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In order to quality control for medicinal plants such as Aconitum charmicaelii, Rhemannia glutinosa, Atractyrodes
lancea, Pinellia ternata, Panax species and Gentiana scabra were clonally micropropagated by tip tissue culture and em-
bryogenetic techniques. Monoclonal antibodies against the bioactive compounds contained in the crude drugs were pre-
pared and set up the ELISA as a high sensitive and quick determination method. A newly developed eastern blotting
methodology can stain typically the only antigen molecule and the related compounds having a same aglycone. Knock-
out extract can be prepared by using an immunoa‹nity column conjugated with monoclonal antibody, and its impor-
tance has been discussed. Single chain fragment-variable gene against solamargine was cloned and transformed to a host
plant, Solanum chasianum resulting in the increase of antigen molecule as 2.5 to 3 times. Three biosynthetic enzymes
regarding marihuana compounds, THCA-, CBDA-, CBCA-synthases were isolated. THCAsynthase was cloned, over
expressed and conˆrmed its characteristics including FAD combining enzyme, and ˆnally determined the structure by X-
ray analysis. The distribution of THCAsynthase was also investigated using its and GFP hybrid gene. We found new
functions for saŠron like improving learning and memory and LTP for blocking by ethanol. A folk medicine in Taiwan,
Anoectochilus formosanus was propagated in vitro and investigated opening new pharmacological activities in lipid
methabolism.
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1. はじめに

研究室では生薬由来の 2 次代謝産物に関する研究

が主体をなし，A. 植物バイオテクノロジーを応用

した薬用植物の育種研究，B. 活性代謝物に対する

モノクローナル抗体（MAb）の作成とその応用研

究及び小型化抗体（scFV）遺伝子のクローニング

と育種への応用研究，C. 大麻成分の生合成酵素の

精製と酵素遺伝子のクローニング等，D. 植物成分

の代謝酵素，特に peroxidase や b-glucronidase の精

製，それら遺伝子のクローニングと形質転換による

発現，生体防御との関わり，E. 生薬の生理活性成

分の研究等を遂行してきた．以下順を追って解説す

る．

2. 植物バイオテクノロジーによる薬用植物の育

種研究

わが国では薬用植物の 90％以上を輸入してお

り，それらの約 70％は自生種の採取により供給さ

れる．このため産地や採取時期，修治による成分の

変動が大きく，したがってコンスタントな薬効が得

難い．また薬用植物は付加価値が高いため乱獲が進

み資源の払底や環境への悪影響が危惧されている．

例えば甘草と麻黄は準砂漠地帯に生息するため，乱

獲により砂漠の拡大が惹起されているとの見解か

ら，数年前に中国産の甘草と麻黄の輸出が禁止とな

ったことは記憶に新しい．このような情勢を背景

に，植物バイオテクノロジーのうち，特に細胞・組

織培養を応用した薬用植物の育種研究を行ってき

た．トリカブト（附子），14)アカヤジオウ（地

黄），57)オケラ類（朮），8,9)カラスビシャク（半

夏），1014) Panax 属（人参），1518)リンドウ（竜胆)19)
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など主要な薬用植物のクローン増殖を開発した．本

稿ではハナトリカブトのクローン増殖について概説

する．

2-1. ハナトリカブトのクローン増殖 Aconi-

tum 属植物の塊根は附子と称し，鎮痛，強心，利

尿，新陳代謝機能の促進などを目標として，八味地

黄丸，真武湯など多くの処方に配合される重要な生

薬である．成分としては強心作用を有する hygena-

mine, coryneine 等，鎮痛作用を有する猛毒成分と

して mesaconitine, aconitine, hypaconitine 等，さら

にこれらのリポ体等が知られている．漢方において

は aconitine 系アルカロイドの毒性が強いため種々

の修治を加え滅毒した炮附子や塩附子などの加工附

子が用いられる．Aconitum 属植物には 2,3,4,5 倍

体が存在するため種間で成分変異が多いことが容易

に推察される．また，同一種内における含有アルカ

ロイドの変異も極めて大きいと言われており，均質

な原料確保が不可欠である．この点から，附子の原

料植物の 1 つであるハナトリカブトのマイクロプロ

パゲーションについて触れてみたい．

茎頂部を各種のホルモン添加区で培養して multi-

ple shoot 形成について検討した結果，BA（5 mg/l）

添加培地で培養することにより良好な増殖が認めら

れた．培養を繰り返しても増殖率の低下はみられな

かった．

次に本 shoot を分割し，IAA（0.5 mg/l）添加培

地で培養することにより発根し幼團勿が得られた．

この幼植物を継代することなく，20°C，暗黒下でさ

らに 4 週周培養することにより，平均 2 個の

microtuber（子根）を形成した（Fig. 1）．この子根

は栽培期まで 4°C で保存し，播種することにより，

斉一な発芽が認められることから，栽培に当たって

極めて有用な方法であることが確認された．2）

次に葯培養から不定胚を経由して再分化個体を得

る方法について触れる．花直前の蕾から無菌的に葯

を採取し，2,4-D（5 mg/l），カイネチン（1 mg/l）

添加区で培養してカルスを形成し，同一の組成培地

でカルスを増殖した．2,4-D（1 mg/l）添加区でカ

ルスから不定胚を誘導した．同一培地で継代培養す

ることにより，不定胚の増殖と shoot の形成も認め

られた．成熟胚は GA（l mg/l)-BA（5 mg/l）添加

区で培養することにより発芽し，shoot を形成し

た．発根は前述の通りである．1） 茎頂由来のクロー

ン苗を栽培し，その含有アルカロイドを分析した結

果クローン増殖により育成した個体は均質化が進ん

でいることが明らかとなった．本法により，1 茎頂

から年間 12000 本のクローン苗を得ることが可能で

あり，通常の方法では年間 6倍前後の増殖率なので，

2000 倍のスピードで均質化が進むことになる．同

様に人参や朮，竜胆等についても均質性を確認した．

一方ウイルスやバクテリアに感染すると生育不良

や含有成分の変異等が惹起する．アカヤジオウにつ

いて茎頂を用いたクローン増殖により 3 種のウイル

スを除去し，ウイルスフリー植物を得た．本苗を栽

培したところ収穫量が格段に上昇し，かつ均質化が

進むことを確認した（Fig. 2）．6)

カラスビシャクのクローン増殖の例を示す．本法

によると 1 個の塊茎から年間約 1023 個のクローン

苗が生産可能な方法で，半夏の枯渇の解消，品質の

均質化等に十分貢献可能と考える．11)

3. 生薬の薬用成分に対すモノクローナル抗体

（MAb）に関する研究

現在，タンパク，ペプチド等の高分子化合物に係

わる研究において MAb なしでは研究の遂行は不可

能と言っても過言でない．しかし生薬成分のうち低

分子化合物に対する MAb の作製例はモルヒネ等医

薬品を除いてはほとんど見当たらなかったので，生

薬成分に対する MAb の作製研究をスタートさせ

た．低分子化合物（ハプテン）がそれ自身では免疫

されないためキャリアータンパクと結合させる必要

があるが，ハプテンキャリアータンパクの合成が

かならずしも容易ではない．また，ハプテン分子の

結合数の確定法も確立されていないこと等が MAb

研究を希薄にしている要因と考えられていた．そこ

でわれわれはハプテンキャリアータンパクコンジ

ュゲートの MALDI-TOF Mass による検出（Fig. 3）

とそれによるハプテン数の確定方法を確立し，免疫

化を確実なものとした．2022)



hon p.3 [100%]

1595

Fig. 1. Micropropagation of Aconitum charmichaelii via Embryogenesis

Fig. 2. Micropropagation of Rhemania glutinosa via Tip Tissue Culture

1595No. 10

薬用成分として forskolin，23)大麻成分，24)アヘン

アルカロイド25)等のほかに通常分析に手間が掛かる

薬理活性配糖体に的を絞り開発を進めてきた．現在

までにステロイダルアルカロイド配糖体である

solamargine,26)薬用人参のginsenoside Rb1,27) Rg1,28)

Re，29)甘草の glycyrrhizin，30)サフランの crocin，31)

大黄の sennoside A，32)B，33)柴胡の saikosaponin

a，34) berberine，35)芍薬の paeoni‰orin36) 等に対する

MAb を作成し，高感度の競合的 Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay (ELISA）を確立した．ま
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Fig. 3. MALD-TOF Mass Spectrum of Forskolin-BSA Con-
jugate

Table 1. Cross-reactivities of MAb against Ginsenoside Rb1

Compound Cross-reactivities (％)

Ginsenoside Rb1 100

Ginsenoside Rc 0.024

Ginsenoside Rd 0.020

Ginsenoside Re ＜0.005

Ginsenoside Rg1 ＜0.005
Glycyrrhizin ＜0.005

Gigitonin ＜0.005

Tigogenin ＜0.005

Tigonin ＜0.005
Gitogenin ＜0.005

Digitonin ＜0.005

Solamargine ＜0.005

Solasonine ＜0.005
Cholesterol ＜0.005

Ergosterol ＜0.005

Ulsolic aid ＜0.005

b-Sitosterol ＜0.005
Cholic acid ＜0.005

Deoxycholic acid ＜0.005

The cross-reactivities of ginsenosides were determined according to
Weiler's equiation (Weiler et al., 1976; see Materials and methods
section).
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た，その応用面としてイースタンブロテイングと命

名した抗体染色法を開発した．3742)また，配糖体の

ワンステップ単離が可能なイムノアフィニテイーカ

ラムを開発した．43)さらに小型化抗体遺伝子をク

ローニングし，このものをホスト植物へ導入し有効

成分の高含有種の作出にも成功した．44)

3-1. 高感度，再現性良好な競合的 ELISA の開

発 人参には特殊なダンマラン骨格をアグリコン

とする配糖体 ginsenoside 類が含まれており，多様

な活性が見出されている．2 つの代表的な配糖体で

ある ginsenoside Rb1（中枢抑制）と Rg1（中枢興

奮），また抗糖尿病活性作用がみつかっている Re

等を選び MAb を作製しそれぞれの競合的 ELISA

を確立した．Ginsenoside Rb1 は 20400 ng/ml の

検量域で良好な直線性を示している．27) Ginsenoside

Rg1 についてもほぼ同様な結果が得られた．28) Ta-

ble 1 は坑 ginsenoside Rb1MAb に対する他の gin-

senoside 類やステロイド化合物の親和性を示したも

のである．Ginsenoside Rc, Rd にわずかな交差反応

性がみられるもののほかの化合物には認められなか

った．坑 ginsenoside Rg1MAb もほぼ同様であっ

た．このことから 2 つの MAb は極めて特異性の高

い MAb である．本法は従来の HPLC とよい相関

を持つとともになんら前処理を必要とせず，再現性

良好で感度の面でも HPLC に比べ数百倍高いこと

が明らかとなった．一方，ginsenoside Re は幅広い

親和性を持つ MAb であることが判明したので，29)

トータル ginsenoside 分析用に応用可能である．

3-2. イースタンブロッテイング 高分子化合

物に対するウエスタンブロッテイングは必須のツー

ルであるが，低分子化合物に対しては不可能と考え

られてきた．われわれは solasodine 配糖体に対し

てウエスタンブロッテイングに準じた染色に初めて

成功し，37)イースタンブロッテイングと命名し

た．42)本稿では ginsenoside について説明する．

2 枚の TLC を用いて人参粗エキスを n-BuOH-

EtOAc-H2O 系展開溶媒で展開する．1 枚の TLC に

吸着膜（PVDF 膜）を被い，ブロツテイング液を

噴霧後数十秒から数分間 120°C 程度の熱をかけると

全成分が膜へと移行する．しかしこのままの状態だ

と洗浄操作中にサポニンは流失して発色するには至

らない．そこで膜を NaIO4 液と処理することによ

りサポニンの糖鎖を酸化的に開環する．そこへタン

パクを加えシッフベースを形成し膜への吸着能を付

与する．次に坑 ginsenoside Rb1MAb で処理し，標

識 2 次抗体，基質を順次添加して反応することによ
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Fig. 4. Scheme of Eastern Blotting for Ginsenoside Rb1 Us-
ing Anti-ginsenoside Rb1 Monoclonal Antibody

Fig. 5. Eastern Blotting of Kampo Medicines
Line 1: Kikyoto, 2: Daisaikoto, 3: Ninjin'yoeito, 4: Shikunshito, 5: Nin-

jinto, 6: Hangeshashinto, 7: Shosaikoto, 8: Crude extract of ginseng. Stan-
dards of ginsenosides indicated ginsenoside Rg1, Re, Rd, Rc and Rb1 from
upper.

