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C原著〕

ニンジン， セロリの細胞融合について※

藤井雅子石黒文子
Masako FUJII Fumiko ISHIGURO 
大協薬品工業株式会社 開発課※※

従来ノてイオテクノロジーの一分野として植物の細胞融合が研究されてきたが，有用な植物が乙 ζ数

年の進歩で市場K出てきつつある。我々は新しい値物を作り出す手段として，電気融合装置を用いて

ニンジンとセロリの融合を試み，プロトプラスト単離法，電気融合法，培養法について検討してみた。

その結果プロトプラス ト単離法と電気融合法について若干の知見を得たので報告する。

実験の部

1. 原材料及び試薬

1）植物

高農四寸ニンジン根，金時ニンジン振とう培養細胞，実生セロリ本葉

2）試薬

セノレラーゼオノズカR-10，マセロザイム乱ー10，デキストラン硫酸カリウム，カルペニシリ

ンナトリウム，マンニト－ ）レ，フルオレッセインジアセテート，カルコフノレオーノレ

3）培地

タバコプロトプラスト用ムラシゲ変更培地1），ムラシゲスクーグ培地

2. 実験方法

1) プロ トプラスト単離法

酵素液は， Tablelのとおりニンジン用とセロリ用で異った酵素液を使用した。酵素処理条件

は温度 25°で2, 4 ' 6時間静置と，同じく温度25°で毎分90回往復振とうで2' 4 ' 6時間と

6水準の検討を行った。得られたプロトプラストはFig1の方法で洗浄を行った。

Table I プロトプラスト単離酵素液

ニンジン周降祭；直 セロリ用醗繁；直

Cellulase・＇ONOZUKA”RIO z % 1 % 

Macerozyme RIO I % 0.1% 

Pottassium Oextran Sulfate 0.5% 0.5% 

Carbenicillin Sodium IOOppm IOOppm 

Mannitol 0.6M 0. 7M 

NH medium salts 

ロH 5.5 5.5 

F主査

Fig I プロトプラスト洗浄方法

単Mii孝棄波

色竺ど三ンj yシユろ過
ろi置
j soo .. m 1時速心仰

上清 沈111

I NH治地 6仙川 IS介
沈澱 最よ層部

×3 
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※ 第 6国家庭薬開発研究会シンポツウム （富山， 1986年 11月7日）

※※〒 939-05 富山市水橋畠等字花井 173-3 TEL 0764 (78) 1121 
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2) 細胞融合法

使用した電気融合装置2）は富山大工

学部自山等の設計によるもので， 交流

発生装置と，直流ノマルス発生装置から

なっている。電極は高さ 2mm長さlOmm

の白金板電極で電極間隙は 1mmのもの

を使用した，交流を加える乙とにより

プロトプラストが内部分極を起乙し一

連民つながるが，周波数は lMHz と

し， 電圧は5v～10 vの聞で最適な条

件を検討し30sec 印加した。また直流

を加えるζとにより細胞膜の可逆的誘

電破壊が起乙り融合すると言われてい

るが，電圧は200 v～1000 V，時定
数は 10μsec～4 0 μsecの間で最適な

条件を検討した。

3) プロトプラスト培養法

Fig21L.示すとおりシャーレ法とド

ロップ法Kより行った。シャ ーレ法は

直径5.5 C1llのシャーレにプロトプラス

ト濃度10×104/mtの培養液を5me入

れ，25。暗所で24時間培養後ホルモン

濃度が5倍の培地を lmt加え25° 300 

Luxで30日間培養を行った。ドロ ップ

法はプロ トプラスト濃度約 10×104/ 

mtの培養液を直径 3.5 ClnのシャーレK

10 μ 1ずつのドロップKし，さかさに

して， 25°暗所で30時間培養後ホノレモ

ン濃度が2倍の培地をlOμ1加え25。

300 Luxで30日間培養を行った。培地

はタバコプロトプラスト用ムラシゲ変

更培地（ Table 2 ）とムラシゲスクー

グ培地を用いた。

4）染色法

生細胞染色と細胞壁の染色はTable

3のとおり行った。

実験結果

l プロトプラスト単離

Fig 2 盛一室~圭

電気総合

l濃度調髭
シャ－~＇…図＇m2－－可吉Yプ法
直径5.Sm g.2 I IドロyプIOu 2 
25℃ 選光

5 X H I m2 

25℃ 300Lux 

HHLS寒天培地

r・--・・・・・--・ .... , 

Table 2 

Amount per liter of medium. final 

Salts 

CaCl,.2HrO 
c。Cl,.6Hr0
Cu SO・.SHrO
FeNaEDTA 
H,BO, 
Kl 
KNO, 
MgS0.,7H,O 
MnSO.,H,O 
Na,M。O,,H,O
NaH,PO.,H,O 
(NH,),$0, 
ZnS0.,7H10 

Or1?anic Constituents 

my。－In。sit。1
Suer。se
Xyl。se
N1cot1n』cacid 
Pyrid。xlne-HCI
Thiamine-HCI 

Benzyla m inopu rine 

NH 

750mg 
.025 
.025 
40 
3 
.75 
2500 
250 
10 
.25 
150 
134 
2 

O.lgm 
137gm 
0.ZSgm 

lmg 

10 

Naphthalene Acetic A口d

。。
pH (before autoclaving) S.8 

Table 3 染色法

染色；夜i農度

Fluolescein diacetate 

生細胞染色
0.001% (Aid) 

臼lcofluor0. 00 I% 
細胞笠染色

(Amer. Cyanide) 

24時間1音養

2 X H I Ou e 

30日1音餐

ト~司

SXH ZXH 

750mg 750mg 
.025 .025 
.025 .025 
40 40 
3 3 
.75 .75 
2500 2500 
250 250 
10 10 
.25 25 
ISO ISO 
134 134 
2 2 

0.lgm O.lgm 
137gm 137gm 
0.2Sgm 0.2Sgm 

lmg lmg 

10 』口

Smg 2mg 
IS 6mg 

5.8 S.8 

測定波長 (nm) 

励起 蛍光 CF 

330・500 500 530 

一一

365 435 470 

一＿＿_J一一

セロリ本葉由来プロトプラストはTablelのセロリ用酵素液を用い25。4時間f措置処理した時に

得られたプロトプラストが最も細胞融合の効率がよかった。四寸ニンジン根由来プロトプラストは
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Table Iのニンジン用酵素液を用い， 25°' 

6時間静置処理した時比得られたプロトプラ

ストが最もよかった。 ニンジン握とう培養細

胞由来プロ トプラストは， 25。4時間毎分90

回往復振とう処理した時に得られたプロトプ

ラストが最もよかった。（ Table 4 ) 

2. 細胞融合

四寸ニンフン根由来プロトプラストとセロ

リ本葉由来プロトプラストの融合条件は，

Table 5 Iζ示すとおり交流は周波数 1MHz 

で電圧lOVの電流を30sec印加し，続けて電

圧400v時定数40μsecの直流パルスを印加
するのが最もよく，その融合率は20回行った

平均で約10%の異属間融合がお乙った。また

ニンジン握とう培養細胞由来プロトプラスト

とセロリ本葉由来プロトプラストの融合を同

条件で行ったところ，融合が起乙らず直流電

圧を 500v～600 VK上げるとセロリプロ卜
プラストは破裂しニンジンプロトプラストだ

けが残った。

3. プロトプラスト培養

四寸ニンジン根由来プロトプラストとセロリ本葉由来プロトプラストの融合後の混合プロトプラ

Table 4 酵素処理条件

温度25°

2時間 4時間 6時間

静 置 セロリ 四寸ニンジン

サスペンジ ョン
90回／分

－ー、Jンリ、ノ

Table 5 融合条件

四寸ニンジンーセロリ サスベ~~~；ーセロ リ

交流周波数 I MHz I MHz 

交流電圧 IOV IOV 

交流EP:IJ日f尋問 30sec 30sec 

直流~圧 400V 600V 

E宣流時定数 40us 40us 

ストをタバコプロトプラスト用ムラシゲ変更培地でシャーレ法とドロップ法はより培養した。 24時

間後染色し観察すると，細胞壁の再生が確認された。更に観察を続けたが分裂を確認する ζとがで

きず生細胞染色を行ってみたがほとんどの細胞は死滅していた。 一方ニンフン振とう培養細胞由来

プロ卜プラストとセロリ本葉由来プロトプラストの融合後の残存ニンジンプロトプラストをムラシ

ゲスターグ培地でシャーレ法lとより培養してみたと乙ろ30日目でコロニーを観察するととができた。

考 察

プロトプラスト単離，細胞融合の条件については若干の知見を得たが，今回の最終目的であるプロ

トプラストの培養が十分検討できなかった。今後はプロトプラストの細胞分裂の確率を高めるために

培養法のみでなく，プロ卜プラスト単離法，電気融合法も関連づけて検討したい。その一方法として，

細胞壁が一部残っている細胞は細胞壁の再生が早かったのでそのような細胞を融合するために高電圧，

短時間ノマルスをプロトプラストに印加してみたい。

文献

1) Eussell Matmberg, Joachim Messing : Molecular Biology of plants 1884 

2) 中村，畠山，八木：信学技報 MBE84-15. 65 (1984) 
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【原著〕

マンネンタケ Ganoderma

一一一一細胞毒性画分の成分について一一一一

藤田章夫
Akio FUJITA 

第一薬品工業株式会社研究開発部※※

マンネンタケGanoderma luciducn KARS T または，その近縁種の子実体を乾燥した鍾芝

は，古来から不老長寿の霊薬として珍重されてきた漢薬である。 中国では滋補強壮薬として，神経衰

弱，高血圧症，慢性肝炎，気管支端息，リウマチ性関節炎などに使用されている。1）薬理作用として

は，血圧降下，高脂血症改善， 抗癌作用等を有すると報告されている。2～4）その成分は，多糖類，脂

肪酸などの他，最近数多くのラノスタン系 トリテルペノイドが報告されている。5～7)

