジングを抑制した（Table 10）．水及び

メタノールエキスは 200 mg/kgでそれぞれ 61.6％

及び 81.6％の抑制率を示し，対照薬物 aminopyrine

(50 mg/kg）より強いライジング抑制を示した．テ

リハブシの主要アルカロイド成分（4, 5, 10, 11, 12;

Chart 2, 4）では 50100 mg/kg (s.c.）の範囲で用

量依存的に酢酸ライジングを抑制した（Table 10）．

14-Acetyldelcosine (11）及び lucidusculine (12）は

100 mg/kg でそれぞれ 60.3％及び 57.0％の抑制率

を示した．その他の kobusine (4), pseudokobusine

(5）及び delcosine (10）は約 2040％と弱いライジ

ング抑制を示した．テリハブシエキスの鎮痛作用は

成分的に 11及び 12によるところが大きいと考えら

れる．

テリハブシの水及びメタノールエキスの急性毒性

はそれぞれ LD50値が 990及び 652 mg/kg (s.c.）で

あり（Table 11），銭函産オクトリカブト9)や国内他

地域自生のトリカブト11)に比べ，非常に低い毒性を

示した．

6. 定山渓産テリハブシの末梢血流量に対する作

用

テリハブシの主要アルカロイド成分である lu-

cidusculine (12）は末梢血管及び冠状血管拡張作用

を有し，用量によっては降圧作用が認められるとい

う報告がある．104―106)また，附子配合処方に皮膚温

上昇作用が認められ，18)血管拡張作用による末梢循

環の改善が考えられる．血管拡張作用を有する各種

対照薬物をマウスに尾静脈投与し，後足の皮膚血流

量をレーザー血流計107―109)により測定すると持続的

な血流量の増加が認められた（Fig. 11)．110)テリハ

ブシの抽出エキス及び主要アルカロイド成分の末梢

血流量に対する作用を同様の方法で検討した．110)

テリハブシのメタノールエキス 333 mg/kg 経口

投与 20分後頃より血流量の増加がみられ，40分後

に最も増加し，その後徐々に減少し，投与後 5080

分において約 45 ml/min/100 gで持続した血流量

がみられた（Fig. 12）．メタノールエキスを分画

し，クロロホルム画分は経口投与 20分後頃より徐

々に血流量の増加がみられ，60分後に最も血流量

が増加した．ヘキサン及び水画分は経口投与後の血

流量を変化させなかった（Fig. 13）．クロロホルム

画分に血流量増加作用がみられたことより，テリハ

ブシのメタノールエキスの有効成分はアルカロイド

に由来するものと考えられる．

テリハブシの主要アルカロイド成分をマウスに尾

静脈投与し，末梢血流量に対する作用を同様の方法

で検討したところ，特に，kobusine (4）及び pseu-

dokobusine (5）は lucidusculine (12）や他のアル

カロイドに比べ，強い皮膚血流量の増加作用が認め

られた（Fig. 14A）．また，14-acetyldelcosine (11）

は delcosine (10）より血流量を増加し（Fig. 14B),

C-14位水酸基のアシル化が注目されるが，しかし，

luciculine (13）の場合，C-1位（14)，C-12位（84）

又は C-15位（12）を acetyl化した化合物は血流量

の増加が認められず（Fig. 14C），活性発現はむし
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Table 10. Analgesic EŠects of Extract of Aconitum yesoense var. macroyesoense and
Main Components on Writhing Induced by 0.6 Acetic Acid

Compounds
Dose Number of writhing/10 min

mg/kg, s.c. n mean±S.E. inhibition ()