Fig. 6. Double Staining of Eastern Blotting for Ginsenosides
Contained in Various Ginseng Using Anti-G-Rb1 and Anti-
G-Rg1 Monoclonal Antibodies

A: TLC proˆle stained by sulfuric acid. TLC was performed on a
precoated silica gel plate (Merck) developing with n-BuOH-EtOAc-H2O
(15：1：4, upper phase). Spots were detected by spraying 10％ H2SO4. B:
Eastern blotting by anti-G-Rb1 and anti-G-Rg1 monoclonal antibodies. G
abbreviated ginsenoside. I, II, III, IV, V and VI indicated white ginseng, red
ginseng, ˆbrous ginseng (Panax ginseng), Panax notoginseng, Panax quin-
quefolius and Panax japonicus, respectively. Upper purple color spots and
lower blue color spots were stained by anti-G-Rg1 and anti-G-Rb1
monoclonal antibodies, respectively.

1597No. 10

り ginsenoside Rb1 が発色することを見出した．39)

Figure 4 に本法の原理を模式化した．

Figure 6 は各種漢方薬のイースタンブロッテイン

グである．TLC 上硫酸と加熱することによりすべ

ての化合物が発色するが（Fig. 5 左），イースタン

ブロッテイングによると人参特有の ginsenoside 類

のみが発色する（Fig. 5 右）．実は ginsenoside

Rb1MAb は Table 1 に示す通り極めて特異性が高

い．ところが本イースタンブロッテイングによると

ginsenoside Rb1 のみでなく，その他の ginsenoside

Rc, Rd 等も発色する．これは MAb が糖鎖の一部

を認識していたにも係わらず ginsenoside 類の糖鎖

を開環したために，特異性がルーズになり交差性が

広がったものと認識している．

人参のサポニンにはプロトパナクサジオール系と

プロトパナクサトリオール系があり，前述の通りそ

れぞれ特徴のある薬理活性を有しているので，各種

人参の薬効を予測するためにもどちらの系のサポニ

ンが多く含有するのかを調査する必要がある．ま

た，資源探索を人参以外の植物に求める場合もあ

る．このような場合，ジオール系とトリオール系サ

ポニンそれぞれに対する MAb を作製しているの

で，標識 2 次抗体の標識酵素と基質を変えて染色す

ることにより，異なる色彩のバンドが得られる．一

方坑 ginsenoside Rg1MAb を用いて上記と同様なエ

キスの ginsenoside 類をイースタンブロッテイング

で染色した．Ginsenoside Rg1 と ginsenoside Re は

クリヤーに赤色に染色されるがその他の ginseno-

side 類は染色されないことが明らかとなった．坑

ginsenoside Rg1MAb と坑 ginsenoside Rb1 MAb を

比べると前者がより特異性が高い．これは 3 位にフ

リー水酸基を持つ ginsenoside Rg1 に免疫された
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Fig. 7. Immunolocalization of G-Rb1 in Fresh Ginseng Using
Anti-G-Rb1 Monoclonal Antibody

Table 2. Saikosaponin Concentration in Bupleuri Radix and
Kampo Medicines by NIH Imaging and ELISA Analyses

Sample

Concentration
(mg/mg dry weight powder)

NIH Imaging ELISA

SSa SSc SSb2 SSd Total SSa Total

Bupleuri radix
(Mishima) 5.21 1.48 ND 4.82 11.51 5.62 9.75

Bupleuri radix
(Austria) 7.65 1.35 ND 1.55 10.55 7.90 8.94

Dai-saiko-to 0.63 0.19 (＋) ND 0.82 0.62 1.06
Sho-saiko-to 0.80 0.22 (＋) ND 1.02 0.76 1.19

Saiko-kyoyo-to 0.69 0.13 (＋) ND 0.82 0.68 1.13

Saiko-ka-ryukotsu-
borei-to 0.83 0.23 (＋) 0.19 1.25 0.89 1.43

Sho-seiryu-to ND ND ND ND ND ND ND

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, ND: not detectable. Data
are the means of triplicate assays.
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MAb は 3 位に糖鎖をもつジオール系の ginsenoside

類とは親和性がないことが容易に理解できる．

次に坑 ginsenoside Rb1 MAb と ginsenoside Rg1

MAb により基質を 2 種類用いて 2 重染色を行った

ところ，ジオール系が青紫色でトリオール系が赤色

に染色された（Fig. 6）．39)なお，左はシリカゲル

TLC を硫酸で発色したもので各 ginsenoside による

発色の違いは認められない．右図の 2 重染色のプロ

ファイルから次のような情報が得られる．1) 青紫

色スポットはプロトパナクサジオール系の ginseno-

side 類を示す．2) 赤く発色しているスポットはプ

ロトパナクサトリオール系の ginsenoside 類である．

3) Rf 値から結合している糖の数を類推することが

可能．4) 人参の種類によって ginsenoside 類の含量

が異なっており，IV（田七人参）は ginsenoside

Rg1 含量が高く，V（アメリカ人参）は ginsenoside

Re が多い特異な人参で，VI（竹節人参）は gin-

senoside 類含量の低い人参である．

以上の情報を基に矢印を付けた 3 種のマイナーな

ginsenoside 類についてその構造を推定した．赤色

からいずれもアグリコンはプロトパナクサトリオー

ルである．Rf が一番高い ginsenoside は 2 糖である

ginsenoside Rg1 よりも糖の数が少ないことから，1

糖の ginsenoside Rh1 と推定できる．真ん中の gin-

senoside は 2 つの糖を持っていることが容易に推察

される．一番下の矢印は 3 糖を持つ ginsenoside と

言える．これらのデーターと文献との比較検討か

ら，上から ginsenoside Rh1, ginsenoside Rf 及び 20-

gluco-ginsenoside Rf であることが明らかとなっ

た．以上のように色彩と Rf 値を比較検討すること

によりアグリコンがいずれの系に属し，糖鎖がどれ

だけのサポニンであるかということが簡単に予測さ

れ，構造決定に費やすエネルギーが格段に少なくな

るであろう．

もう 1 つの応用例は次の通りである．新鮮な人参

切片に PVDF 膜を覆って溶出成分を吸着する．こ

の膜を前記の通り坑 ginsenoside Rb1 MAb を用い

てイースタンブロッテイングした（Fig. 7）．Gin-

senoside 類は皮層部に多く，中心の柔組織には少な

いことが分かり，ginsenoside 類の分布が如実に示

されることが明らかとなった．人参のほかに大黄の

sennoside 類，Solanum 属植物の solasodine 配糖

体，甘草の glycyrrhizin，柴胡の saikosaponin 類に

ついても同様に配糖体の分布状況を知ることができ

る方法を開発した．

以上は PVDF 膜を用いる抗体染色であるが，現

在は PVDF からポリエーテルスルフォン（PES）

に換えて研究を継続している．本方は TLC からの

転写の必要がなく，直接 PES 膜で化合物を展開

し，その膜を染色する方法が可能となった．このこ

とにより転写効率を考慮する必要がなく，したがっ

て定量分析をも可能とした．なお，発色したバンド

は NIH イメージングソフトを用いて数値化して，

定量値を算出している．

柴胡の柴胡サポニンをイースタンブロットにより

定量分析した．Table 2 は本方により定量した結果
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であり，HPLC の定量値とよく一致している．45)

3-3. イムノアフィニテイークロマトグラフィー

によるワンステップ分離とノックアウトエキスの調

整 イムノアフィニテイークロマトグラフィーは

リガンドと対象となる高分子化合物との親和性によ

ってワンステップの分離が可能なことが特徴であ

る．現在は色々な工夫がなされたイムノアフィニテ

イーカラムが市販されている．あとで触れるが，組

み換えタンパクでは色々な標識（タッグ）を施すの

で，それらのタッグに対する抗体を装着したカラム

が作られている．一般に抗体の精製には ProteineG

等のアフィニテイーカラムが，酵素には補酵素や基

質，阻害剤等のリガンドを装着したアフィニテイー

カラムが機能する．同様に抗原の精製には抗体が用

いられるのは周知の事実である．特にタンパクの場

合アミノ酸配列の一部に相当するペプチドを合成

し，このものに対する MAb を作製して，このもの

をリガンドとし，目的とするタンパクの精製に応用

可能である．本稿では上記のように分子量の大きな

化合物ではなく 1000 以下の化合物について取り上

げてみることにする．天然物一般にそうであるよう

に多数の類似化合物が混在するため，精製には通常

のカラムクロマトを繰り返すか，HPLC 等で繰り

返し精製・分取するほかに手だてがない．このよう

な天然物の一例として前述の ginsenoside 類につい

て触れる．43)

一方で糖鎖は必要なくアグリコンだけが必要な場

合もある．このような場合はアグリコンを認識し，

糖鎖に関してはラフに認識する，すなわち幅広い

cross-reactivity を持つ MAb を作製する必要があ

る．この代表として solasodine 配糖体について述

べる．46)

上記の坑 ginsenoside Rb1MAb をアガロースゲル

に結合し，イムノアフィニテイーゲルを作製，カラ

ムに充填しイムノアフィニテイークロマトグラフ

ィーを作製した．このものを用いて適切な溶離液で

溶出することにより ginsenoside Rb1 のワンステッ

プ単離を可能とした．16)