先に我々はマンネンタケの研究として，数種の酵素阻害作用，人癌培養細胞増殖抑制作用，抗炎症

作用，犬の動脈血圧に対する影響などの生理活性の検討，及び5種の新トリテルベノイド（ 1-V) 

について報告した。8～10）今回，人癌培養細胞KB ?L.対する細胞毒性画分より更に4種の成分はV1-

I Xを得たので，それらの構造Kついて報告する。

実験の部

1. 使用機器及び測定条件

融点は未補正，柳本微量融点測定器， UVはHitachi220 S, I Rは且itachi 260-lOIR 

spectromete rを用い測定した。lH-NMRおよび 13C-NMRは Va r i an XL -2 0 0 ( 2 0 0 

MHz , 5 0.3 MR z ) ~L.て測定し， TM Sを内部標準と し，cham i ca 1 sh i f tはS値（ ppm ）で

示し，結合定数（斗 ）はHzで表わした。略号： s=singlet,d=doublet, dd=doublets 

of doublet, t= triplet, q= quartet, m=multiplet, M SはJEOL JMS-

D-200を使用し， 70eVKて測定した。 TL Cは， Eiesel gel 60 F254 (Merck) を使

用し，展開溶媒はク ロロホルムーメタノ ール（99:1), n-hexane-EtoAc (10: 3）を用

いた。発色は lO%H2SQ4 を噴援し加熱発色によった。カラムクロマトグラフィーはKiesel 

gel 60(70-230mesh, Merck）を用いた。

2. 抽出と分離

富山県八尾町栽培のマンネンタケ子実体を 5倍霊のメタノ ールにて一昼夜冷浸し鴻過，乙の操作

を3回繰返し，穂波を合し減圧濃縮して乾回しメタノーJレ抽出エキスを得た。乙れにCRC l3 -

H20を加えて抽出分画し CRCl 3居と H20届を得た。 CHClJ屈は減圧濃縮後，9096MeOH 

一石油エーテノレ（ P E ）で‘抽出分画し， 90~ちMeO H画分と PE画分を得た。 90~ちMeOH画分を
シリカゲjレカラムクロマトに付し，CHC h, IS移MeOH-CHCl3, 2%.MeOHーCHGlJ , 

5 ~ち MeOH-CRC h , l0%MeOHーCHCl3,MeOR溶出部氏分曲・した。じHCla溶出部は

※ 第6回家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山， 1986年ll月7日・）

※※ 〒930 富山県富山市奥田町6-1 O TEL 0 7 6 4 (3 2 ) 8 5 7 1 
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更にシリカゲルカラムクロマトに付し， n-hexane-AcOEt混液の比率を順次変えながら展

開し， n.-hexane-AcOEt ( 4: 1）溶出部より化合物V 1-Y Eを得た。また前報Vの母

液を無水酢酸とピリジンで常法Kよりアセチル化後， PLCKて精製しIXを得た。

3. 培地および試薬

Eagl e’s MEM培地は日水製薬製，仔牛血清は半井化学製，tripsin, EDTA, crystal 

violet は和光純薬製を用いた。その他の試薬はいずれも常用の特級試薬を用いた。

4. 抗癌効果検定法（ in vitro) 

人鼻咽腔癌由来のEB細胞を用い， J.E.GradyらのCrystal Violet (CV）法に準じ

て行った。12）仔牛血清を10%添加したMEM培地を培養液として用い， 2-3×10 4 ce 11 /me 

のKB細胞浮遊液を調整する。細胞浮遊液を3.9 meずつ試験管に分注し，被検化合物溶液0.1 m.£を

添加し，ふ卵器（ 37℃）内で72時間培養する。被検化合物は 4~ち DMF ( N, N-dimethyl 

formamid ）溶液とし 3段階の濃度で検定した。 ldose ~＜：.っき 3 検体とし， blankは4~ち D

M F溶液を加えたものと，培地のみ分注したものとを同様に処理した。72時間培養後，各試験管K

0.025 % c v 水溶液を lM加えて染色し，過剰の色素を生理食塩水Kて洗浄する。染色された細胞
を3meの50~ち E tORで処理し CVを溶出させQ.D. 570 nmの吸光度を測定した。

増殖抑制率（必）は①式により算出した。

A-B 
Inhibition （%） ＝一一一一×10 0・・H ・H ・－…....・H ・－…①

A-C 

A : 0 ・ D . o f b 1 a nk , B : 0. D. o f s amp l e , 

C : Q. D. of no ce 11 

5. 化合物VIの性状

mp 180～ 182℃（ n -hexane ）の無色針状品。

I Rν~~ ~ c m-1 : 3 3 5 0, 2 9 6 0 , 1 6 6 0 , l 4 5 5 , 1 3 8 0 , 1 0 5 0。 MS m/z : 4 2 8 ( M-t) , 
410, 396, 363, 337, 301, 253, 251。
1 B -N MR  ( C D C lJ ) o : 0. 8 2 ( 6 B , S ) , 0. 8 2 ( 3 B , d , J = 6. 2 H z ) , 0. 8 7 ( 3 R , 
d , J = 7. 0 B z ) , 0. 9 1 ( 3 B , d , J = 7. 2 B z ) , 1. 0 O ( 3 R , d , J = 6. 3 Hz ) , 3. 9 6 

( 1 R , m ) , 5. 21 ( 2 R , t , J = 6. 5 B z ) , 6. 2 7 ( 1 R , d , J = 8. 5 R z ) , 6. 5 4 ( 1 R , 
d, J = 8.3 Hz）。

標品 ergostelol peroxideとの直接比較（ TLC,IR）にて一致。

6. 化合物vnの性状
mp 137～139℃（ Me2 CO）の無色針状晶。C3ofl44Q3 (High MS, Calcd. C3olit4 Os: 

452.3288, Found: 452.3308）。

I Rν~~i c m”l: 3410, 2980, 1710, 1680, 1460, 1380。uv入 ~e,p~nm ( logε ）； 

2 1 7 ( 3. 9 8 ) , 2 3 4 ( 3. 8 8 ) , 2 4 2 ( 3. 8 4 ) , 2 5 1 ( 3. 7 1 ）。

MS m/ z : 4 5 2 ( M +) , 4 3 7, 3 O 9, 2 6 9。1H-NMR(CDC13) o: 0.60 ( 3 H, s), 
0. 8 8 ( 3 H , s ) , 0. 9 4 ( 3 R , d , J = 6. 2 R z ) , 1. 0 9 ( 3 R , s ) , 1. 1 3 ( 3 B , s ) , 

120 ( 3B, s ), 1.84 ( 3H, s ), 5.41 ( lH, m), 5.52 ( lB, m), 6.91(1H, m）。

13 C -N MR  ( C D C 13 ) o : 11. 9 9 ( q ) , 1 5. 7 1 ( q ) , 1 8. 3 0 ( q ) , 2 2. 0 6 ( q ) , 2 2. 4 7 
( q ) , 2 3. 6 7 ( t ) , 2 5. 3 3 ( q ) , 2 5. 4 2 ( q ) , 2 5. 9 2 ( t ) , 2 7. 8 9 ( t ) ' 3 l 4 5 ( t ) , 

3 4.8 5 ( t ) ' 3丘98 ( t ) ' 3 6.14 ( d ) ' 3 6.6 1 ( t ) ' 3 7. 1 9 ( s ) , 3 7. 7 7 ( t ) ' 4 3. 7 7 

( s ) ' 4 7. 5 0 ( s ) ' 5 0. 3 1 ( s ) ' 5 0. 6 9 ( d ) ' 5 0. 8 3 ( d ) ' 11 7. 1 9 ( d ) , 11 9. 9 7 ( d ) 1 
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126.65 ( s), 142.77 ( s), 144.48 ( s), 145.80 ( d), 173.23 ( s), 217.15 ( s）。

7. 化合物vmの性状
mp 212～213℃（ Me2CO）の無色針状晶。

I Rν~~ i c m-1 : 3 4 3 0, 2 9 3 0, 16 9 0, 16 4 0, 126 0。
UV 八月~ep号 nm ( 1 ogε ） : 2 1 9 ( 4. 2 7 ) ' 2 3 4 ( 4. 2 2 ) ' 2 4 2 ( 4. 2 0 ) , 2 5 1 ( 4. 0 2 ）。

MS m/z: 454 (M+), 436, 421, 394, 311, 271, 2530 

1 H -NM R ( p yr i d i n e -.s!... 5 ) 8 : 0. 6 8 ( 3 B , s ) , 0. 9 8 ( 3 H , d , l = 6. O H z ) , 

l.02(3H, s), l.11(3H, s), L14(3H, s), 122(3B, s), 2.11(3H, 

s ) , 3. 4 7 ( 1 H , d d , J = 6. 8 , 8. 4 B z ) , 5. 4 2 ( 1 B , m ) , 5. 5 9 ( 1 H , m ) , 7. 2 O 

( 1 B, m ）。

13 C -N M R ( p y r i d i n e -.£. 5 ) o : 1 2. 6 9 ( q ) , 1 5. 8 0 ( q ) , l 6. 4 9 ( q ) , 1 8. 3 6 ( q ) , 
2 2. 9 2 ( q ) ' 2 3. 3 5 ( t ) ' 2 5. 6 7 ( q ) ' 2 5. 7 6 ( t ) ' 2 7. 9 9 ( q ) ' 2 8. 5 1 ( t ) ' 2 8. 6 7 

( d ) ' 31. 7 0 （も） ' 3 5. 19 ( t ) ' 3 6.1 5 ( t ) ' 3 6. 2 5 ( d ) ' 3 7. 6 1 ( t ) ' 3 7. 8 5 ( s ) ' 