H2O extract 0 8 41.9±2.7

100 8 25.1±4.7 40.1

200 8 16.1±5.4 61.6

MeOH extract 0 8 41.9±2.7

100 8 31.5±6.2 24.8
200 7 7.7±2.3 81.6

Aminopyrine 50 8 17.8±3.7 57.5

Lucidusculine (12) 0 8 36.3±5.8

50 8 22.9±6.6 36.9

100 8 15.6±3.1 57.0

Aminopyrine 50 7 10.7±3.3 70.5

Kobusine (4) 0 8 40.9±3.7
50 8 30.3±3.9 25.9

100 8 26.8±6.9 34.5

Aminopyrine 50 8 10.0±3.9 75.6

Pseudokobusine (5) 0 8 29.3±5.1

50 8 19.8±4.9 32.4

100 8 17.4±5.0 40.6

Aminopyrine 50 8 12.0±3.8 59.0

Delcosine (10) 0 8 36.3±5.8

50 8 28.1±4.8 22.6

100 8 24.0±4.0 33.9

Aminopyrine 50 7 10.7±3.3 70.5

14-Acetyldelcosine (11) 0 8 36.3±5.8

50 8 30.3±5.8 16.5
100 8 14.4±4.1 60.3

Aminopyrine 50 7 10.7±3.3 70.5

Signiˆcantly diŠerent from each control (Student's t-test, p＜0.01, p＜0.05). n: Number of mice.

Table 11. Acute Toxicity of the Crude Extract in Mice

Aconitum spp. extract s.c. (mg/kg)

A. yesoense var. macroyesoense H2O 990
MeOH 652

A. japonicum (Zenibako)9) H2O 20.5

MeOH 9.1

A. japonicum (Niigata)11) MeOH 120

A. carmichaeli (Hokkaido)11) MeOH 200

946 Vol. 122 (2002)

ろ水酸基の重要性が考えられる．これらのことよ

り，水酸基やアシルオキシ基などの置換基が活性発

現に影響を及ぼすと考えられる．

7. Atisine 系 C20ジテルペンアルカロイドの末

梢血流量に対する作用と構造との関係

テリハブシの主要アルカロイド成分の中で，末梢

血流量の増加作用が大きい atisine系 C20ジテルペ

ンアルカロイドの kobusine (4）及び pseudokobu-

sine (5）の構造的特徴として，C-16位に環外二重

結合を有し，4は C-11位及び C-15位に，5は C-6

位，C-11位及び C-15位に水酸基を有している．こ

れらの環外二重結合及び水酸基が末梢血流量増加作

用発現にどのような影響を及ぼすか検討し

た．111―112)

Figures 15及び 16に各化合物（Chart 1, 2, 4, 14）
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Fig. 11. Time Courses of Cutaneous Blood Flow in Anesthetized Mice after Intravenous Administration of References Drugs with
Vaso-Activity

Blood ‰ow was measured by laser blood ‰owmeter. Each point is presented as a mean of 35 experiments.: p＜0.05,: p＜0.01: Signiˆcant diŠerent from the
basal value determined before administration (Student's paired t test).

Fig. 12. Time Courses of Cutaneous Blood Flow in Anesthetized Mice after Peroral Administration of Extracts of A. yesoense var.
macroyesoense with Vaso-Activity

Blood ‰ow was measured by laser blood ‰owmeter. Each point is presented as a mean of 5 experiments.: p＜0.05,: p＜0.01: Signiˆcant diŠerent from the
basal value determined before administration (Student's paired t test).

Fig. 13. Time Courses of Cutaneous Blood Flow in Anesthetized Mice after Peroral Administration of Fractional Extract of
Methanol Extract with Vaso-Activity

Blood ‰ow was measured by laser blood ‰owmeter. Each point is presented as a mean of 5 experiments.: p＜0.05,: p＜0.01: Signiˆcant diŠerent from the
basal value determined before administration (Student's paired t test).

947No. 11
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Fig. 14. Time Courses of Cutaneous Blood Flow in Anesthetized Mice after Intravenous Administration of (A) Kobusine (4), Pseu-
dokobusine (5) and Lucidusculine (12), (B) Delcosine(10) and 14-Acetyldelcosine (11), (C) Lucidusculine (12), Luciculine (13),
1-Acetylluciculine (14) and 12-Acetylluciculine (84)

Blood ‰ow was measured by laser blood ‰owmeter. Each point is presented as a mean of 35 experiments.: p＜0.05,: p＜0.01: Signiˆcant diŠerent from the
basal value determined before administration (Student's paired t test).