人参の粗エキスをイムノアフィニテイークロマト

グラフィーに付しバッファー中で抗原抗体反応を行

う．この間に ginsenoside Rb1 はカラムの抗体部分

へ結合する．一方 ginsenoside Rb1 以外の成分はカ

ラムへ結合することはない．洗浄溶媒として調製し

た食塩含有フォスフェートバッファーで洗浄すると

大過剰の ginsenoside Rb1 とそれ以外の成分が溶出

する．洗浄が完結したあとにイソチアン酸カリとメ

タノールを含有する酢酸バッファーを溶出溶媒とし

て溶出する．ボイドボリュームに大過剰の ginseno-

side Rb1 及びそれ以外のすべての化合物がが溶出

してくる．完全に洗浄後溶出溶媒によりワンピーク

として溶出してくる．この溶出パターンを上述の

イースタンブロッテイングで検証すると，洗浄フラ

クションにはオーバーチャージの ginsenoside Rb1

や他の ginsenoside 類，さらにアグリコンの異なる

サポニン類も溶出している．

一方溶出フラクションには ginsenoside Rb1 と

malonyl ginsenoside Rb1 が溶出している．Malonyl

ginsenoside Rb1 は ginsenoside Rb1 の約 60％に相

当する交差性を持っていることが判明したので，本

化合物が ginsenoside Rb1 と同様な挙動を示したも

のと推察される．なお，malonyl ginsenoside Rb1

を含む ginsenoside Rb1 フラクションは弱いアルカ

リ溶液と加熱することにより容易に ginsenoside

Rb1 へと変換した．よってワンステップで純粋な

ginsenoside Rb1 が得られたことになる．40 種以上

存在する人参サポニンの中から特定の成分を単離す

ることは容易ではないが，本法は純粋なサンプルが

必要なときに威力を発揮している．また ginseno-

side の定量に ELISA を実施しているが，人参サポ

ニン投与後の血清中の含量は極く微量である．かか

る場合もアフィニテイーカラムにより濃縮後 ELI-

SA による定量が可能である．なお，本カラムは 10

回程度の使用による活性の低下はなく連続使用を可

能とする．前述の洗浄溶媒で溶出する画分を繰り返

し精製することにより ginsenoside Rc と Rd が分離

することが明らかとなった．これは両者がそれぞれ

0.024，0.02 というわずかな cross-reactivity を持つ

ことから他の成分と分離したものと考えられる．こ

こにも MAb の威力を感じずにはいられない．

上記のフラクションを別な観点から眺めてみる

と，洗浄フラクションと溶出フラクションを比較し

たのが Fig. 8 である．ライン 1 は人参租エキスで

ある．ライン 2 は洗浄フラクションである．ライン

3 は上記の通りワンステップで単離した ginsenoside

Rb1 である．租エキスと洗浄フラクションを比較

すると，洗浄フラクションには ginsenoside Rb1 の
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Fig. 8. Preparation of Knockout Extract from Ginseng
Crude Extract
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みが除かれていることが判る．これはあたかもノッ

クアウト遺伝子を彷彿させる．このため本フラクシ

ョンをノックアウトエキスと命名した．このような

エキスの調整は通常は不可能である．すなわち各種

クロマトを繰り返していると組成が変わり真のノッ

クアウトエキスは得られない．本ノックアウトエキ

スは真の活性成分を探索する場合に重要な役割を果

たすことは明らかである．47)

一方クロスリアクションの広い MAb を用いて関

連化合物を濃縮することもある．例えばインドネシ

ア等でステロイドホルモンの原料として用いられて

いる solasodine 配糖体の場合，糖鎖には関係なく

アグリコンである全 solasodine を得ることが必要

となる．このような場合は cross-reactivity の広い

MAb を用いることにより全 solasodine 配糖体を分

離することが可能である．Solanum khasianum 果

実の粗エキスを cross-reactivity の広い坑 solamar-

gine MAb を装着したアフィニテイーカラムで分離

した各フラクションをイースタンブロッテイングに

より検出した．洗浄溶媒にて過剰の solasodine 配

糖体が溶出している．次に溶出が認められなくなっ

たので溶出溶媒を加えて全 solasodine 配糖体を溶

出した．明らかに 3 種の solasodine 配糖体が一度

に溶出してくることが明らかとなった．46)

以上の通り特異的な成分をターゲットとする場合

は交差性の狭い特異的な MAb をデザインしなくて

はならない．一方アグリコンを必要とする場合はア

グリコン部のみを認識し糖鎖は認識しない MAb の

デザインが要求される．本稿では紹介しないが

MAb 装着イムノアフィニテイークロマトグラフ

ィーは光学分割にも威力を発揮する．また，立体特

異的な不斉合成等に抗体触媒が用いられているが，

このような抗体を装着したイムノアフィニテイーク

ロマトグラフィーは触媒反応と同時に分離カラムと

しても応用可能であろう．われわれは立体異性体の

例として大黄の sennoside A, B に対するそれぞれ

の MAb を作製し，相互に立体特異性が極めて高い

ことを明らかにしている．32,33)

3-4. 小型化抗体 Single Chain Fragment-variable

(scFV）の作成とその応用 先に cross-reactivity

の幅広い代表として抗 solamargine MAb について

述べたが，このものの scFV が先行しているので解

説する．44)

定法通り，抗 solamargine MAb 産生ハイブリ

ドーマから RNA を抽出，cDNA とし，vH, vL を

PCR で増幅しリンカーにより結合し，大腸菌へ組

み替え scFV をクローニングする．scFV 遺伝子の

配列を確かめ（Fig. 9），発現ベクターへ組み込み

タンパクの発現を行う．インクルージョンボデイと

して発現されるので，可溶化後 His タグアフィニ

テイーカラムで精製しながら巻き戻し，活性のある

タンパクとする．精製タンパクはウエスタンブロッ

テイング，MALDI-TOF Mass 等で純度を確かめ

た．本発現システムによると 100 ml の培地当たり

12 mg のタンパクが得られる．本 scFV タンパクは

坑 solamargine MAb と比較してほとんど同様な親

和性を持っていることが明らかとなり，ELISA そ

の他に威力を発揮する．

次にホスト植物である Solanum khasianum へ

scFV 遺伝子を直接導入することは不可能なため，

Agrobacterium rhizogenes を介して S. khasianum

への形質転換を行った．ヘアリールートを生じたク

ローンをセレクションし，scFV 産生クローンを得

る．それぞれのポジテイブクローンを培養し，生産

した scFV タンパクを精製し，ウエスタンブロッテ
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Fig. 9. Nucleotide and Deduced Amino-acid Sequences of
Anti-solamargine Single Chain Fragment-variable Antibody

Linker fragment is shown in italics. Nucleotide sequences encoding
respective complementarity determining regions (CDRs) are underlined.

Fig. 10. Determination of scFv Protein in Transgenic Plant
by Western Blotting

Lines 1 to 4 are protein molecular weigh markers, scFv from E. coli,
a‹nity-puriˆed scFV from hairy root clone, a‹nity-puriˆed scFv from
transgenic plant, respectively.

Fig. 11. MALDI-tof Mass Spectrometry of Anti-solamargine
scFv

1601No. 10

イング（Fig.10）と MALDI-TOF Mass（Fig.11）

により精製度を確かめると同時にその分子量からア

ミノ酸シークエンスが正しいことを確認した．

一方 solasodine 配糖体を ELISA により分析した

結果，ワイルドタイプの A. rhizogenes で感染して

生じたヘアリールート及び再分化植物を比べたとこ

ろ，scFV 遺伝子を導入したヘアリールート及び再

分化植物は 2.53 倍の solasodine 配糖体を含有する

ことが明らかとなった（Fig. 12）．当然ながら Fig.

13 に示す通り scFV タンパク量と比例している．こ

のことから植物体内で scFV タンパクはハプテン分

子と抗原抗体反応を行い，コンプレックスが不活化

し系外へ排除され，この結果 solasodine 配糖体の

生合成経路が正の方向へ進むものと考えている．本

法は抗体を用いたミサイル療法に類似するためミサ

イル型分子育種法と命名した．

3-5. 分析キットの開発 われわれはフィール

ドでの研究も少なくないので，コンパクトでかつ特

異性の高い分析キットの開発が望まれる．Figure 14
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Fig. 12. Comparison of Solasodine Glycosides in Wild and Transgenic Leaf and Fruit of Solanum khasianum

Fig. 13. Comparison of Solasodine Glycoside Concentrations
from Hairy Root Clones and scFv Expression Levels
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はセンナや大黄に含まれる sennoside A, B を対象

としたキットである．48)本方では検出に金コロイド

を用いている．sennosideA，B それぞれのヒト血清

アルブミン（HSA）コンプレックスを固層化し，サ

ンプル中の sennosideA，B と添加する金コロイド

結合抗 sennosideA 及び抗 sennosideBMAb との間

で競合が起き，sennosideA 及び B 含量が少ない場

合，両金コロイド結合 MAb が固層化抗原上にトラ

ップされ，赤い色となる．本方は残念ながら競合法

なので含量が高いと発色せず，含量が低い場合や含

有しないときに発色するため，イメージが逆となる

ので，願わくば競合でなく直接法で発色したいと考

えている．このほかにginsenoside類 ,50) glycyrrhizin49)

についても同様に作製した．

以上の成果を基に平成 13 年度から 3 年間，JST

のサポートによる「実用化のための育成研究」プロ

ジェクトに「モノクローナル抗体を基盤とした薬用

成分分析キット及びイースタンブロット法の開発研

究」が採択され，ポスドク 2 名，研究者 2 名の計 5

名体制で研究を行ってきた．これらの研究を統合し

て，分析キットの作製・販売を行っている企業へ技

術移転され，産学連携事業がスタートしている．51)

4. 大麻に関する研究

4-1. 無毒大麻の育種研究 大麻には特異な構

造を持つカンナビノイド（CN）と称する一連の成

分が 70 種以上単離構造決定されている．Figure 1

に新鮮なアサに含有する主 CN を示した．また，外

形は同じでも，CN が全く異なる品種があり，これ

らを生理品種と称する．これらのうち麻酔性，幻覚

性を持つのが tetrahydrocannabinol (THC）である．

THC のカルボン酸タイプの存在が予想されていた

が単離されていなかった．このものの単離構造決定

に初めて成功したのが 1967 年である．52)アサの研

究を始めた当時は大麻禍が激増期だったので厚生

省，栃木県との共同研究で活性を持たないアサの育

種からスタートし，8 年間を要して THCA をほと
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Fig. 14. Schematic of an Immunochromatographic Strip Test
A: Cross-section, B: Top view and immunochromatographic strip test of sennoside A and B. (A): Anti-mouse IgG.
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んど含まず cannabidiolic acid (CBDA）を主 CN と

する CBDA 種（無毒大麻）を育成し，さらに繊維

としても使用に耐える品種「とちぎしろ」として品

種登録するに至った．本品種は日本全国の栽培農家

に在来種に替えて栽培することが義務付けられに至

った．また，近年 CBD の薬理作用が詳細に研究さ

れつつあり，CBD の原料供給にも寄与できると言

えよう．

4-2. CN の生合成酵素に関する研究 1970

1980 年代はトレーサーを用いた植物成分の生合成

研究が全盛期を迎えた時代だったので，大麻成分に

ついても研究を行って大麻成分が酢酸・マロン酸経

路とメバロン酸経路から生合成されることを明らか

にした．53,54)