3 9. l 6 ( s ) ' 4 3. 9 2 ( s ) ' 4 9. 5 5 ( d ) ' 5 0. 4 8 ( s ) ' 5 0. 9 6 ( d ) ' 7 7. 8 5 ( d ) ' 1 l 6. 2 4 

( d ) ' 1 2 0. 8 9 ( d ) ' 1 2 8. 7 0 ( s ) , 1 4 2. 1 8 ( d ) ' l 4 2. 6 7 ( s ) , 1 4 6. 3 8 ( s ) , 1 7 0. 3 4 

( s ）。

8. 化合物IXの性状

mp 132～ 135℃（ Me OH）の無色針状品。 C36H54 C7 (High MS, calcd 。C36li54 C1 

598.3867。 Fo u n d : 5 9 8. 3 8 8 1 ）。

I R ν ~~i cm-1: 2930, 1740, 1710, 1370, 1230。
UV 入器ep~ nm ( logε ） : 2 3 5 ( 4. 1 2 ) ' 2 4 2 ( 4. 1 7 ) ' 2 5 1 ( 4. 0 0 ）。

MS m/z: 598 ( M+), 538, 495, 436, 3090 

1B-NMR(CDC13) o: 0.59(3H ,s ）~ 0.87(3H,s), 0.91(3H, d, J=6.2Hz), 

l.09(3H, s), l.13(3H, s), 1.20( 3H, s), l.51(3B, s), 2.02 ( 3H, s ), 2.06 

( 3 B , s ) , 2. O 7 ( 3 H , s ) , 2. 7 8 ( B , m ) , 4. 3 1 ( 1 B , d，止＝ 12. 2 Hz ) , 4. 4 8 

( 1 H , d , J = 1 2. 2 H z ) , 5. 2 8 ( 1 H , d d , J = 2. 6 , 9. 7 H z ) , 5. 3 9 ( B , rn ) , 5. 5 I 

(lH,m) 

結果及び考察
Ganoderma lucidum (Polyporaceae〕

I ext<l with ~leOH 
Me OH約xtract 
partitioned between H20 and CHC13 
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このうちKBI乙対する細胞毒性が最も強かった90~ちメタノ ール可溶部氏っき，実験の部民記載する

ように分離，精製を行い4種の化合物VI- IXを単離した。
1' 

HO 
3・

VI 
R1 R2 R:i R4 Rs 

。 £::}4 (25) OH H 21 Z匂
と、
z‘ COOH 

II ・II 
-OH f14 (25) OH H 

I I I _ ... H 
-OH 乙＂］4(25〕 OH OH 

IV 。 OH OH H H 。
3・

v 。 OH OH OH H 
川 R= -OHH 

IX 。OAc OAc OAc H Fig I 

化合物VIは， mpl80～182℃の無色針状品でLiebermann-Burchard ( L. -B ・）反応は

陽性である。赤外線吸収（ IR ）スペクトJレにおいて水酸基および二重結合に基づく吸収を認める。

M Sスペク トノレでは， m/z428 lcM＋を持ち，その他 m/z396(M-32）陀フラグメントピーク

を示す。プロトン核磁気共鳴（ 1B-NMR）スペクトノレでは， 85.21 ( 2 B, t，」I.=6.5 Hz), 8 

6.27(1B, d,l.=8.5Bz ）およびa6.s 4 c i B, ct , I= s.5 B z ）にピニノレ基， 83.9 6 ( 1 B, 
m）に水酸基の根本のメチンプロ トン民基づくシグナノレがみられ，その他 doubletメチJレ4個，

single tメチノレ2個およびメチレン，メチン民基づくと思われるシグナノレがみられる。

以上のζとよ り，VIは ergosterolperoxideと予想され，標品との IR，湾層クロマ トグ

ラフィー（T L C ）の比較にて同定した。

t=> 

化合物VHは， mp137～139℃の無色針状品でL.-B.反応は陽性である。 IRスペクトJレで － 
3430 cm-1および1680cm-1 IL.カノレボン酸民基づくと考えられる吸収が認められる。UVスペクト 金
ルはI-VK類似しており lanosta-7, 9 (11)-dienの骨格を持つと考えられた。MSスペク

トノレに於てm/z452 IL分子イオンピークが認められ，その他m/z309,269Kフラグメントピー

クが存在する。 1B-NMRスペク トノレはIK類似しており，5個の single tメチノレ基，1個のdou-

b letメテJレ基， l個のピニノレメチJレ基，3個のビニノレプロトン陀基づくシグナノレが認められたが，

I にみられた26位ヒドロキシメチノレ基民基づくシク・ナルは認められなし1。さらに 13cー核磁気共鳴

( 13C-NMR）スペクトノレにおいてa2 1 7. 1 5 ( s ) ' a 1 7 3. 2 3 ( s ) ppmのシグナルはそれぞ
れ 3位ケトン， 26位カルボン酸l乙帰属された。

以上よ り， VEを3一0Xo-1anosta一7,9 ( 11) , 2 4 tr i en -2 6ーoi c ac i dと推定し

た。11)

化合物VIIIは，mp212～213℃の無色針状晶で， L.-B.反応は陽性である。 IR, U Vスペ

クトノレはVIlIC類似しているが，IRスペクトノレでVIlにみられた環状ケトン民基づく吸収は認めら

れない。また， MSスペク トルに於て m/z454 IL分子イオンピークが認められた。 1B-NMRスペ
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クトノレでは， VUと同様7個のメチノレ基， 3個のビニルプロトン民基づくシグナJレが認められ，その

他o3.4 7ppm le 3位水酸基の根本のメチンプロトンに基づくと考えられるシグナルが認められる。
以上のととから， VEを3-hydroxy-lanosta, 7, 9 (ll), 24trienー26oic acid 

( gn.noderic acid Y ）と推定した。5)

また，先に報告したVの母液をアセテル化後TLC leて精製し， C35Hs4 01，無色針状晶， mp

132～135℃化合物 IXを得た。 I XはL.-B.反応陽性でUVスペク卜ノレはVR.類似している。

1H-NMRスペクトノレでは， 3個のアセチル基lζ基づくシグナルが認めらVのdi a c e t a t e lO）に比べ，

24位メチンプロトン， 26位ヒドロキシメチノレプロトンがそれぞれS5.28 ( 1 H, dd, J=2.6, 9.7 

Hz), 04.48( lH, d,1=12.2Hz), 04.48( lH, d，ょ＝ 12.2Hz）と低磁場シフトす

る以外は類似している。

以上の乙とより IXはganodermanontriol triacetateと推定した。なお， 24位および25

位の立体については未決定である。また， IXはアセチノレ化の過程で加熱しているので， artifact

の可能性がある。

今回， 90%メタノール可溶部より得られた 4種の成分の細胞増殖抑制活性について検討したととろ，

v Iの ergosterolperoxideはED50, 7.1 μ9/mf,を示し， vn,Vlllはそれぞれ， EDso' 
26.5 μ易／mt, 2 7.0μ!J/mt とそれ程強い活性は認められなかったが，ともに5Oμ!J/mtの濃度で怯，ほ

ぽ ioo%le近い増殖抑制率を示した。なお， vmの ganodericacid Y については， rat hep-
atoma cell l乙対しても l×10-4M の濃度で強い増殖抑制活性を示すととが報告されている。5)

また， VIl, Vlll lζついては，アンフオテンシン変換酵素（ ACE）阻害作用を有する報告もなき

れており，11）今まで得られた一連の卜リテルペノイドについてのAc E阻害活性K興味がもたれた。
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〔原著〕

ぬるかぜ薬（ IK D-5910）の検討湾

富樫 茂中橋 孝荒川雄一
Shigeru TOG AS日 TakashiNAKAHASHI Yuichi ARAKAWA 

鹿熊 武藤縄知昭森井 勇
Takeshi KAKUMA Tomoaki FU JINA WA  Isamu MORI! 

株式会社池田模範堂研究所，開発部※※

最近 transdermal therapeutic system k強い関Jl与がもたれ，多種多様な薬物の経皮吸収

型製剤の開発研究が盛んに行われている。

~ 今回，かぜの諸症状の緩和を目的とした新しい外用剤の開発に当りdeーカンフJレ， Eーメントーノレ，
I 

ウイキ ョウ油，ニクズク油などの芳香性生薬成分等で処方されたぬるかぜ薬IK Dー5910 t乙ついて

薬効薬理学的に検討した。

本論文ではぬるかぜ薬IKD-591 0の処方決定K至る基礎研究と吸収経路の検討，さらにかぜの諸

症状と関連すると考えられる各種薬効薬理試験成績およひ・各種毒性試験成績について報告する。

実験材料

1. 使用動物

薬効薬理試験陀はモルモット，ラットおよびマウスを用い，毒性試験にはラット，モルモッ トお

よびウサギを用いた。乙れら動物は室温21～25℃，湿度40～80%の飼育室にて1週間以上の予備飼

育の後，健常な動物のみを用いた。乙れら動物には固型飼料（ウサギ： RM-3三協ラボサービ

ス，モノレモット： GM-3三協ラボサービス，ラッ ト・マウス ：CE-2日本ク レア）および自家

水道水を与えた。

2. 被被体

deーカンフJレ（長岡実業） ' £ーメン トール（長岡実業）， ユーカリ油（長岡実業），テレビン

》 油（長岡実業），ニクズク油（小川香料），ウイキヨウ油（日進香料）を IKD-5910の油性軟

膏基剤に単独または配合剤として用いた。薬効試験の比較対照薬と しては類似既市販品（V）の他民

dihydrocodeine phosphate （大日本製薬） , Inteban cream （住友製薬） , indome-

thacin (SIGMA ) , de-isoproterenol hydrochloride （日本商事）およびdiphe-

nhydramine hydrochloride （金剛化学）を用いた。毒性試験の対照薬としては日局親水軟

膏， ljあ 2,4-dinitrochlorobenzene ( DNC B ，和光純薬）ワセリン軟膏， 2~ち 8 ー

methoxypsoralen ( 8一M0 P ， 東京化成） アセ ト ン溶液， 6 ~ち酢酸（和光純薬）を用いた。

実験方法

薬効薬理試験の部

l 器械的刺激法Kよる鎮咳試験

※ 第6国家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山，1986年 11月7日）

※※ 〒930ー03 富山県中新川郡上市町横法音寺24 TEL 0764 (72) 1133 
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1) 経皮投与試験

高木ら1）の方法に従って行った。体重310～5609のBartley系雌雄モノレモット（静動協およ

び紀和実験動物）を用いた。額部および胸部の毛を電気バリカン （サンフレンドケミカル ）で刈

り，さらに電気カミソリ（ Braun synchron ）で剃毛し，背位固定後，気管の一定部位に小

孔を開けた。その5分後と20分後K刺激毛（ブタ毛）を気管内K挿入し，咳をするととを確めた

後，被検体7501fl<J／匂を剃毛胸部の3cm×4 emf［へラを用い1分間塗擦した。その後15.30. 60. 