Fig. 15. Maxima of Increased Cutaneous Blood Flow in Mice after Intravenous Administration of Alkaloids 4, 5, 34, 64, 8588
: p＜0.05, : p＜0.01: Signiˆcantly diŠerent from the basal value determined before administration.

948 Vol. 122 (2002)
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Fig. 16. Maxima of Increased Cutaneous Blood Flow in Mice after Intravenous Administration of Alkaloids 4, 5, 8996. The Results
of Control and Alkaloids 4 and 5 were cited from Fig. 15
: p＜0.05, : p＜0.01: Signiˆcantly diŠerent from the basal value determined before administration.

Chart 14

949No. 11

の末梢血流量増加の最大値を示した．各化合物はい

ずれも用量依存的に末梢血流量を増加した．5は 4

よりわずかに末梢血流量を増加した．6ケト体の

yesonine ( 34）及 び N-acetyl-N,6-seco-6-dehydro-

pseudokobusine (85）の末梢血流量は 5よりおよそ

1/2―1/3以下に低下した（Fig. 15）．つぎに 6OH

体の 11,15-diacetylpseudokobusine (86）及び 11,15-

dipropionylpseudokobusine (87）の末梢血流量はそ

れぞれ 6H 体の 11,15-diacetylkobusine (64）及び

11,15-dipropionylkobusine ( 88）よりも増加した

（Fig. 15）．

11 ケ ト 体 の 11-dehydro-15-veratroylkobusine

(89）の末梢血流量は 11bOH 体の 15-veratroyl-

kobusine (90）より低下した（Fig. 16）．15ケト体

の 15-dehydro-11-veratroylkobusine (91）の末梢血

流量は 15bOH 体の 11-veratroylkobusine (92）よ

りわずかに低下し，また，15ケト体の dihydroko-

businone (93)113) 及 び dihydropseudokobusinone

(94)114)はそれぞれ 15bOH体の 4及び 5より低下

した（Fig. 16）．これらのことより 4及び 5の C-6

位，C-11 位又は C-15 位の水酸基をケト体又は H

体に変換するといずれの場合も末梢血流量は低下し

たことより，4及び 5の C-6位，C-11位又は C-15

位の水酸基は活性発現に必要であることが明らかと

なった．

次いで，二重結合について検討し（Fig. 16），二

重結合をメチル体に変換した dihydrokobusine

(95)115)及び dihydropseudokobusine (96)116)の末梢

血流量はそれぞれ 4及び 5より増加傾向にあった．



hon p.22 [100%]

950

Chart 15

Fig. 17. Maxima of Increased Cutaneous Blood Flow in Mice after Intravenous Administration of Alkaloids 5, 86, 97105. The
Results of Control and Alkaloids 5 and 86 were cited from Fig. 15
: p＜0.05, : p＜0.01: Signiˆcantly diŠerent from the basal value determined before administration.
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N置換体である 34及び 85の末梢血流量は 5より

低下し（Fig. 15），N置換基は活性発現に寄与して

いないと考えられる．

6アシル誘導体（Chart 15）はいずれも用量依存

的に末梢血流量を増加した（Fig. 17）．Pseudo-

kobusineの 6アシル誘導体（97104）の末梢血流

量はいずれも 5 より低下した．また，6OH 体の

11,15-diacetate (86）の末梢血流量は 6OAc 体の

6,11,15-triacetate (105）よりも増加した．

11アシル誘導体（Chart 14, 15）はいずれも用
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Fig. 18. Maxima of Increased Cutaneous Blood Flow in Mice after Intravenous Administration of Alkaloids 4, 92, 106112. The
Results of Control, Alkaloids 4 and 92 were cited from Fig. 15 and 16
: p＜0.05, : p＜0.01: Signiˆcantly diŠerent from the basal value determined before administration.
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量依存的に末梢血流量を増加した．Kobusineの 11