脳とマクロファージから CN に対する 2 種のレセ

プター（CB1, CB2)55,56)及び 2 種の内在性リガンド

（anandamide, 2-arachidonyl glyceride)57,58)が発見さ

れ，CN が有力な医薬素材と考えられるようになっ

てきた．

そこで CN 高含有品種の作出やアサの 2 生理品種

の成因解明を目的として，3 種の CN 生合成酵素，

THCAsynthase，59) CBDAsynthase，60)カンナビクロ

メン酸（CBCA）synthase61,62)を精製した．これら

のうち一番最初に精製した THCAsynthase につい

て概説する．

先にも述べたがアサには 2 種の生理種があり CN

の質的量的異変が大で，また成育期によっても CN

の変動が極めて大きいことを明らかにしているの

で，酸素の精製にも適した材料を吟味する必要が有

る．THCAsynthase に関しては当然ながら THCA

をメジャーとして含有する THCA 種であるメキシ

コ種を選んだ．また幼若葉と成熟葉では前者の活性

が 4 倍近く高いことからメキシコ種の 3 週齢葉を材

料とし phosphate buŠer（pH 7.0）で抽出した．粗

酵素液を遠心後 Table 3 に示す精製ステップにより

SDS-PAGE において THCAsynthase をワンバンド

まで精製することに成功した．

本酵素の性質について検討した．pH6 前後で最

も活性が高いことが判明した．次に各種金属イオン

の要求性を調べたところ，いかなる金属イオンも活

性に影響しないことが明らかとなった．また NAD,

NADP, FAD, FMN 等補酵素類もなんら活性には影

響しなかった．THCAsynthase は oxydoreductase

と考えられるので以下の検討を行ったが，H2O2 や

分子状の酸素を要求せず，P-450 インヒビターによ

る酵素阻害も認められなかった．さらにラジカル除

去剤も活性に影響しなかった．以上の結果から本酵

素は dehydrogenase であると推察される．しかし前

述のごとく NAD, NADP, FAD, FMN 等の補酵素を

要求しないことから通常の dehydrogenase とは大き

く異なっていることが推察された．

同様に CBDAsynthaseと CBCAsynthaseを CBDA

種の幼若葉から抽出精製した．これら両酵素のうち

前者は THCAsynthase と性質が極めて類似してい

ることが判明した．一方 CBCAsynthase は類似の

性質を持っているが分子量は約倍で，2 量体酵素で
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Table 3. THCAsynthase Activity under Puriˆcation Steps

Puriˆcation step Total activity
(pkat)

Protein
(mg)

Speciˆc activity
(pkat/mg protein)

Puriˆcation
(fold)

Yield
(％)

Crude extract 3635 664 5.47 1 100
(NH4)2SO4 7090％ sat. 2888 47.3 61.1 11 79

DE-52 1437 1.58 909 166 40

Phenyl Sepharose CL-4B 783 0.487 1608 293 22
Hydroxylapatite 332 0.171 1942 354 9.1

Fig. 15. Optical Resolution of CBC by Chiral HPLC
Chromatogram A: CBC chemically synthesized from CBG, Chromato-

gram B: CBC prepared by decarboxylation of the enzymatically synthesized
CBCA.

1604 Vol. 127 (2007)

あることが明らかとなった．これらの諸性質につい

ては紙面の関係で割愛する．ただし CBCAsynthase

については興味ある反応を触媒することが分かった

のでこの点について触れる．

CBCAsynthase により生成する CBCA は施光度

がないことからラセミ体と考えられていた．ところ

が CBCA を CBCAsynthase により反応して得られ

た CBCA と合成により得られた CBCA を比較した

ところ CD スペクトルが異なっていることが明らか

となった． Figure 15 (A )は合成して得られた

CBCA を脱炭酸により得たカンナビクロメン

（CBC）をキラル HPLC で分析した結果で，ほぼ

等価の 2 つのピークがみられる．一方 Fig. 15(B)は

酵素反応により得られた CBCA を脱炭酸した CBC

である．エナンチオマーが 5：1 の割合で混在して

いる．そこでそれぞれのエナンチオマーを分取し

CD スペクトルを測定した．この結果アサから単離

した CBC の CD スペクトルは酵素反応で得られた

スペクトルと一致した．以上の結果から CBCA は

CBGA から CBCAsynthase により 5：1 のエナンチ

オ選択的に生合成されることが明らかになった．な

お 3 位の立体配置については目下検討中である．

酵素は大変特異性が高いのが普通であるが，

CBCAsynthase は特異性が低い酵素で基質を変えて

も触媒できることが分かった．目下クローニング中

なので，ポイントミュウテーションにより活性部位

のアミノ酸を変換し，触媒能を調節する酵素のデザ

インを具現化するに相応しいモデル酵素と言える．

4-3. 生合成酵素遺伝子のクローニングとその発

現63) CN の生合成は以下の 3 種の酵素が関与す

る．1) olivetolic acid を形成するための polyketo-

synthase ， 2 ) olivetolic acid と geraniol pyropho-

sphate を結合する olivetol-geraniol transferase，3)

CBGA の閉環反応を触媒する前述の 3 酵素である．

CN のアルキル部位は通常 pentyl 基であるが，ア

ジア地区には propyl 基も多く，metlyl 基の存在も

報告されている．このことから polyketosynthase の

クローニングを行っており，3 個の遺伝子，pk1

から 3 を単離し，そのうち pk1 を昆虫細胞に組み

込み発現系を構築し，その酵素タンパクの性状を明

らかにするとともに，活性を調査した．その結果

hexylCoA をスターターとして添加した場合，

olivetol が生成されるが，olivetolic acid 生成能が低

いことが判明したので現在も検討中である．
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Fig. 16. Nucleotide and Deduced Amino Acid Sequences of
THCAsynthase
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3 種の大麻成分生合成酵素を精製しその性状につ

いて述べた．その中で研究が先行している THCA

生合成酵素のクローニングについて概説する．

既に N 末端アミノ酸配列を報告しているが，さ

らに詳細な情報を得るために精製酵素を BrCN 及

び V8 プロテアーゼにより部分分解を行い内部構造

フラグメントを得た．これらを基に重複プライマー

を用いて PCR により増幅し，アガロース電気泳動

にて約 350 bp のバンドを確認した．本増幅産物を

M13 ペクターにクローニング後シーケンシングし

た結果，部分分解産物の配列を保持することが明ら

かとなり，THCA 生合成遺伝子の部分構造を示し

ていると結論した．

まず最初に先の 350 bp 増幅産物のアンチセンス

プライマーと N 末端アミノ酸配列によるセンスプ

ライマーを用いて PCR を行い，約 1 Kbp の cDNA

フラグメントをクローニングした．一方 350 bp 増

幅産物のセンスプライマーと adapter primer を用

いた 3′RACE により 3′末端をクローニングした．

同様に 1 kbp の cDNA フラグメントを基にアンチ

センスプライマーと oligo（dT）17adapter primer

と adapter primer を用いて 5′RACE により 5′末端

をクローニングした．最終的に両 RACE 産物を基

にしたプライマーを合成して PCR を行い全長をク

ローニングした（Fig. 16）．

得られた cDNA は Fig. 16 に示す通り 545 個のア

ミノ酸をコードする 1635bp で，分子量の理論値は

59 kDa と算出された．先に述べた通りアサから精

製した THCA synthase の分子量は 75kDa であるの

で両者の差異は大きい．この点に関しては 6 ヵ所に

N-glycosylation site を保持していることからプロセ

ッシングが必要なことがうかがえる．

本 cDNA を Agrobacterium を介してタバコ細胞

へ導入し，CBGA とインキュベートすることによ

り CBGA は THCA に交換した．このことから CN

を大麻以外の植物で合成することに成功した世界で

最初の例となった．

4-4. THCA synthase の大量発現と X 線構造解

析 次に昆虫細胞による発現系を構築した．組換

え THCAs は，Bac-to-Bac Baculovirus Expression

System を用いて発現用ウイルスを調製し，Sf9 を

宿主細胞として分泌発現を行った．THCA 合成酵

素の cDNA を鋳型として PCR 法により，THCA

合成酵素遺伝子をコードする領域を増幅し，制限酵

素 BamH I 及び Sac I によって切断後，バキュロウ

イルスへのトランスファーベクター pFastBac1 に

クローニングした．クローニング後，塩基配列の確

認を行い，大腸菌 DH10Bac に形質転換することで

組換えバックミドを作成した．ここで得られた組換

えバックミドを Sf9 細胞に形質移入することで組換

え THCA 合成酵素バキュロウイルスの作製を行っ

た．

培養上清 1 l から約 2 mg の精製 THCA 合成酵素

を得ることに成功し，得られた THCAsynthase は

SDS-PAGE 上で単一なバンドとして確認できた．

回収した THCAsynthase の波長スペクトルを測定

すると，360 nm 及び 440 nm 付近に FAD に特徴的

な吸収極大を示した．また，精製 THCA 合成酵素

溶液を濃縮したところ，FAD 由来の黄色を呈して

いたことから，THCAsynthase が補酵素として

FAD を含んでいることを確認した．63)
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Fig. 17. Crystals of THCAsynthase Fig. 18. Structure of THCAsynthase
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精製した THCAsynthase を用いて，結晶化スク

リーニングを行った．結晶の析出を経時的に顕微鏡

下で観察した結果，96 条件中 24 条件において微結

晶若しくは沈殿が確認され，そのうちクエン酸ナト

リウム塩を含む条件において単結晶を確認すること

ができた．

単結晶が確認された条件を基に結晶化条件の最適

化を行った．この結果 0.1 mm 程度の結晶を得るこ

とができた（Fig. 17）．64)

結晶解析には分子置換法を用いた．まず最初に分

子置換法を適用するための検索モデルを検討した．

タンパク質立体構造データベースを対象として，各

種プログラムを用いて THCAsynthase の一次構造

から，立体構造の特徴が類似するタンパク質を検索

した結果，Glucooligosaccharide oxidase (GOOX）

が THCAsynthase と相同性を持つことが判明し

た．本モデルを用いて電子密度図を作製した結果，

GOOX の FAD に相当する部位に電子密度を確認

し構造を決定した．最終的に THCAsynthase Fig.