90および120分後に刺激し咳発生の有無を観察した。 5回のうち l固でも咳をしなかった場合を

有効とし，5固とも咳をした場合は無効とした。

2) 吸入投与試験

体重420～5309のBartley系雄性モルモット（紀和実験動物）を用いた。実験はFigl k示

した吸入実験装置にて行った。すなわち，前記同様，頭部および胸部の毛を剃毛し，背位固定後

気管に小孔を開け直ちに容積13.7 R,のchamber内へ移した。5分後と20分後に操作口から，前

記同様に刺激した。咳発生の有無は chamberIL.装着した聴診器Kて確認した。被検体 750m~kg

または1.5001fl<J／句相当量を展延し，揮散薬物はエアーポンプを介して動物の鼻先に噴出し続けた。

吸入開始後，前記実験と同様比して鎮咳効果を評価した。 chamber内温度は24～25℃にコント

ロールした。

／／ 冷却水
Chamber 

38～39℃水浴

Fig 1 吸入実験概略図

2 気道分泌法はる去疾試験 毎
江田ら2）の方法に準拠して行った。体重228～2799のLWH-Wistar系雄性ラット（富山実

験動物）の胸部の毛を前もって剃毛した。被検体7501Tl<J／旬は0.6%フェノールスルホンフタレイン

（第一製薬） 1 me／句静脈注射の60分前と30分前K，剃毛胸部の3cm×3 cmKへラを用い1分間塗

燥した。塗擦後は小型金網ケージ （直径約5cm，長さ約25C711）に入れた。色素静注30分後放血致死

させ関胸し，直ちに気管カニューレ巻挿入した。乙のカニューレに38℃に加温した 5%Na HC03 

溶液5mtを入れた注射筒を連結した。乙の液3meを徐々に気道内に注入し， 10分後吸引し直ちに再

度同量注入した。 2回目以降は5分ごと 4回，計5囲気道内洗浄を行った。得られた洗浄液K5N

-RC lを微量加えpRを8.0～8.11乙調整後， 7.000rpm,20分遠心分離し上清を 558nmで比色し

色素量を算出した。

3. イースト発熱法による解熱試験

体重 166～2129のLWB-W is tar系雄性ラッ ト（富山実験動物）の腹部の毛を剃毛後，電子

体温計（立石電機）で直腸温を測定した。次K腰部皮下1~15 ~ちァe ast （和光純薬）をlmi/100 fl 

nhu 

q
べ
u



J1 

投与し， 18時間後直腸温を測定し， 0.4℃以上の発熱を示したラ ットを選摂して用いた。被検体100

7TllJを剃毛腹部の2cm×2.5cmlとへラを用い30秒間塗擦し，その部位をサージカルテープ （Blenderm, 

3M）にて密封し，さらに剥離防止のためシルキーテックス（東京衛材研究所）で保定した。動物

はそのままの状態で1時間ごと 5時間後まで直腸温を測定した。

4. 酢酸 writhing法による鎮痛試験

石河ら3）の方法に準拠して行った。体重22～259のSもd:ddY系雄性マウス（静動協）の腹部の

毛を前もって剃毛して用いた。剃毛腹部児被検体50m~を直径15C初の円形状にへラを用い30秒間塗擦

し，直ちにパッチテスト用紳創菅（鳥居薬品，スモールサイズ）を貼付し， さらにシルキーテック

スで保定した。 2時間後それらを剥離し， 0.7必酢酸0.1mん109腹腔内投与した。酢酸投与10分後よ

り10分間の writhing回数を数えた。

5. カラゲニン胸膜炎法による抗炎症試験

Kat or iら4）の方法に準拠して行った。体重 198～ 2299のKWB-Wistar系雄性ラ ット（ 紀

和実験動物）の胸部の毛を前自民刈毛，エパクレームs（東京田辺）で脱毛処理し，当日さらに被
検体塗嬢直前にセロファンテープで5回 strippingした。被検体100呼は，IS移入－ carrageenin 

(Picnin-A，逗子化学研究所）0.3m£を右胸腔内民投与する 3時間前と投与直後K，それぞれ剃

毛胸部の3cm×3.5cmR.へうを用い30秒間塗擦した。塗擦後はサランラ ップで胸部を震い，さらにシ

ノレキーテックスで保定し小型金網ケージ花入れた。 carrageenin投与 3時間後放血致死させ開胸

し，淡黄色の胸水を採取し 2.000rpm, 5分間の遠心分離後容量を測定した。

6. チオペンタール睡眠延長作用による鎮静試験

体重21～259のStd : ddY系雄性マウス（静動協）の腹部の毛を前もって剃毛して用いた。被検

体2om~ を剃毛胸部の 2 cm×2 cml[ヘラを用い30秒間塗擦し，その部位を、ンノレキーテックスで保定し

た。 30分後保定を除去し，直ちにチオペンターノレ（田辺製薬） 5 om~／旬を腹腔内投与した。睡眠時

間は正向反射の消失時間と回復時間の差より求めた。

7. 呼吸運動の観察

体重436～5099のBartley系雄性モルモット（静動協）の胸部の毛を剃毛し，ウレタン1.29

／旬の腹腔内注射で麻酔後，背位固定し， Y字型カニューレを気管lζ挿入した。カニュ ーレをマレ

イーのタンブーノレ民連結し，タンブーノレの動きをへーベJレを介して記録した。被検体投与の10分前

と5分前広正常呼吸運動を記録後，被検体 750殉／kgを鎮咳試験同様剃毛胸部の 3cm×4 emf（へラ

を用い1分間塗擦した。その後5'10, 20, 30, 45および60分後民呼吸運動を記録し，被検体塗擦

前の正常呼吸回数および呼吸換気量と比較した。呼吸数は振幅数を数え，呼吸換気量は下記の式に

より各測定時聞ととのl分間当たりの記録より相対量と して求めた。

呼吸運動の振幅の各頂点を結んだ用紙重量
呼吸換気量 （mt)= ×呼殴回数

空気ldを負荷した時の用紙重量

Il 毒性試験の部

1. 経皮急性毒性試験

体重130～ 2049のSlc:Wi star系雌雄ラ ット（静動協）およびSle :Hartley系雌雄モルモ

フト（静動協）を l群5匹として用いた。両動物とも前もって背部から腹部の毛を広く刈り，被検

体 169/kgをラットの雄ではlOcm×6cm，雌では10cm×5 cm，モノレモフトの雄では12cm×7cm, 

雌では 12cm×6.5 cmic::.へラを用い 1分間塗擦した。直ちに適用部民カ・・ーゼを当て，さらにシノレキー

テックスで被覆した。 24時間後被検体を洗浄除去した。一般症状は適用後のo.5 ' 1 ' 3および5時
間を含め14日後まで毎日観察した。 14日後生存例すべてを剖検し，臓器および組織の肉眼的観察を

司－内ぺu



行ったのち，一部臓器の病理組織学的検索を行った。 LDsoは14日後の死亡数より求めた。

2. 皮膚一次刺激性試験

体重 311～ 3739のStd: Hartley 

系雌雄モルモット（静動協）を用いた。

あらかじめ背部から両腹側部の毛を剃

毛し，皮膚状態の良好な動物10匹ずつ

の背部を区分し，各区画ごとに被検体

20mgを直径約l.Scmの円形状にへラを用

い30秒間単純塗擦した。塗擦後 1' 3 ' 

5 ' 24' 48および72時間後KTable 1 

のDraize5）の判定基準K従って皮膚

症状を評価した。

3. 累積皮膚刺激性試験

Table I Draizeの判定基準

：干点度
一
成

程
一
形

の
一
皮

応

一
編

反
一
と

膚
一
斑

皮
一
紅〉ー

n斑なし・・・ ・・・・・ ・・・・・・・・・・・・ ・・ ・・・・ 0 
ごく程度の紅斑〈やっと認められる程度〉・・・ ・・・ ・・・・ ・J 
明らかなm証・・・・・・ ・・・・・・・ ・・ ・・・ ・・・・ ・・ 2 
中等度から強いS工I躍・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3 
深紅色の強い車工E旺tこ軽い編皮形成（傷害はiHIに〉 ・・・・・・・ 4 

2）浮種形成

t芋樋なし・ ・・・・・・・・・・・ ・・・ ・・・・・・・・・・・ 0 
ご〈程度の浮腫〈やっと包められる程度〉 ・・・・・・・・ ・・・I 
S月らがな浮腫（周囲と明らかに区分可能） ・・・・・・ ・・・・・ 2 
中等度の浮腫（ I mm程盛り上がっている〉・・・・・・ ・・・ ・・3 
強い浮腫（ I mm以上盛り上がり、周囲tこも広がる〉・・・・・・・ 4 