アシル誘導体について検討し（Fig. 18）， 11-

acetate (106), 11-propionate (107), 11-benzoate

(108）及び 11-cinnamoate (109）の末梢血流量は 4

より低下した．しかし，11-veratroate (92), 11-

nicotinoate (110), 11-pivaloate (111）及び 11-aniso-

ate (112）の末梢血流量は 4に比べ，約 1.32.4倍

増大し，特に 92は有効であった．

続いて，pseudokobusineの 11アシル誘導体につ

いて検討した（Fig. 19）．11-Benzoate (113), 11-

propionate (114）及び 11-cinnamoate (115）の末梢

血流量は 5 より低下した．しかし，11-nicotinoate

(116), 11-acetate (117), 11-anisoate (118), 11-p-

nitrobenzoate (119), 11-pivaloate (120）及び 11-ver-

atroate (121）の末梢血流量は 5に比べ，約 1.22.6

倍増大し，特に 121 は有効であった．Kobusine及

び pseudokobusine の 11アシル誘導体の中で，特

に anisoyl, p-nitrobenzoyl, pivaloyl 又 は veratroyl

誘導体が末梢血流量増加作用の効果がみられた．

15アシル誘導体（Chart 2, 14, 15）はいずれも

用量依存的に末梢血流量を増加した．Kobusineの

15アシル誘導体について検討し（Fig. 20），15-

veratroate (90), 15-acetate (122), 15-benzoate (123),

15-nicotinoate (124), 15-pivaloate (125）及び 15-

anisoate (126）の末梢血流量は 4に比べ，約 1.221

倍増大し，特に 90 は有効であった．15-Cinnamo-

ate (127）は 4と同程度の末梢血流量の増加を示し，

15-propionate (128）の末梢血流量は 4 より低下し

た．

続いて，pseudokobusineの 15アシル誘導体につ

いて検討した（Fig. 21）．15-Veratroate (30), 15-p-

nitrobenzoate (129), 15-anisoate (130), 15-pivaloate

(131), 15-nicotinoate (132）及び 15-acetate (133）

の末梢血流量は 5に比べ，約 1.623倍増大し，特

に 30 は有効であった．15-Propionate (134）及び

15-cinnamoate (135）は 5と同程度の末梢血流量の

増加を示し，15-benzoate (29）の末梢血流量は 5

に比べ低下した．Kobusine及び pseudokobusineの

15アシル誘導体の中で，特に anisoyl, p-nitroben-

zoyl及び veratroyl誘導体が末梢血流量増加作用の

効果がみられた．

Kobusine (4）及び pseudokobusine (5）の環外二
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Fig. 19. Maxima of Increased Cutaneous Blood Flow in Mice after Intravenous Administration of Alkaloids 5, 113121. The Results
of Control and Pseudokobusine (5) were cited from Fig. 15

: p＜0.05, : p＜0.01: Signiˆcantly diŠerent from the basal value determined before administration.

Fig. 20. Maxima of Increased Cutaneous Blood Flow in Mice after Intravenous Administration of Alkaloids 4, 90, 122128. The
Results of Control, Alkaloids 4 and 90 were cited from Fig. 15 and 16
: p＜0.05, : p＜0.01: Signiˆcantly diŠerent from the basal value determined before administration.
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hon p.25 [100%]

953

Fig. 21. Maxima of Increased Cutaneous Blood Flow in Mice after Intravenous Administration of Alkaloids 5, 29, 30, 129135. The
Results of Control and Pseudokobusine (5) were cited from Fig. 15
: p＜0.05, : p＜0.01: Signiˆcantly diŠerent from the basal value determined before administration.
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重結合，水酸基及びアシルオキシ基と末梢血流量と

の関係を検討した結果，C-6位，C-11位及び C-15

位に水酸基の存在が活性発現に必須であり，環外二

重結合も活性発現に寄与していることが明らかとな

った．さらに，C-11位，C-15位に，特に，C-15位

水酸基にアシル基を導入することは血流量増加作用

発現に重要な影響を与えることが明らかとなり，そ

のアシル基として，anisoyl，p-nitrobenzoyl 及び

veratroyl基が活性発現に最も有効であった．
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