18 に示す構造と決定した．

THCAsynthase は，FAD の結合ポケットを境界

にして大きく 2 つのドメインに分けられる．これら

の 2 つのサブドメインに FAD のアデニル酸部分が

挟まれて存在する形を取っている．

ポケット内の Tyr をフェニールアラニンに変換

することで活性が消失することから，本 Tyr が必

須であることを明らかにした．

以上 THCAsynthase の構造解析から生合成メカ

ニズムを解明することができた．現在までに植物 2

次代謝産物に関する膨大な生合成酵素がクローニン

グされ酵素タンパクが発現されているが，最終的な

反応メカニズムを直接的に証明した例は少ない．今

後は酵素タンパクの構造解析を明らかにして行くこ

とが望まれる．

4-5. THCAsynthase の発現部位65) THCAsyn-

thase の分布を明らかにするために，緑色蛍光タン

パク（GFP）と THCAsynthase を結合した形のハ

イブリッド遺伝子をタバコに導入してその発現を検

討した結果，Fig. 19 の D にみられるように腺毛部

分に蓄積することが明らかとなった．CN 類が植物

細胞や昆虫細胞のアポトーシスを引き起こすことが

明らかとなったことから，THCAsynthase は腺毛の

分泌細胞から分泌され，貯蔵部位で CBGA から

CN を生合成して貯蔵し，外敵に対する生体防御の

役割を担っていると考えている．

5. 生薬の有効成分の代謝研究

生薬成分は最終産物と考えられてきたが，そうで

はなかった．生薬黄 の有効成分 baikalin（フラボ

ノイド配糖体）は植物の感染等により各種酵素が誘

導され，生体防御に関わっていることが判明した．

すなわち最初に glucronidase が誘導され，配糖体が

アグリコン（baikalein）となり，そのものが誘導

peroxidase とカップリングし，感染部位で起こる酸

化バーストの中にあって，多量に発生する過酸化水
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Fig. 19. Localization of THCAsynthase in the Storage Cavity
of the Glandular Trichomes of Transgenic Tobacco Plants

Scope (A) or ‰uorescence microscope (B). The expression of
THCAsynthase-GFP visualized under a phase contrast microscope (C) or
‰uorescence microscope (D).

Fig. 20. EŠect of SaŠron Extract on Learning and Memory
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素（細菌類を殺菌）を消去して，植物へのダメージ

を緩和するメカニズムが明らかとなった．6567)ま

た，ケシのモルヒネも人類への贈り物としての最終

産物と信じられてきたが，細菌類の感染により酸化

バーストが惹起されとともに，種々の peroxidase

が誘導され，そのものによりモルヒネが 2 両体とな

り細胞壁を強化することにより生体防御システムを

遂行していることを明らかにした．68,69)現在は上述

の大麻成分についても，植物における意義を解明す

べく研究が続けられている．

6. 生薬の活性成分探索

6-1. サフラン サフラン Crocus sativus は柱

頭及び花柱（めしべ）のみを乾燥させたもので，鎮

けい剤，通経剤として用いられるほか，赤痢，はし

か，黄疸，痛風，リューマチにも使用される，万能

治療薬的に用いられてきた．ディオスコリデスの薬

物誌「マテリアメデイカ」には「新鮮なものほどよ

く，二日酔い，血行不良や子宮薬，便通薬，強壮薬

として用いる」と記載されている．また，ギリシャ

時代には催淫剤としても用いられた．日本では一般

に鎮静，鎮痛，通経の目的で家庭薬製剤の原料とし

て用いたり，また，染料用，鑑賞用に栽培される．

「本草網目」には継続して服用すれば精神面を安定

させると書かれており，古来よりうつ状態，ヒステ

リー，恐怖，恍惚，婦人閉経・産後の血（おけつ）

や腹痛など，駆血作用を有する生薬として用いら

れてきた．また，近年サフランエキス及びその含有

成分の抗腫瘍活性，抗高脂血症作用，抗動脈硬化作

用，肝障害改善作用，血小板疑集制作用，血管拡張

作用などの薬理作用が報告されている．

6-1-1. サフランと記憶学習 サフランの 50％

エタノールエキス単独ではマウスの記憶学習にたい

してなんら作用が認められないが，アルコールによ

る記憶障害や記憶再現障害を用量依存的に改善する

ことが認められた（Fig. 20）．以上からアルコール

による記憶学習障害を起こさせたモデルマウスを用

いることにより，サフランのエキスが改善効果をも

たらすことが明らかとなった．70)

長期増強作用とは，動物の脳の重要な部位である

海馬の一定部位を刺激することによって，数十分か

ら数時間に及ぶシグナルを発生する現象をいう．こ

のためこの現象は記憶学習と密接な関係を持ってい

ると考えられ，記憶学習を評価する方法として応用

されている．また，海馬のスライスを用いる実験も

行われている．この実験においてもアルコールによ

る長期増強の発現阻害を起こしたモデルを用いた．
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Fig. 21. EŠect of SaŠron Extract on Long Term Potentiation
Blocked by Ethanol

Fig. 22. Dose-dependent EŠects of Crocin and Its Analogues
on the LTP-blocking EŠect of Ethanol
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正常な長期増強の発現状況とラットにエタノール

を経口投与して長期増強の抑制をかけた状態を比較

して，サフランエキスの経口による前投与により長

期増強の発現が改善することが明らかになった

（Fig. 21）．71)

次にエタノールを静脈内へ投与して長期増強発現

の抑制を行った状態に対するエキスの経口前投与の

効果も，同様にアルコールに対する拮抗作用が認め

られる．さらにアルコールを脳内へ直接与えること

によってもサフランエキスの改善作用が認められ

た．これらの実験を通してサフランエキスはアル

コールによって長期増強が阻害されている状態を改

善することが明らかとなった．72)

次にアルコールにより長期増強を阻害したモデル

マウスを用いて，各成分の活性を調べたところ，ク

ロセチン配糖体に活性が集中することが明らかとな

ったので，クロセチン配糖体を精製して 3 種の配糖

体をそれぞれ分離した．それらの成分はサフランの

独特の色素成分であるクロシンとその類似成分であ

った．

クロシンを与えていないマウスに対してクロシン

を与えたことにより明らかに長期増強を強めている

ことが判る．しかしその作用は強いとは言えないの

で，前述のアルコール阻害モデルマウスを用いた実

験を行い，クロセチン配糖体類の効果を評価した．

最も作用が強いのはクロシンで，糖の数が少なくな

るにしたがって作用も弱まっている（Fig. 22）．ま

た，それぞれの化合物は用量依存的に強まって行く

ことが明らかとなった．73,74)さらにクロシンは

NMDA レセプターを介して作用していることを示

唆する結果を得た．75,76)

6-1-2. サフラン及びクロシンの抗皮膚がん活

性77) 皮膚ガンを作らせない成分を調べる場合，

簡単な評価系として，マウスの皮膚にイニシエー

ターを塗り，その後 20 週間後にプロモーターを繰

り返し塗布する．あらかじめサフランのエキスやク

ロシンを経皮投与や経口投与することにより皮膚ガ

ンの発生状況をコントロールと比較して評価するも

のである．

水のみを与えたものでは 5 週目辺りから皮膚ガン

の発生率が急激に増加し，10 週目になるとすべて

のマウスが皮膚ガンを発生した．一方サフランエキ

スを与えた群は 8 週目から皮膚ガンの発生が認めら

れるが，発がんマウスの比率が低く，20 週目にお

いても 80％となっている．

次に皮膚ガンの数を調査した結果，水だけを与え

た群は 5 週目から増加し，20 週目には 1 匹当たり

10 個の皮膚ガンが発生している．エキスを与えた

群は一匹当たりの数が明らかに少なく，20 週目で 6

個となっている．

以上からサフランエキスの経口投与によって皮膚

ガンの発生を抑えることができることを明らかにし

た．次にエキス中の活性成分の探索を行った．水の

みを与えたマウスでは 5 週目から急激に比率が上昇

し，10 週目で 100％となった．クロシンを与えたマ

ウスでは上昇カーブがずれてきており，20 週目で

80％となっている．

オゾン層の破壊によって紫外線の照射量が増加

し，特に紫外線量の多い地域によっては皮膚ガンの

増加が危惧されている．このような問題に対して多

くの紫外線吸収剤が開発され応用されている．今回
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Fig. 23. EŠect of Crocin or FB1 on Ceramide Accumulation
in Serum/glucose-deprived PC-12 Cells
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クロシンが活性成分であることが明らかとなったの

で，食品としてのサフランに新しい機能が加わった

ことになる．

6-1-3. クロシンのその他の作用 アポトーシ

スを指標としてその阻害や促進作用を示す物質を探

し当てようとする研究例が多くなっている．筆者ら

も神経細胞のアポトーシスを阻害する成分を探して

いる．アポトーシスは多くの関連酵素群が絡んでい

るが，最終的にはカスパーゼ 3 がアポトーシスを惹

起させる．

PC-12 細胞へ TNF-a を添加すれば明らかに

caspase ファミリーの活性が上昇しアポトーシスが

起こるが，TNF-a と同時にクロシンを 0.1,1,10 mM

添加すると濃度依存的に caspase 活性が低下するこ

とを見出した．引き続きクロシンを添加して関連遺

伝子の発現を検討したところ，アポトーシス抑制因

子である Bcl-XL, Bcl-2 の発現は用量依存的に上昇

した．78)

一方，Bax, Bcl-Xs, LICE 等アポトーシス促進因

子はいずれも用量依存的に低下することが明らかと

なった．このことから以下の作用メカニズムが明ら

かとなる．Bcl-2 がミトコンドリアから分泌する

cytochrome c 量を低下させることによりカスパー

ゼ 3 活性が低下し，したがってアポトーシスを回避

できる．また，クロシンが TNF-a により誘導され

る Bcl-Xs, LICE の発現を抑制し，サイトカインに

より減弱された Bcl-XL 発現量を復元することによ

りアポトーシスが抑制される．

Ceramide は sphingomieline から sphingomielinase

により分解され生じる．Ceramide はカスパーゼー

3 を活性化することによりアポトーシスを惹起す

る．ところが glutathione が sphingomielinase のイ

ンヒビターであるので，ceramide 量と glutathione

量に与えるクロシンの作用を検討した．Figure 23

は ceramide 蓄積量 ceramide 蓄積量が濃度依存的に

低下した．この要因を解明する目的で，glutatione

量を測定したところ濃度依存的な glutathione 量の

増加が認められた．これらの結果から，クロシンの

抗アポトーシス活性は当初予想した通り，内在性

glutathione 量が増加することにより，sphingomie-

linase 活性を阻害してアポトーシスを阻害すること

が明らかとなった．79)

クロシンは抗酸化作用も強いことが明らかとなっ

た．脂質の酸化度を検討した結果クロシンは a-

tocopherol よりも抗酸化作用が強いことが判明し

た．また，SOD の活性化も a-tocopherol に比べて

強力であることが明らかとなった．以上のことから

がクロシンの抗酸化力によって脳神経細胞のアポ

トーシスを抑制することが明らかとなった．80,81)