体重 308～ 3729のStd: Hartley 

系雄性モルモッ卜（静動協）を用いた。あらかじめ背部から両腹側部の毛を剃毛し，皮膚状態の良

好な動物10匹の背部を区分し，各区画ごとに被検体30呼を直径約2仰の円形状にへラを用い30秒間

単純塗擦した。被検体はl日1回連続28日間ほぼ一定時刻民間一部位に塗擦した。刺激性の評価は

Table lの基準に従い 1日l田被検体適用の直前K行った。

4. 皮膚感作性試験

佐藤ら6）のmodifiedguinea pig maxi mizat.ion method k準拠して行った。体重327～

402 9の Sic:Hartley系雄性モルモ ット（静動協） をl群10匹として用いた。顕背部の毛を剃毛

し，剃毛部の 2cm×4 cmの4隅に実験直前KFreund’s complete adj uvant ( D if co ）を等量

の滅菌蒸留水でエマルジョン化したE-FCAを0.lm£ずつ皮内注射し，注射部位上の皮厨IC＃－型の

擦傷をつけたのち，彼検体 100呼ずつパッチテスト用紳創膏K塗り貼付した。さらにシルキーテッ

クスで24時間保定した。乙の＃型擦傷と被検体の適用はその後2日間計3日連続して行った。実験

開始 7 日後，再び頭部を剃毛し10~ちラウリノレ硫酸ナ ト リウム含有ワセリンを塗布した。塗布24時間

後，炎症部を微温水で軽く拭き，被検体200呼を 2cm×4 cmの櫨紙を用いて頭部氏密着させ， 48時

間シルキーテックスを用い閉塞適用した。なお，非感作群は無処置のままとした。 （ 

感作開始21日後，感作群と非感作群の動物の腹側部の毛を剃毛し，感作群と非感作群の動物托被 電2

検体20m~を直径l.5cmの円形状にへラを用~130秒間単純塗擦した。誘発24,48および72時間後K

Table lの基準に従い皮膚症状の評価を行った。

5. 光毒性試験

体重 330～3718のStd :Hartl y系雄性モルモ ッ卜（静動協）を用いた。あらかじめ背部から

両腹側部の毛を剃毛し，皮膚状態の良好な動物10匹の背部正中線を境とし，対称K15cm×15 cmの

区画を 3区画設けた。各区画に被検体50mgまたは0.05m£適用し，30分後片面をアルミホイルで、被覆

し， Black light ( FL20S-BL B，波長 315～400nm，東芝） 5本を用い3mm厚のガ・ラス

板を介し，背部皮膚面上IOcmの距離から30分間照射した。照射24,48および72時間後に光照射部と

非照射部の皮膚症状をTablelの基準に従い判定した。

6. 眼粘膜刺激性試験

体重2.9～3.5kgのStd: NZ W系雄性ウサギ（静動協）のうち眼に異常のないととを確認したも

のを用いた。各被検体Cと6匹とし，そのうち 3匹は被検体適用後生理食塩水で洗浄する洗浄群と

。λu
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し，他の3匹は非洗浄群とした。洗浄群は被検体 lOOmgまたは0.Imtを右眼険護内に適用後，直ちに

5時間およびし

さらにその結果を基に

3 ' 
5 , 3 , 2 ' 

and Kay 

果結

薬効試験の部

I KD-591 0配合単独成分の効果

ニクズク油，ウイキョウ油の経皮

6成分ともほぼdose l乙依害した鎖I度効果が認められた。

テレビン油，ユーカリ油，

鎮咳効果

2ーメントール，

投与による効果をPig2 IL示した。

dP,ーカンフノレ，

.e 
2 すなわち 3%,dose ユーカリ油およびウイキョウ油はおのおののmedianーメントール，

dos eと同等かそれよりも強い鎮咳作用を示した。他の成分は high 必および乱59ちが high 
予

response non or 乙れらの結果は咳の有無を a11 dose flて明らかな作用が認められた。

graded respons eとして評価した場合でも結果はほぼ同じでああるいは咳の止まった回数の

った。

6 開
閉
凶
E
o
ミ
－E
M帆
只

E
C
8
2
L
2
3
7
FUZ

3 

10 

-・ a 

0.17 0.5 1. 5 （~） 0 
ウイキ ．ウillJ

軽くマッサージし15秒後20m£の微温生理食塩水で噴射洗浄した。適用後 1, 

7日後lζDraize5）の判定基準K従って肉眼的K判定した。

Calandraの眼粘膜刺激分級法7）に従って刺激性の等級付けを行った。
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適用長 ：750吋／k9を剃毛胸部に塗摂 した

モルモットの器械的刺激法によるせきに対する

各種成分の濃度と鎮咳効果の関係

鎮静効果

6成分の効果をFig3 IL示した。 ユーカリ油， dP,ーカンフルには明らかな鎮静作用を認めたが，

またいずれの成分についても明確なdose依存性

-39 -

Fig 2 

他の成分については弱い作用しか認められず，

は認められなかった。
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0 0 0.7 2.0 6.0 1.7 5.0 15.0 0.17 0.5 1.5 0.4 1.2 3.6 1.0 3.0 9.0 1.7 5.0 15.0 
Control 
base・ユーカリ仙 d｛ーカン7ル ウイキ，ゥi山 ニク Xタilh tー〆ントール テレビンれIt

Cロncentration% ド＂

適用日 ：20吋を剃：GJ.山町IIに訟燃 した

持 base: IKD-5910 be.ea 

Fig 3 マウスのチオベンタール睡眠延長作用試験
におりる各種成分の濃度と鎮静効果の関係

2. IKD-5910の処方検討

1) 配合濃度の決定

鎮咳試験の結果から 2ーメントーノレは 3% ， ユーカリ油は 2% ， ウイキョウ油は0.5~ちを ， 鎮静

試験の結果からニクズク油は1.2%を至適配合濃度とした。d£ーカンフルについては特異な

芳香および局所刺激作用を有するととから，あまり濃度を上げるとその芳香は不快となり刺激性

の点からみて問題が生じてくる。ζれらのζとと鎮咳，鎮静試験の結果を考慮しd£ーカンフJレは

5 ~ちを，テレビン油では鎮咳試験の結果と鎮静試験の結果など、から総合的に判断して，中間濃度

の5%をそれぞれ至適配合濃度と判断した。

配合剤の決定 Table 2 I K D -5910候補処方とその組成

配合剤は単剤K比し，よ り優れた薬効を
軟膏 1009中の含有限(9)

示す必要がある。 Table2 K示したようK 有効成分

A B c 
d£－カンフJレ，2ーメント－Jレ，ユーカリ

d lーカンフル 5.0 5.0 5.0 

油およびテレビン油を配合したものを基本
lーメントール 3.0 3. 0 3.0 

処方Aとし，その基本処方にニクズク油を ユーカリ泊 2.0 2.0 2.0 

加えたものをBとし，さらにウイキョウ油 テレビン泊 5.0 5.0 5.0 

を加えたものをCとし，各処方の薬効比較 ユクス・ク泊 1. 2 1. 2 

を鎮咳試険と鎮静試験にて行った。 ウイキ，ウ泊 0.5 

A, BおよびC処方配合軟骨の経皮投与

による鎮咳試験の結果をTable3 IL.示した。 A処方では8匹中4匹に鋲咳効果が認められたが，

B処方およびC処方ではともに8匹中7匹に鎮咳効果が認められた。鎮咳効果の発現時間，持続

時間および咳の止まった回数をみた場合， B処方よりも C処方の方が優れていた。

-40-



Table 3 モルモ ットの器械的刺激法における各処方の鎮咳効果の比較

塗擁量 ::;:: 検体適用後の有効匹数
回鎮数咳／／刺総激発回咳数検 体

（吋／k9) 15分 30分 60分 ？日分 120分

A 750 4/8 。
B 750 7 /8 。
c 750 7/8 

次K鎮静試験の結果をFig 4 IL.示した。 A処

方では作用は認められなかったが，B,C処方

では明らかな鎮静作用の増大が認められた。

以上の鎮咳試験と鎮静試験の結果から判断し，

IKD-5910の処方はTable2 fL.示したC処

方とした。

3. IKD-5910の薬効薬理試験

1）鎮咳効果

Table 4 IL.結果を示した。 IK Dー 5910基

剤では全く鎮咳効果は認められなかったが， I

KD- 5910では 8匹中7匹K鎮咳効果を認め

た。また総発咳刺激回数中における鎮咳回数と

してみた場合は40田中21固に鎮咳効果を認めた。

2 2 6/40 

3 5 6 4 18/40 

6 6 7 6 26/40 

．命P<0.01vs A 

"? 15 
E 

色J・
E 
ニ 10
to 

= ・e-
恒

(/) 5 

。
Control A B c 

Fig4 マウスのチオベンタール睡眠延長作用
試験におりる各処方の鎮静効果の比較

また，市販品（V）でもほぼ同等の効果を認めたが，ややIKD-5910よりも弱かった。 一方，

陽性対照薬 dihydrocodeine phospase lOm~／kg ( i. p.）ではIK Dー 5910と同等の有

効率であったが，総発咳刺激回数中における鎮咳回数は lKD-5910よりも強い作用が認めら

れた。

Table 4 モルモットの器械的刺激；去におりる IK D -5910及び関連薬剤の鎮咳効果

検 体
塗擦量

（吋／k?) 

IKD-5910 base 750 

IKD-5910 750 

市販品（v) 750 

Dihydrocodeine・H3PO匂（lOmg/kg)*

2）去疾効果

0/8 

7/8 

6/8 

7/8 

検体適用後の有効匹数 回鎮数咳／／刺総激発回咳数

15分 30分 60分 90分 120分

。。。。。 0/40 

。 3 5 6 7 21/40 
。 3 3 6 6 18/40 
2 5 7 7 7 28/40 

* i.p.injection 

Table 5 IL.結果を示した。 IK D ー 5910 基剤では9.2~ちの弱い分泌抑制作用が認められたが，

IKD-5910では14.4%の明らかな分泌抑制作用が認められた（ pく0.05）。また，市販品

(V）でも効果が認められたが弱いものであった。一方，陽性対照薬 dP,- i s o p r o t e r en o l 

hydrochloride 2 ~ ／句（ s. c .）では 33.9%の明らかな分泌増大作用が認められた（ pく

0.01 ）。
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71 

ラットの気道内色素排池量を指標とした IK D -5910及び関連薬剤の去疲効果Table 5 

変化率（需）色素量

(μf)/m/,) 

塗擦量

（呼／si七e） 
動物数体検

抑制増加

0.812±0.04 7 Control 

9.2 0.737±0.05 750 7 IKD-5910 base 

14.4 0.695±0.04* 750 7 IKD-5910 

10.8 0.724±0.04 750 7 市販品（ v) 

33.9 1.087±0.04** (2mg/kg,s.c.) 7 Isoproterenol・HCl 

－’ 

vs control 

IKD-591 0及び市販品（V）にはともに解熱

8呼／旬（p.o.）では

** P<0.01 

解熱効果

Fig 5 IL.結果を示した。 IKD-591 0基剤，

作用は全く認められなかった。一方，陽性対照薬の indo me thac i ne 

解熱作用が認められた。

* pく0.05

＼＼ー
ー＼＼＼＼
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-0-Control 
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Z
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一口一 IKD-5910 base 

－・－ IKD・5910
-6一 iii似品（ v) 

一・－ Indomethacin &ng/kg p.o 38.0 

5 hr 4 3 2 。-18 
Yeast発熱ラットにおける IK D -5910及び関連薬剤の解熱効果Fig 5 

鎮痛効果

I KD-5910基剤では11.9~ちの弱い writhing抑制作用が認め

られたが， IKD-5910では25.7必の明らかな抑制作用を認めた（ pく0.05 ）。また，市販品

(V）では16.7%の弱い効果が認められた。 一方， 陽性対照薬 Intebancreamでは44.7 ~ちと強

い抑制作用が認められた（ pく0.01 ）。

-42 -
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Table 6 マウス酢酷writhing法によるIK D-5910及び関連薬剤の鎮痛効果

検 体 ’ 動物数
塗擦量

wri七hing回数
抑制率

，． 

(mg/s i℃e ) （%〕

Centro 1 -, 12 41 . 2±2. 6 

I KD-5910 base 12 50 36.3±2.3 11. 9 

’ IKD-5910 12 50 30.6±2.9肯 25.7 

市販品（ v) 12 50 34.3±2.2 16.7 

I nteba n crecim 12 50 22.8±2.7＊肯 44.7 

* P<O. 05 ** pく0.01vs control 

5) 抗炎症効果

Table 7 IC結果を示した。 IKP-5910基剤では10.7~ちの弱い抑制作用が認められたが， l

KD-5910では23.89ちの明らかな抑制作用を認めた（ pく0.05）。なお，市販品（V）では5.9%

と抑制作用は認められなかった。一方，陽性対照薬 Intebancreamでは65.8%の顕著な抑制

作用が認められたにP丈0.01）。

Table 7 ラットカラゲニン胸膜炎法におけるIKD -5910及び関連薬剤の抗炎症効果

検 体

Control 

I KD-591〔）・base 

!KO・5910

市販品（v) 

Inteban cream 

鎮静効果

’ー二τ塗擦量
動物数 －

（呼／ si七e） 

11 

11 l 00. 
ー

10 100 

10 l 00 

8 100 

胸水量 ーー 抑制率
(mt) (9の

ー

l. 12±0. 09 
’ 

l :oo±o. 06 10. 7 
， 

0,85±0.06会 23.8 
， 

1 . 05±0. 10・ 5.9 

0.38±0.07** 65.8 

安 P<0.05** Pく0.O_l vs control 

_Fig 6 I乙結果を示した。 IK D-5 91・0基剤では全く効果は認められ広かったが， LK Dム

5910では明らかな睡眠時間の延長作用が認められた（ pく0.05）。また，市販品（V）でも IK 

D-591 9とほぼ同等の効果が認められた。一方，ー陽性対照薬diphenhydramine hydro-
ch l o r i de 3 0 m~ /krtでは顕著な睡眠延長作用が認められた（ pく0.01 ）。

・． ’P
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マウスのチオベンタール睡眠延長作用試験におりる
I K D -5910及び関連薬剤の鎮静効果

工J<l)-5910 
base 

Control 
。

Fig 6 

呼吸運動効果

Fig 7に結果を示した。 IKD-5910の場合，適用60分後において，市販品（V）は30,45及

び60分後民有意な呼吸数の減少作用が認められた（ pく0.05 ）。呼吸換気量に関してはiKD-

5910基剤と IK Dー5Hl0はほとんど影響が認められなかったが，市販品（V）では30分以降滅

少作用が認められた（ pく0.05）。
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4. 吸入による IK D- 5910の鎮咳効果

Table 8 le結果を示した。 IK Dー 5910の場合750 mg/kfl IC相当する量から揮散する芳香成分

を吸入させた場合は6匹中 l匹に効果が認められ， 1.500mg/kfl IC相当する量からの場合は6匹中2

匹に効果が認められた。一方，市販品（V）の場合 75 0 mg/kfl相当量からでは効果は認められなかっ

た。1.500mg／句相当量からの場合はIKD-5910同様， 6匹中2匹に効果が認められたが，総発

咳刺激回数中における鎮咳回数は30回中の 2固と IKD-5910よりも弱いものであった。

Table 8 モルモットの器械的刺激法におけるIKD-5910と市販品開の蒸気吸入による鎮咳効果

検 体
塗接量

（時／k9) 

検体適用後の有効匹数

15分 30分 60分 何分 120分

鎮畷j総発咳

回数山刺君主回数::;:: 
IKD-5910 750 1/6 。。。 2/30 

!KO・5910 1500 2/6 。。。 2 2 4/30 

市販品（v ) 750 0/6 。。。。。 0/30 

市販品 （v ) 1500 2/6 。。。。 2 2/30 

毒性試験の部

1. 経皮急性毒性試験

Table 9に結果を示した。 IKD-5910およびIKD-5910基剤は169／句の適用によって

も，ラット，°'EJlそッ卜とも全く死亡例は認められなかった。一般症状ではラット，モルモットの雌雄とも適用

自にやや興奮状態を示したが，その後特記すべき変化は全く認められなかった。また， IKD-

5910基剤， IKD- 5910の体重変化はラ ットでは雌雄とも contraiと変らなかった。 しかし

ながら， モルモ ットでは intac tと比較すると control, IKD-5910基剤およびIKD-

5910は雌雄とも体重増加の抑制傾向が認められたが，contro lとの比較では IKD-591 0基

剤， IKD-5910とも差は認められなかった。

14日後，全生存例を剖検したととろ，皮膚およびその他の臓器並びK組織には IKD-5910K 

起因する所見は全く認められなかった。

Table9 IKD-5910の経皮急性毒性試験

動物
用量 L Ds) 体重増加

性 被検体 (g/kg) 死亡率 (g/kg (g) 

Control 。 0/5 49.2±2.0 

念 IKD・5910base 16 0/5 > .16 51.0±2. 7 
IKD-5910 16 0/5 > 16 49.2±2.9 

ラット
Control 。 0/5 20.4±1.0 

♀ IKD-5910 base 16 0/5 > 16 21.4±0.9 
IKD・5910 16 0/5 > 16 22.2±2.1 

Intact 。 0/5 127 .6±6.3 

Control 。 0/5 103.8±6.4 

0 IKD・5910base 16 0/5 > 16 110.8±9.7 
IKD・5910 16 0/5 > 16 108.4±8. 7 

モルモット
Intact 。 0/5 97.8土8.7

Control 。 0/5 66.8±10.9. 

♀ IKD・5910base 16 0/5 > 16 56.4±7.4 
IKD・5910 16 0/5 > 16 51.4±5.2 
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2. 皮膚一次刺激性試験

Tablる．』0に結果を示した。 IK Dー 5910’はIK Dー 5910基剤および日局親水軟膏ι同様0.5
前後のごく軽度の刺激性が垂観察期間中認められた。なお，症状としではいずれの場合も軽度の紅

斑のみであった。ーま，た，？性差は特K認められなかった。－

Table ・10 篭ルモッ品こおt九 IKD-59fcfc75皮膚一次刺激性試験

平均スコア
ーー，，・－ 』 ~ , 

～J _;..- --- - －－” . ー

被検体 1 hr・ 3hr 5hr 2 4hr 4 8hr- 7 2hr 
ー．

~ . --
ぢ一ー ♀ き ’♀ 色 ♀ き ♀ 呑 ♀ － き ♀ 

『’

IK0-5910’base・ 0.5 0.4 -o.6 o.s 0.1 0.2 0.1 0:4 0.7 0.3 0.5 0.5 
o.4 IKD・5910 0.4 0.3 0.1 o.s 0.2 0.5 0.6 0.3 0.5 0.4 0.4 

Hyd roph i I i c .ointment 0.4 0.3 0.4 0.6 0.2 0.4 0.3 0.6 0.9 0.3 Q.7 0.5 

~ 
3. 累積皮膚刺激性試験

Fig 8 IC結果を示した。 IKD-5910とIKD-5910基剤は試験開始5日目迄刺激性・ば少し

ずつ増大したが，その時点の平均スコアはL9および2.0と軽度なものであったーその後21日目迄ほ

ほ一定であったが22日目より軽快傾向を不した。一方， ー日局親水軟膏の場合は3日固まで刺激性は

a直線的に増大し，その時点のスコアは2.7と中等度なものであった。その後，若干の軽快と増悪をく

り返しながなも全体として軽快傾向を示した。なお，症状としてはいずれの場合も大部分が紅斑で

あったが，浮腫を伴う例も時々認められた。

c: 。
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a国.. 2 
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， 

Fig 8 毛）［，モットl乙おける IK D-5910の累積皮膚刺激性試験
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4. 皮膚感作性試験