以上から，クロシンは数少ない脳神経細胞保護化

合物と言える．

中国ではクロシンを狭心症の医薬品として開発し，

2006 年 1 月に上市した．また，眼科領域でも目の

血流改善薬として用いられていると聞いている．高

齢者に多い疾患に有効な成分を含んでいるサフラン

は，高齢時代に突入した日本においてもその威力を

発揮するものと期待される．

6-2. 金線蓮 金線連（Anoectochilus formo-

sanus）はラン科に属する多年生草本で，台湾では

標高 5001800 m の産地に自生している（Fig. 24）．

日本の南西諸島南部の亜熱帯の林下にも自生してお

り，日本名はキバナシュシュランであるが，日本で

は薬用にはされていない．台湾では生の全草 440 g

を一日量として古くから滋養強壮，小児の発育不

良，結核，肝炎，腎炎，発熱などの疾患の治療に用

いられてきた．また，蛇にかまれたときの解毒にも

使用され，鳥参，薬虎，薬王等の呼称があり多彩な

薬効を持つ貴重な生薬である．

近年，糖尿病，高血圧，高脂血症，肥満などの生

活習慣病が大きな社会問題となってきている．特に

高脂血症は，今日の診療において遭遇する最も頻度

の高い疾患の 1 つであり，冠動脈疾患を始めとする

動脈硬化症の危険因子として注目されている．世界
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Fig. 24. Photo of Anoectochilus formosanus HAYATA
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一の長寿国である日本は欧米に比べ冠動脈疾患の発

症率が低いことで有名で，その原因は遺伝的素因の

ほかに日本人の食生活によるところが大きいと考え

られている．1970 年代初めの報告では，日本人は

欧米人に比べ脂肪摂取量が少なく，血清コレステ

ロール値が非常に低値であるとされていた．脂肪摂

取量は高脂血症発症に正の相関を有することが疫学

調査から明らかとなっているが，高度経済成長後，

日本人の栄養事情が大きく変化し，1 日の脂肪摂取

量は 1955 年の 21 g から 1990 年には 58 g にまで上

昇した．これを反映して日本人の血清コレステロー

ル値の上昇が進んでいる．このため医療費もまた増

加の途を辿っており，治療もさることながら予防が

重要であるとの社会認識が高まってきており，代替

医療の重要性が叫ばれるようになってきた．このよ

うな状況の中で金線蓮が生活習慣病の予防や治療へ

応用されるようになり，その需要が急増している．

このため，大量採取が行われたため天然資源が激減

しており，代替生薬の開発及びバイオによる大量増

殖法の確立が切望されるに至った．われわれは，組

織培養による効率的な大量増殖法の確立を行い，そ

の培養植物を用いて動物試験や臨床試験を行って金

線蓮の薬効を検証した．また，代替生薬（Goo-

dyera schlechtendaliana)についてもその薬理作用を

検討した．いずれの生薬にも肝障害抑制活性，脂質

代謝改善作用等の薬効が確かめられたので両種の活

性成分の検索を行い，kinsenoside とその光学異性

体やその関連化合物，またフラボノイド配糖体を活

性成分として特定するに至った．

6-2-1. 金線蓮の培養82,83) 前述のごとく金線

蓮の天然資源が枯渇しているので大量培養系の確立

が必要となった．このため最初に完熟種子を培地で

無菌発芽させ，植物体が得られたら植物ホルモン添

加培地にて多芽体（multiple shoot）を得，このも

のの形態培養を行い大量に増殖した．小さな multi-

ple shoot を液体培地で継代培養を行って通常の大

きさの植物を得た．以下が培養の詳細である．

種子の発芽：金線蓮の完熟種子を 0.05％のツ

イーン 20 を含有する 1％NaOCl 含有溶液で 15 分

間滅菌後，さらに 70％エタノールで 30 秒間滅菌を

行い，最後に滅菌水で水洗した．滅菌種子はリッ

ター当たり 2 g のペプトン，1 mg/l のベンジルアデ

ニン（BA）を添加した 1/2Murasige-Skoog（MS）

培地へ置床し，25°C，1500 ルックス照射，16 時間

日長で 30 日培養を行って発芽させた．発芽した固

体をさらに 68 mm の大きさになるまで培養を行っ

た．

初代培養：発芽固体は 0.3 mg/l BA 及び 0.03 mg/

l a- ナフタレン酸（NAA) 1/2 MS 液体培地で 1 分

間に 30 回，2-1 項と同様な条件下で 2 ヵ月間浸透

培養を行った．さらにホルモン無添加の 1/2 MS 液

体培地で同様な条件下 4 ヵ月間静置培養を行い高さ

15 cm 程度，1 本当たり新鮮重 2.83.3 g の再分化植

物を得て収穫した（Fig. 25）．

6-2-2. 培養金線蓮粗エキスの肝細胞とモデル動

物による評価84) CCl4 処理初代肝細胞の LDH,

GOT, GPT 値と肥満モデルマウスを指標に評価を

行った．

6-2-2-1. CCl4 処理初代肝細胞の LDH, GOT,

GPT 値 マウスの摘出肝臓から酵素処理して肝

細胞を得た．肝細胞を 24 時間前培養し，5 mM の

CCl4 含有培養液に移して 1 時間培養後，細胞を集

め LDH, GOT, GPT 値を測定した．マウス肝細胞

を CCl4 含有培養液で処理し金線蓮粗エキスの効果

を LDH, GOT, GPT の測定値により評価した．コ

ントロール群に比べ CCl4 処理細胞は高値を示し
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Fig. 25. Plantlet Formation of Anoectochilus formosanus
HAYATA In vitro

Fig. 26. EŠect of Anoectochilus formosanus Extract on
Triglyceride Level in the Liver of Mice
## p＜0.01 signiˆcantly diŠerent from the normal group, p＜0.01 sig-

niˆcantly diŠerent from the control group.
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た．これに比べて金線蓮粗エキスを添加した細胞の

LDH, GOT, GPT 値は明らかに用量依存的に低下

することから，金線蓮は肝細胞庇護作用を有するこ

とが明らかとなった．

6-2-2-2. 肥満モデルマウス 4 週齢 ICR 雌マ

ウスにオウロチオグルコース 500 mg/kg を静注

し，フルクトース 20％とコーンオイル 10％を添加

した高脂肪食を与えて肥満モデルマウスを作成し

た．本モデルマウスへ金線蓮粗エキス 0.5％添加食

餌を 8 週間与え，体重の変動，麻酔下でラットの肝

臓を摘出し，肝重量，脂肪組織重量を測定した．

ノーマルマウス，モデルマウス，金線蓮粗エキス

投与群の摂食量を比較したところ 3 者にはほとんど

変動は認められなかった．

肥満モデルマウスでは急速な体重増加が認められ

たが，金線蓮粗エキス添加食餌群では明らかな低下

作用が認められた．

次に肝重量及び脂肪組織重量に与える効果を検討

した．肝重量の変動は少ないものの，金線蓮粗エキ

ス添加群では明らかな脂肪組織重量低下が認められ

た（Fig. 26）．

一方，肝臓と血清中の中性脂肪を測定した結果，

コントロール群では中性脂肪が増加しているが，金

線蓮粗エキス添加群では明らかに中性脂肪低下作用

が認められた．

6-2-3. 高脂血症に対する培養金線蓮の臨床試

験8587) 日本動脈硬化学会は，本邦における高脂

血症の診断基準を，血清 TC 値 220 mg/dl 以上又は

血清 TG 値 150 mg/dl 以上とすることを提案してい

る．この異常はリポタンパクレベルでは，V LDL,

LDL, IDL（intermediate density lipoprotein), CM,

CM レムナントのいずれかが増加した状態である．

つまり，高脂血症は高リポタンパク血症と考えられ

る．原発性高脂血症を除いて，続発性（二次性）高

脂血症における LDL 及び VLDL の増加は，肥満，

糖尿病，甲状腺機能低下症，及びネフローゼ症候群

などで起こる．金線蓮を高脂血症患者及び正常者に

投与し，高脂血症に対する効果を理学的及び血液生

化学的に検討し，その脂質代謝の改善作用について

検討した．

患者と投与方法：1996 年 9 月から 1997 年 9 月の

12 ヵ月間，医療機関への通院及び入院のないボラ

ンティア 56 例（男性 38 例，女性 18 例，年齢 18

67 歳，平均 33.9 歳）を対象とした．

金線蓮投与前の血清中性脂肪（TG）値及び血清

総コレステロール（TC）値がそれぞれ 30150 mg/

dl 及び 120220 mg/l を正常群 36 例，TG 値が異常

値（TG 値 151 mg/dl 以上）の高 TG 血症群 14 例，

TG 値が異常値（TC 値 221 mg/dl 以上）の高 TC

血症群 11 例，そして高 TG 血症及び高 TC 血症の

合併を認める高 TG・TC 血症群 5 例の 4 群に分類

して，金線蓮を 6 ヵ月間投与した．

なお，この 6 ヵ月間の投与終了後，上記対象者の

内，継続してさらに 6 ヵ月間の計 12 ヵ月間投与し
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Table 4. EŠect of Anoectochilus formosanus on Lipid-metabolism in Normal Health Subjects

0 month 6 months 6 months 12 months

(36 volunteers) (21 volunteers)

BMI (kg/m2) 23.9±3.2 23.9±3.1 23.7±3.1 23.8±3.3
Percent body fat (％) 28.1±4.6 29.4±4.1 28.5±4.4 28.2±3.9

TG (mg/dl) 90.1±30.7 95.7±41.4 93.9±27.0 80.7±25.9

TC (mg/dl) 177.9±31.4 183.7±33.0 189.3±25.3 178.3±28.8

HDL-C (mg/dl) 58.8±13.2 54.5±10.1 60.2±15.1 54.7±11.9
LDL (mg/dl) 100.1±26.2 109.3±26.9 106.3±21.9 107.4±26.9

VLDL (mg/dl) 124.9±56.4 129.6±61.8 129.9±53.5 85.8±36.5

Apo A-I (mg/dl) 147.6±20.7 149.3±21.8 148.8±22.2 147.1±27.6

Apo B (mg/dl) 58.8±13.2 79.9±21.5 85.2±17.0 93.5±36.3
Apo E (mg/dl) 5.1±1.6 5.1±1.3 5.1±1.4 4.2±0.9

AST (IU/l) 16.3±5.5 16.9±6.2 17.7±6.5 18.2±6.3

ALT (IU/l) 17.7±10.5 18.5±11.7 19.1±12.2 18.9±10.3

ALP (IU/l) 162.6±53.2 160.4±43.0 165.2±63.9 159.0±58.8
g-GPT (IU/l) 30.8±34.2 31.8±37.6 27.5±19.5 31.5±34.0

Values are presented as mean±S.D. p＜0.05, p＜0.01 Signiˆcantly diŠerent to those before treatment.
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たのは，正常群 21 例，高 TG 血症群 7 例，高 TC

血症群 11 例，そして，高 TG・TC 血症群 5 例であ

った．

1 回 1200 mg（4 錠）を 1 日 3 回，原則として食

前又は食間に 6 ヵ月間又は 12 ヵ月間，経口投与し

た．

臨床用サンプルの作成は以下の通り行った．

 金線蓮の新鮮植物全草を熱風乾燥（60°C）後，

粉砕し細末とした．

 金線蓮粉末（37.5 mg），コーンスターチ

（139.5 mg），アゼセル（114.6 mg），グアガム（2.4

mg），及びシュガーエステル（6.0 mg）を混合，錠

剤化し，セラック（3.0 mg）を表面にコーティング

した（1 錠 300 mg）．

検査項目は以下の通りである．

身体測定：身長（m），体重（kg), Body mass index

(BMI）（体重/身長2，kg/m2），体脂肪率（バイオ

インピーダンス法，タニタ社製体重計付体脂肪率計

を使用）（％）．

血液生化学検査（空腹時）：AST, ALT，アルカリ

フォスフォターゼ（ALP), g-GTP，コリンエステ

ラーゼ（ChE），クレアチニンフォスフォキナーゼ

（CPK）（以上単位 IU/l），TG，TC，HDL コレス

テロール（HDL-C），b リポタンパク分画定量

LDL (low density lipoprotein), VLDL (very low den-

sity lipoprotein），カイロミクロン（CM），アポタ

ンパク（Apo A-I, Apo B, Apo E），血糖，尿酸

（UA），尿素窒素（BUN），クレアチニン（Cr）（以

上単位 mg/l），HbA1c（％）を測定した．これら測

定値より，アポタンパク比（Apo B/Apo A-1）及

び動脈硬化指数（A.I.）（（TC-HDL-C)/HDL-C）

を計算した．

以上の検査結果は以下の通りである．

 正常群（Table 4) 金線蓮 6 ヵ月投与例

（例数 36 例）ではいずれの検査項目においても有意

な変動は認められなっかたが，12 ヵ月投与例（例

数 21 例）では，VLDL 値及び ApoE 値が，投与前

それぞれ 129.9±53.5 mg/dl, 5.1±1.4 mg/dl で，投

与後それぞれ 85.8±36.5 mg/dl, 4.2±0.9 mg/dl と

有意な低下が認められた（p＜0.01）．

 高 TG 血症群（Table 5) 金線蓮 6 ヵ月投

与例（例数 14 例）ではいずれの検査項目において

も有意な変動は認められなかった．

金線蓮 12 ヵ月投与例（例数 7 例）では，TC 値，

VLDL 値及び ApoE 値が，投与前それぞれ 223.7±

56.2 mg/dl, 329.0±77.7 mg/dl，及び 7.3±2.0 mg/

dl で，投与後それぞれ 202.4±47.6 mg/dl, 165.0±

37.4 mg/dl，及び 5.8±1.2 mg/dl と有意な低下が認

められた（p＜0.05）．

 高 TC 血症群（Table 6) 金線蓮 6 ヵ月投

与（例数 11 例）では，AST 値及び ALT 値が，投

与前 27.6±10.0 IU/l 及び 35.3±19.6 IU/l で，投与
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Table 5. EŠect of Anoectochilus formosanus on Lipid-metabolism in High-triglyceride Subjects

0 month 6 months 6 months 12 months

(14 volunteers) (7 volunteers)

BMI (kg/m2) 25.6±4.2 25.5±4.4 25.4±1.8 25.3±2.3

Percent body fat (％) 26.8±7.2 27.8±8.1 26.7±6.6 26.7±9.2

TG (mg/dl) 242.4±77.6 204.3±48.2 207.6±38.1 159.3±34.7

TC (mg/dl) 208.2±50.4 203.9±36.4 223.7±56.2 202.4±47.6

HDL-C (mg/dl) 45.9±10.5 44.0±11.5 49.9±9.3 47.7±10.2

LDL (mg/dl) 115.6±46.0 119.0±33.2 132.2±48.8 122.9±45.3

VLDL (mg/dl) 323.2±87.3 321.7±82.7 329.0±77.7 165.0±37.4

Apo A-I (mg/dl) 141.6±29.0 140.0±23.7 146.1±21.2 158.6±33.6
Apo B (mg/dl) 104.6±24.6 102.4±24.4 108.1±29.9 99.9±53.9

Apo E (mg/dl) 7.2±2.3 6.9±1.4 7.3±2.0 5.8±1.2

AST (IU/l) 24.6±10.6 21.6±6.7 23.4±12.9 19.4±6.5

ALT (IU/l) 31.7±19.5 27.6±18.4 27.9±20.6 22.0±10.5
ALP (IU/l) 204.2±50.3 198.3±54.6 198.0±59.8 203.1±77.9

g-GPT (IU/l) 62.1±65.2 52.9±43.1 56.1±74.1 55.4±61.2

Values are presented as mean±S.D. p＜0.05, p＜0.01 Signiˆcantly diŠerent to those before treatment.

Table 6. EŠect of Anoectochilus formosanus on Lipid-metabolism in High-
cholesterol Subjects

0 month 6 months 12 months

(11 volunteers)

BMI (kg/m2) 25.8±2.7 25.6±3.1 25.6±3.0

Percent body fat (％) 25.6±5.3 26.6±5.8 25.4±5.0
TG (mg/dl) 227.0±54.7 166.6±46.6 143.7±50.3

TC (mg/dl) 248.5±24.2 239.9±18.5 235.8±25.7

HDL-C (mg/dl) 53.9±12.5 50.3±13.0 53.1±14.8

LDL (mg/dl) 156.3±36.5 155.2±24.8 160.3±33.8
VLDL (mg/dl) 289.9±126.3 282.0±132.6 150.0±53.4

Apo A-I (mg/dl) 153.2±31.2 146.0±27.1 156.6±39.5

Apo B (mg/dl) 125.2±14.5 120.0±20.5 128.0±56.3

Apo E (mg/dl) 7.2±2.9 6.9±1.5 5.9±1.5

AST (IU/l) 27.6±10.0 21.3±6.8 24.9±9.5

ALT (IU/l) 35.3±19.6 27.3±14.4 35.6±18.4

ALP (IU/l) 208.6±53.8 207.0±48.4 211.7±56.5

g-GPT (IU/l) 84.9±71.0 71.5±61.8 78.4±89.3

Values are presented as mean±S.D. p＜0.05, p＜0.01 Signiˆcantly diŠerent compared to
those before treatment.
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後それぞれ 21.3±6.8 IU/l 及び 27.3±14.4 IU/l と

有意な低下が認められた（p＜0.05）．

金線蓮 12 ヵ月投与（例数 11 例）では，6 ヵ月投

与では認められなかった．VLDL 値の，投与前

289.9±126.3 mg/dl で投与後 150.0±53.4 mg/dl と

有意な低下が認められた（p＜0.05）．一方，6 ヵ月

投与で認められた AST 値及び ALT 値の低下は，

12 ヵ月投与後には，投与前値とほぼ等しい値とな

った．

 高 TG・TC 血症群（Table 7) 金線蓮 6

ヵ月投与（例数 5 例）では，TC 値，LDL 値，

AST 値，及び ALT 値が，投与前 265.4±23.5 mg/

dl, 171.0±22.7 mg/dl, 30.6±13.5 IU/l 及び 40.0±

27.5 IU/l で，投与後それぞれ 238.2±27.0 mg/dl,

152.0±25.7 mg/dl, 23.2±8.0 IU/l 及び 29.2±19.6

IU/l と有意な低下が認められた（p＜0.05）．
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Table 7. EŠect of Anoectochilus formosanus on Lipid-metabolism in High-
triglyceride・Cholesterol Subjects

0 month 6 months 12 months

(5 volunteers)

BMI (kg/m2) 25.2±2.2 24.7±2.1 23.7±1.5

Percent body fat (％) 25.0±5.0 25.4±5.5 22.6±5.9

TG (mg/dl) 209.0±46.7 186.8±43.9 160.8±42.1

TC (mg/dl) 265.4±23.5 238.2±27.0 237.5±22.5

HDL-C (mg/dl) 52.6±10.2 48.8±10.4 53.0±10.5

LDL (mg/dl) 171.0±22.7 152.0±25.7 143.5±39.1

VLDL (mg/dl) 323.8±103.2 363.0±118.4 170.3±28.1

Apo A-I (mg/dl) 154.2±20.9 145.8±24.9 171.3±39.8
Apo B (mg/dl) 130.2±13.4 118.6±23.9 107.5±74.6

Apo E (mg/dl) 7.6±2.2 7.6±1.5 6.4±1.1

AST (IU/l) 30.6±13.5 23.2±8.0 22.3±7.3

ALT (IU/l) 40.0±27.5 29.2±19.6 23.0±14.2

ALP (IU/l) 210.8±69.2 203.2±48.9 199.0±61.5

g-GPT (IU/l) 96.2±93.7 71.6±57.3 70.8±81.8

Glucose (mg/dl) 100.8±13.4 101.4±21.2 89.7±7.5

HbA1C (％) 5.7±0.8 5.7±0.6 5.3±0.3

Values are presented as mean±S.D. p＜0.05, p＜0.01 Signiˆcantly diŠerent compared to
those before treatment.
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金線蓮 12 ヵ月投与（例数 5 例）では，TC 値，

LDL 値，AST 値，及び ALT 値は 6 ヵ月投与後と

ほぼ等しい値を示したが，統計学的な有意差は認め

られなかった．血糖値及び HbA1c 値の若干の低下

を認めたが統計学的な有意差は認められなかった．

以上の結果を総合すると，金線蓮による高脂血症

への効果として，TC 値，VLDL 値，LDL 値，及

び Apo E 値の有意な低下を認め，金線蓮による脂

質代謝の改善が示された．高脂血症管理の主目的は

冠動脈疾患の予防とその治療にあり，TC 値を 1％

低下させることで冠動脈疾患を 2％予防でき，さら

に冠動脈病変も改善し，したがって，金線蓮投与に

より冠動脈疾患の発症を予防する可能性が示唆され

た．

脂肪摂取量とともに炭水化物，タンパク質なども

含めた食事摂取量が多くなり肥満となった場合，軽

度又は中程度の血清トランスアミナーゼ上昇を示す

脂肪肝をもたらすことはよく知られている．われわ

れは多数例による疫学的研究から，高 TG 血症と脂

肪肝及び肥満との間に高い相関を確認している．本

研究において対象が少数ながらも，ALT 値異常群

では， ALT 値正常群に比較して， BMI 値，

HbA1c，及び UA 値が有意に高値であり，さらに

ChE 値も有意により高値であることから，前者に

は肥満傾向があり，耐糖能異常の存在やタンパク過

摂取が疑われ，これらを素因とした脂肪肝の存在が

強く疑われる．金線蓮による脂質代謝の改善作用に

おいて興味深いことは，その投与期間を通して肥

満，脂肪率，及び UA 値の有意な改善は認めない

にも係わらず，投与 6 ヵ月に AST 及び ALT 値の

低下を認めたことである．また，70％が肝臓で合成

され，VLDL の構成成分としてその代謝に関与し

ている Apo E 値の低下も同時に認めている．これ

は金線蓮投与により，肝機能が改善され，徐々に脂

質代謝の改善作用が現れてきたと推察される．この

ことは in vitro 実験においても明らかになった点で

あり，脂肪肝の改善作用が強く支持される結果とな

った．

肝臓は外因性及び内因性脂質代謝において重要な

器官とされるが，われわれが調査した範囲で，高脂

血症や動脈硬化疾患と肝障害との相関について，多

集団を用いた疫学的調査の報告はない．金線蓮によ

る肝障害の改善の機序は不明で，さらなる研究が必

要であろう．

以上より，金線蓮は高コレストロール血症などの

脂質代謝の改善効果を認め，その効果において肝障
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Fig. 27. Components of Anoectochilus formosanus
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害の改善を介している可能性が強く示唆された．な