Table 11 K結果を示した。 IKD 

-5 910基剤の誘発24'48および72時

間後の感作群と非感作群の平均スコア

に差は認められず，また，皮眉症状は

いずれの場合も弱い紅斑のみであり，

浮腫は全く伴わなかった。

一方，陽性対照薬のDNC Bでは感

作群の反応が明らかに強く，各時間帯

とも非感作群K比べ平均スコアで顕著

な差が認められた（ P< 0.01）。なお，

DNC B適用部の皮膚症状としては感

作群の場合，全例l乙浮腫を伴った強い

紅斑が認められたが，非感作群では弱

い相克のみであり浮腫は全く伴わなかった。

5. 光毒性試験

Table 11 K結果を示した。 IKD 

-5910およびIKD-5910基剤で

Table 11 モルモットにおける IKD-5910の
皮膚感作性および光毒性試験

平均評点
試験方法 彼検体 条件 判定

24hr 48hr 72hr 

感作群 0.20 0.30 0.30 
IKD-5910 base 〈一〉

非感作群．0.20 0.40 0.40 

感作群 0.60 0.90 1.00 
皮 膚感作性 IKD・5910 （ー〉

非感作群 0.20 0.40 0.50 

感｛乍群 4.60 4.40 5.40 
1% DNCB 〈＋〉

非感作群 1.00 0.90 0.50 

照射部 。0.30 。
IKD・5910base （ー〉

非照射邸 。0.30 。
照射部 0.10 。。

光毒性 IKD・5910 （ー〉

非照射郎 0.10 。0.10 
照射部 5.10 4.70 4.30 

2% 8・門OP 〈＋）

非照射部 。。。

はUV照射部と非照射部において差は認められなかった。一方， 陽性対照薬の 8一M0 PはUV照
射部においてのみ，全例lζ浮腫を伴った強い紅斑が認められたが，非照射部では何らの反応も認め

られなかった（ P< 0.01）。

6. 眼粘膜刺激性試験

Table 12 fr.結果を示した。 IKD-5910およびIKD-5910基剤の刺激性は69ち酢酸比比

べ一過性のものであった。障害部位の大部分は結膜ないし虹彩K対する軽度の充血であったが，6

9ち酢酸のみが点眼 1日後民角膜に対する一過性のごく弱い混濁が認められた。なお，6%酢酸も含

めIKD-5910, I KD-591 0基剤いずれも洗浄群と非洗浄群聞に刺激性の差はほとんど認め

られなかった。

Table 12 ウサギにおける IKD-5910の眼粘膜刺激性試験

被検体 条件
平均スコア

1 hr 3hr 5hr lday 2day 3day 5day ?day 

IKD・5910 洗浄群 。0.7 。。。。。。
base 

非洗浄群 1.3 0.7 。。。。。。
洗浄群 3.7 2.0 0.7 2.4 0.7 。。。

IKD・5910
非洗浄群 2.0 。。。。。。。

6% Acetic 洗浄群 12.4 9.3 10.7 10.7 6.7 4.0 0.7 。
Acid 

非洗浄群 8.0 8.0 8.7 6.7 7.3 4.7 0.7 。
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考察

かぜ症候群は日常的K羅思率の高い疾患であって，症状に合せた各種対症療法剤の服用が行われて

いる。近年，内服薬も安全性重視の方向にあるが，アスピリンなどのサリチル酸系解熱鎮痛薬lζよる

小児ライ症候群の発生，8）非ステロイド性抗炎症剤の胎仔動脈管収縮の問題9）等が指摘されている。

そのようなわけで，全身性の副作用のない安全性の高い経皮吸収型製剤，ぬるかぜ薬IKD-5910 

の開発を試みた。しかしながら，かぜの諸症状を想定した外用剤による薬効薬理学的研究はほとんど

行われていないのが現状である。そとで著者らは， IKD-5910の処方設計Kおいて薬効薬理学的

に評価しつつ薬物の選摂を行った。

IKD-5910の配合成分としてdeーカンフル等を始めとして揮散性の高い芳香性生薬成分を選ん

だのは，乙れら成分が経験的に鎮痛，抗炎症作用を目的とした外用剤K繁用されているという事実と，

かぜの諸症状の緩和に関連すると思われる薬理作用を有しているためである。すなわち， dーカンフ

ルでは局所投与による鎮痛 ・止痔作用10'11）および抗炎症作周辺），全身投与による去疾作用11),.f,一

メント一Jレでは局所投与』ζよる鎮痛 ．抗炎症作用山

時の粘膜麻癖除去作用叫ユ一カリ油では全身投与i乙よる去疾作用14,l テレビ．ン油では全身投与』ζ 

よる去疾作用14,15）およぴ抗炎症作用16）， ニクズク油17）では吸入にて，ウイキョウ油14）は全身投与にて

それぞれ去疾作用等が報告されている。さらに乙れら成分は経皮吸収のみならず揮散性を有している

ことから，体温によって温められ揮散した成分が吸入され気道系への直接効果も期待できるためであ

る。

IK Dー5910の処方検討のため，モルモットによる鎮咳試験と．マウスによる鎮静試験にて効果の

有無と配合濃度の検討を行った。鎮咳効果では2ーメントール，ユーカリ油及びウイキョウ油に強い

効果を認め，d£ーカンフJレ，テレビン油，ニクズク油では濃度を上げるととにより明らかな効果を認

めた。一方，鎮静効果においてはユーカリ油とdeーカンフルに明らかな効果を，ウイキョウ油とニク

ズク油には弱いながらもその傾向を認めた。それら結果をもとに各成分の配合濃度は， 2ーメント－

Jレ，ユーカリ油， ニクズク油およびウイキョウ油では，それぞれ3~ぢ， 2%, 1.2 %および0.5%とし，

deーカンフルでは本文の結果と薬効再評価結果18）を参考にし 5~ち，同じくテレビン油は本文の結果と
使用前例等から 5~ぢ と決定した。

IK Dー5910の処方決定についてはTable2に示したように， dーカンフノレ， 2ーメントーノレ，

ユーカリ油，テレビン油を基本処方Aとし，それKニクズク油を加えたものB，さらにウイキョウ油

を加えたものCについての効果を鎮咳試験と鎮静試験で比較検討した。Table3およびFig4 R.示し

たようK，鎮咳効果では6剤配合のC処方が最も有効性が高かったが，鎮静効果では5剤配合のB処

方よりも 6剤配合のC処方の方がやや緩和な効果が得られた。とれらの結果より IKD-5910の処

方はCすなわち，di,ーカンフノレ5%,.f,－メン トール3%，ユーカリ油29ち，テレビン油5%，ニク
ズク油1.2%，ウイキョウ油0.5%の6剤配合とした。

I KD-5910はかぜの諸症状を想定してモルモットでの器械的刺激法による鎮咳試験，ラッ トで

の気道分泌法による去疾試験，ラットでのイース ト発熱法による解熱試験，マウスでの酢酸writhing

法による鎮痛試験， ラットでのカラゲニン胸膜炎法による抗炎症試験，マウスでのチオペンターノレ睡

眠延長作用による鎮静試験およびモルモッ トでの呼吸運動について検討したところ，いずれの試験に

おいてもほぼ明らかな効果を認め，対照として用いた市販品（V）よりも優れた効果が認められた。な

お， IKD-5910には明らかな鎮痛 ・抗炎症作用が認められたにもかかわらず，解熱作用は認めら

れなかった。久木191;j:非ステロイド軟膏の抗炎症効果は，適用時期，塗布団数等の用法用量的要因に

よって大きな影響を受けたと報告しているので，解熱効果については乙の面からの検討が必要と考え
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られる。

外用剤による効果は局所からの経皮吸収比よるもopicaleffect20）とsy s t em i c e f f e c t 21）を

示すものがあり，さらに semi -topical effectの概念が提唱されている22）。 IKD-5910の

場合，配合成分はいずれも特異な芳香を有し極めて揮散性の高い製剤である乙とから，胸部等に塗擦

した時，経皮吸収される部分と皮膚から揮散した成分が吸気中K吸入古れる部分がある。特区後者に

ついては吸入のみによる鎮咳効果を調べたところ， Table8~L.示したように弱~＂＼ながらも明らかな鎮

咳効果が認められた。したがって， IK D-591 0の各種薬効薬理試験の効果は塗擦局所からの経皮

吸収に基づく効果と，体温陀より温められた芳香性成分の呼吸器系への吸入効果が，相加的あるいは

相乗的K作用し有効性を示しているものと考えられる。

次l乙IKD-5910の毒性試験についてであるが，まず経皮急性毒性試験における外用剤の適用面

積についてであるが， OEC D基準では総体表面積のio~ちを提唱している23）。 著者らはラ ット ，モノレ
モァ卜ともさらにその2倍の面積を適用面積とした。IKD-5910は最大塗擦量として169/kg適

用したが，全く死亡例を認めず，また病理組織学的にも IK D-5910 IL.起因すると考えられる所見

は全く認められなかった。皮膚一次刺激性，累積皮膚刺激性もともに日局親水軟膏とほぼ同等であっ

た。皮膚感作性，光毒性もともに陰性の結果を得た。さらに眼粘膜刺激性も 6%酢酸に比べると明ら

かに弱く一過性であり， Eay and Calandr aの基準による刺激の等級付けでもほぼpractically

nonirritating と判定される。乙れらのことより IKD-5910は経皮急性毒性，皮膚刺激性，

皮膚感作性，光毒性及び眼粘膜刺激性等Kおいて危倶すべき毒性はほとんど認められず，安全性の高

いものと考えられる。

以上のように， iKD-5910は外用する乙とにより鎮咳効果，去疾効果，鎮痛効果，抗炎症効果

および鎮静効果等を示した乙と，さらに安全性の高い乙と等より，ぬるかぜ薬としてかぜの諸症状す

なわち，せき，たん，鼻水，鼻づまり，くしゃみ，のどの痛み，頭痛，関節の痛み， 筋肉の痛み等に

対し臨床的Kも明らかな効果が期待されるものと考えられる。
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〔原著〕