お，副作用を危惧していたが，金線蓮投与中及び終

了後，体調不良，消化器症状や神経症状などを認め

ず，トランスアミナーゼ値，CPK 値，及び UA 値

などの上昇も認めなかった．また，内服し難いとい

う訴えもなかったことから安全性の高い生薬である

ことが明らかとなった．

6-2-4. 金線蓮の成分探索82,83)

6-2-4-1. シリカゲルカラムによる精製 乾燥

培養金線蓮をメタノールで抽出し，抽出エキスに水

を加えてクロロフォルムで抽出し，水層はさらに

n- ブタノールで抽出した．

なお各フラクションの四塩化炭素処理初代肝細胞

による活性を指標として精製を行い，活性フラクシ

ョンは n- ブタノール層及び水層であることが明ら

かとなった．

そこで n- ブタノール層と水層を順層シリカゲル

カラムに付し CH3Cl-MeoH-H2O（6：4：1）混合

溶媒で順次溶出し精製した．さらにプレパラテイブ

TLC で分離し化合物 1 から 11 を単離した．それぞ

れの化合物についての各種スペクトルデータの比較

から，化合物 7 を除いては以下の通りの既知物質で

あった．Glucose, sucrose, 3-(R)-3-b-D-glucopyrano-

syloxybutanolide (1), 3-(R)-3-b-D-glucopyranosyl-

oxy-4-hydroxybutanoic acid (2), 1-O-isopropyl-b-D

-glucopyranoside (4), (R)-(＋)-3,4-dihydroxybuta-

noic acid g-lactone (5), 4-(b-D-glucopyranosyloxy)

benzyl alcohol (6), (6R, 9S)-9-hydroxy-megastigma-

4,7-dien-3-one-9-O-b-D-glucopyranoside (7), corcho-

ionoside C (8), 3-(R)-3-b-D-glucopyranosyloxy-4

-hydroxybutanoic acid methylester(11)．化合物 3 は

EI-MS, 1H 及び13 C-NMR から 2-(b-D-glucopyrano-

syloxymethyl)-5-ydroxymethylfuran と 決 定 し た

（Fig. 27）．

化合物 1 は既に金線蓮から単離構造決定されてい

る kinsenoside である．文献によれば88)今回の kin-

senoside の収量に比べて低く，また今回も kinseno-

side のラクトン環が開いたカルボン酸タイプの化合

物 2 やこのメチルエステルである化合物 11 が単離

されたことから，精製中に kinsenoside から生じた

ものと推測された．

6-2-4-2. 精製法の改良89) 金線蓮の MeOH 抽

出エキスを前項同様分配し，n- ブタノール層と水

層画分を逆層の ODS（Cosmosil 75C18-OPN）カラ

ムにより，H2O で溶出しフラクション 1，2 に分画

した．フラクション 2 をシリカゲルカラムにより

CH3Cl-MeOH 混液で精製した結果，乾燥金線蓮 1 g

から 180 mg の kinsenoside を単離することに成功

した．このことから次のことが明らかとなった．従

来 kinsenoside はシリカゲルカラムによりメタノー

ル含有溶媒で精製が行われてきた．本法によると

kinsenoside のラクトン環が開環し対応するメチル

エステルが多量に精製し，生植物に存在する kin-

senoside の量が極端に減少したものと推察できる．
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Table 8. Hepatoprotective Activity of Kisenoside (1) and Goodyeroside A (9) on CCl4-induced Cytotoxicity
in Primary Cultured Rat Hepatocytes

Samples Concentration (mg/ml) LDH (units/ml) GOT (units/ml) GPT (units/ml)

Normal 180.28±6.62 58.20±0.48 8.55±0.48
Control 1987.58±44.36## 519.40±57.38## 97.92±4.81##

1 0.1 1395.78±162.01 223.57±32.25 79.30±8.31

1.0 1327.15±112.27 215.55±23.26 76.63±6.67

10.0 1285.40±118.19 195.18±31.54 68.45±13.23

2 0.1 1663.30±85.63 297.60±29.44 88.18±4.98

1.0 1228.38±153.39 209.23±24.78 72.43±6.78

10.0 1175.45±110.25 200.30±24.68 70.40±6.82

## p＜0.01 vs. Normal group. p＜0.05, p＜0.01 vs. Control group.

Fig. 28. Structures of Goodyeroside A and B from Goodyera
chlechtendalian
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このことを証明するため kinsenoside メタノール溶

液にシリカゲルを少量加えて放置することによりラ

クトン環が開環したメチルエステルを生成すること

を証明した．このことからシリカゲルが触媒となり

ラクトン環が開き，同時に多量のメタノールと反応

してメチルエステルを生じることを明らかにした．

Kinsenoside と同様なラクトン環を有する天然物は

多いので，活性成分を探索する場合，精製法に慎重

な注意を払う必要があろう．

6-2-4-3. 金線蓮の代替品，Goodyera schlechten-

daliana REICHB. fIL., G. matsumurana SCHLTR, G.

discolor KER-GAW の成分探索90,91) 金線蓮の代

替品として用いられている，近縁種の G. schlech-

tendaliana Reichb. ˆl., G. matsumurana Schltr, G.

discolor Ker-Gawl の 3 種について金線蓮同様に含

有成分を精製単離した．その結果 1 種の主成分であ

る化合物 9 と少量の化合物 10 を単離し，各種スペ

クトルにより構造決定した（Fig. 39）．化合物 9 は

kinsenoside の光学異性体で 3-(S ) -3-b-D-glucopy-

ranosyloxybutanolide（goodyeroside A と命名）と

決定した．一方化合物 10 はラクトン環が開いた 3-

(S)-3-b-D-glucopyranosyloxy-4-hydroxybutanoic acid

と決定した．Kinsenoside 同様，化合物 9 のメタ

ノール溶液と触媒量のシリカゲルを反応させるとメ

チルエステルが生じることからも化合物 10 は kin-

senoside の異性体であることが明らかとなった

（Fig. 28）．

6-2-4-4. Kinsenoside, Goodyeroside A の肝障害

改善作用88,91,92) 6-2-2 項と同様なアッセイ法に

より金線蓮の各フラクションの四塩化炭素処理初代

肝細胞による活性を指標として精製を行った結果，

活性フラクションは n- ブタノール層及び水層に集

中していることから，その主成分 kinsenoside を単

離精製することに成功した．また，前述の通り単離

法を改善した結果高収率で kinsenoside を得たので

肝障害改善作用を検討した．

Kinsenoside と goodyeroside A の肝細胞庇護作用

を調べた結果が Table 8 である6)．四塩化炭素を添

加した肝細胞においては LDH, GOT, GPT 値がい

ずれも著しい上昇をみた．Kinsenoside と goo-

dyeroside A はいずれもコントロール群に比べて

LDH, GOT, GPT 値が用量依存的に低下した（Ta-

ble 8）．このことから kinsenoside と goodyeroside

A はいずれも肝細胞庇護作用を有することが明ら

かとなった．

次に高脂肪食ラットを用いて kinsenoside と goo-

dyeroside A の脂質代謝に対する影響を調べた．そ

の結果 goodyeroside A 処理区ではコントロール群

と変異がないものの，kinsenoside 投与群では体重

及び肝重量が明らかに減少した．一方，肝臓中の中

性脂肪の量を測定した結果 kinsenoside 投与群にお

いてのみ明らかな減少をみた．

また，アウロチオグルコースで誘発した肥満モデ
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Table 9. Anticonvulsant EŠect of Goodyerin on Picrotoxin (5 mg/kg i.p.) Induced Seizure in
Rats

Onset (min) ％ of control Duration (s) ％ of control

Control 17.74±0.75 17.27±1.35

Goodyerin 25 mg/kg 20.78±1.01a) 117 12.70±1.36a) 61

Goodyerin 55 mg/kg NC NC

a) p＜0.05 vs. Control group. NC: no convulsions.

Fig. 29. Photomicrographs of Histopathological Changes
Showing EŠect of Kinsenoside in the Liver of Aurothio-
glucose-induced Obese Mice after 6 Weeks

A: Control Group; B: 0.1％ Kinsenoside Group; C: 0.2％ Kinsenoside
Group
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ルマウスを用いて kinsenoside と goodyeroside A の

影響を調査した結果，kinsenoside には高脂肪食ラ

ット同様に，体重と肝重量の低下及び子宮周辺の脂

肪重量低下が認められた．一方，肝臓中の中性脂肪

量を測定した結果コントロール群に比べ中性脂肪量

の低下が認められ，用量依存的に低下した．

以上の結果を組織学的に調査したのが Fig. 29 で

ある．Kinsenoside 投与により明らかに脂肪細胞が

用量依存的に減少していることが伺える．

脂質代謝に関しては kinsenoside のみが活性を示

し，異性体の goodyeroside A はなんら効果を示さ

なかった．このことから金線蓮の代替品として

Goodyera 属植物が利用されているが，資質代謝に

関しては全く効果がないものと推察される．Goo-

dyeroside と kinsenoside は光学異性体で，それぞれ

Goodyera 属と Anoectochilus 属植物から単離して

おり，植物学的にも興味が持たれると同時に，構造

活性相関も大いに興味が持たれるところである．

Kinsenoside と異性体の goodyeroside は肝障害細胞

試験において活性が認められたので，臨床的にも肝

障害改善作用を示すものと期待している．今後作用

メカニズムの全容を解明し，肝障害改善薬の開発に

資する必要がある．

6-2-5. Goodyera 属植物のフラボノイド成分と

その特異な薬理活性90,93) Anoectochilus 属植物

には見い出せなかった goodyerin は Goodyera spe-

cies から単離構造決定したフラボノイドの C-C 配

糖体である．本化合物は Table 9 にみられるように

強い抗痙攣作用が認められた．なお，行動薬理学的

に運動量と睡眠増強作用も調査したが本稿では割愛

する．詳細は論文 92 に記載しているので参照され

たい．

ラン科植物にはセッコク，オオバナセッコク，シ

ラン，テンマ等が薬用として用いられるが，薬用と

しての数はそう多くはない．今回金線連（Anoec-

tochilus formosanus )と代替生薬（Goodyera schle-

chtendaliana )について成分探索とそれらの薬理作

用を解明することに成功した．また，生薬全般に言

えることであるが環境の激変，気候の変動，採取に

よる生薬資源の枯渇問題は深刻を極めており，甘

草，麻黄は最たるものであろう．金線蓮についても

例外ではない．そこでまず大量培養法を確立し，そ

れを用いて活性成分を探索することを行った．ま
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た，活性成分探索方法も最新の注意を払う必要が有

る．生薬の修治による二次変化はよく知られている

が，本稿で紹介したようにシリカゲルが触媒となり

開環したり，エステル化が起きたりし，本来の活性

に変動が生じることも少なくないものと推測される．
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