Zymogen活性化機構に及ぽすオウバク成分の影響（2）※

上川 浩
Hiroshi KAMIKA WA  

株式会社贋貫堂研究開発部※※

ミカン科落葉高木キハダ（Phellodendron amurense Ruprecht ）の樹皮であるオウパクは，

古くより胃腸薬や消炎薬として，内用または外用に多用されてきた重要な生薬の一つである。

前報1）において，乙のオウバク中のある成分が，消化性プロテアーゼの活性化機構に対して，試験

管内で抑制的K作用することを見出し，その抑制成分の化学的性質や，作用機構について簡単托検討

した結果について報告した。

今回， ζれに若干の検討を加え，また，乙れまで主として研究されてきたオウノてクの主成分である

ベノレペリンとの比較を，アセチノレコリンエステラーゼ活性に対する作用を指標として行った。

実 験 方法

1 オウバクエキスの調製

オウバクを約5倍量のメタノーノレで数回加熱抽出し，さらにソックスレ一抽出器を用いてメタノ

ーノレKほとんど色がつかなくなるまで抽出し，抽出液は合わせて溶媒を留去してメタノーノレエキス

とした。また，乙の残濫lζついて約5倍量のアセトニトリルと水の混液（ 1 : 1 ）で3回抽出し，

抽出液は合わせて溶媒を留去し，乙のうち7.l<R.不溶の部分を除いたものを509ちアセトニトリノレエキ

スとした。

2. カラムクロマトク．ラフィー

DEA Eー及びCMーセルロース（ Whatman DE-52, CM-52）カラム（4.4cm¢×40cm) 

を用いてそれぞれAcOB-AcONa緩衝液 （0.0 1 M, pH 5.0 ）及びTris-HCl緩衝液（ 0.01 M, 

pB8.0）でイオン交換クロマトグラフィーを，またToyopear1 BW一50F （東洋曹達工業）を

担体としてゲルろ過を行い，フラクションコレクターにて約lOmeずつ分取した。

3. プロテアーゼ‘活性化測定法

前報と同様？c,C 3B/Be系雄性マウスより停臓及び小腸を摘出し，洗浄後それぞれ精製水を加

え，ガラス製ホモジナイザーで20%( W/V）磨砕液を調製し，乙れを 12.0 0 0×gで30分間遠心

し，その上澄液を各臓器抽出液とした。2）ザイモーゲンつまり酵素前駆体として隣臓抽出液を，ま

た活性化因子として小腸抽出液または精製トリプシン（ Merck ）を用い， ζれらを適当な濃度に

希釈，混合し，さらにオウパク抽出液及びリン酸緩衝液（ l/15M, pH 7.4) 1 meを加え，計2me 

とした。乙れを37℃で60分間インキュベーションしてプロテアーゼを活性化させた後，基質として

1%カゼイン溶液（ Hammar s ten氏法カゼイ ン19をl/15MNa2 RP04 75mU［加熱溶解した

後，精製水で 100meとする。） l meを加え，さらに30分間インキュベーションして蛋白を分解きせ

※ 第6回家庭薬開発研究会発表 （富山， 1986年11月7日）

※※ 〒930 富山市梅沢町2-9-1 TEL 0764 (24) 2271 
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た後， 0.8Mトリクロノレ酢酸lmtを加え，未分解の蛋白を沈殿させた。乙れを遠心，その上澄液を l

mtとり， ζれに0.4M Na 2 C 0 3 5 mtと1Nフェノール試薬lmtを加えて呈色させ，その 660nm 

における吸光度をプロテアーゼ活性の指標とした03)

4. アセチjレコリンエステラ一ゼ

基質としてacetylthiocholine iodideを’発色試薬として5'5，一dithiobi s一2一

nitrobenzoic acid (DTNB) を用いたチオコリン法l乙て行つた。4) ( Fig 1 ) 
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Fig I Ach E活性測定法の原理

過剰量のAch溶液及びDTNB溶液を各々 Imtずっと， リン酸緩衝液（ O.lM, pH 8.0) 2 mtを混合，

乙ζにオウバク分画液1mt及ve適当な濃度のAchE溶液1meを加え， 25℃でインキュベーションし
た。乙の反応溶液の 410nmにおける吸光度を一定時間おきに測定し，単位時間あたりの吸光度の

上昇をAchE活性とした。

実験結果

前報よ り大量の試料を用いて， やや条件を変えてイオン交換クロマ トグラフィーを行い，その分画 f!1 
液の 280nmにおける吸光度と，プロテアーゼ活性化に対する抑制作用とを比較した。

陰イオン交換体であるDEAEーセルロースによる分画では， 280nm における吸光度を指標とした

長初のピークに，プロテアーゼ活性化に対する抑制作用が認められた。（ Fig 2 ) 

続いて，乙の抑制作用を示すフラクションについて，陽イオン交換体であるCMーセルロースによ

る分画を行ったと乙ろ，やはり最初の，小さなピークに抑制作用が認められた。（ Fig3 ) 

更lζ乙のフラクションについてToyopeartHWー50F（蛋白排除限界 8×104 ）を担体としてゲ

ノレろ過を行ったととろ，比較的早く流出するピークK抑制作用がみられた。 （Fig4 ) 
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続いて， とのイオン交換及びゲノレろ過により精製された，プロテアーゼ活性化応対する抑制成分の，

すでに活性をもった精製ト リプシンに対する，直接的な作用を検討した。その結果，用量依存的にト

リプシンのプロテアーゼ・活性を阻害する作用が認められた。（ Fig 5 ) 

また， トリプシンとはタイプの異なるプロテアーゼ・であるパパインに対する作用についても検討し

たと ζろ，その用量には差があるものの，やはり同様な活性阻害作用がみられた。（ Fig 6 ) 

また， ζの精製フラクションは，塩酸または水酸化ナトリウム溶液で，水浴上で30分間処理する乙

とによ り，そのプロテアーゼ活性に対する抑制作用が不可逆的l乙失われた。（ Fig 7 ）更に，乙のフ

ラクションについて種々の定性試験を試みたと乙ろ，糖の定性試験であるMolish-U dransky反応

に陽性であり ，シリカゲノレ薄層クロマトグラフィーで，展開溶媒としてn-Bu OB・ Ac OH・ I 0%NB3 

・H20 ( 5 : 3 : l : l ）混液を用いた場合，硫酸またはニンヒドリンにより検出される単一のスポ

ットを示した。
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Fig 6 オウパク精製フラクションのパパインに対する作用
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乙乙で，ベルペリン児はアセチノレコ リンエステラーゼ（ AchE）に対する活性阻害作用が報告され

ている。5）そ乙で，ベノレペリンとの比較のため，乙の分画成分のAchE活性に対する作用を検討した。

その結果，オウバクのメタノ ールエキスと50%アセトニトリルエキスには，同程度のAchE活性阻害

作用がみられた。しかし， DEA  Eーセルロースで精製する乙とにより ，その阻害作用はかなり弱し1

ものとなり， CMーセノレロースKより精製したフラクションには，すでにAchE活性民対する作用は

認められなかった。（ Fig8) 
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結論及び考察

とのオウパク中のプロテアーゼ活性化機構に対する抑制成分は，前報どおり，熱安定性の高い水溶

性かつ電気的に中性の物質であり，更に，その分子内に糖や，アミノ酸または蛋白を含む，分子量数

万ないし十数万の高分子で，酸やアノレカリに対して不安定な物質であると推測8れる。

そしてその作用機構は，乙の成分がプロテアーゼイ ンヒビターであり，プロテアーゼの活性を非特

異的に阻害する乙とlとより，一種の蛋自分解作用である活性化因子の作用をも抑制し，その効果を発

現するのではないかと考えられる。

また，前報で報告したとおり，乙の成分とベルペリンとが，プロテアーゼ活性化機構比対しては相

反する作用をもっととや，今回の結果より，ベルペリンのもつAchE活性に対する阻害作用が，乙の

成分には認められないととなどから，乙の成分は，オウバクのもつ薬効のうち，乙れまで主として研

究主れてきたベノレペリン系アルカロイドとは，また異なった薬効に関与している可能性が考えられる。

さらに，乙の成分が酸IC:.対しては不安定な乙とから，オウパクを経口的に用いた場合と，外用剤と

して用いた場合の，それぞれの薬効の違いなどについても，今後検討していきたいと考えている。
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〔原著〕

数種の生薬エキスによるラットレンズアルドースリダ

クターゼ活性に対する阻害作用の検討※

前古 豊田 中良一黒 瀬映子
Yutaka ZENKO Ryoichi TANAKA Eiko KUROSE 
櫨彰
Akira HAJI 

東亜薬品株式会社 試験開発部※※

白内障（しろそ乙ひ）は種々の原因により水晶体K混濁が生じるものである。現在，糖尿病性合併

症として糖尿病性白内障及び，老人性白内障が大部分を占め，きわめて重要な問題となっている。

糖の代謝系では，通常クツレコースなどの糖の大部分は解糖系のへキソキナーゼ.~＜：：.より分解されTc 
A回路へと運ばれてゆくが，その一部は，ポリオール系の代謝を受ける。グルコースはアノレ ドースリ

ダクターゼ‘（ AR)I＜：：.よりソルピトールK，さらにソルビトールはソルピトールデヒドロゲナーゼ

(SDH）によりフルクトースへと分解されてゆく。しかしながら，糖尿病による高血糖状態では，

解緒系の糖代謝は言うまでもなく ，ポリオーノレ系の代謝も活性化する 1）。 ζのため， ARの多く存在

する水品体内では，ソルビトールが蓄積し易くなり，蓄積したソルピト －）レは水晶体外へ排出されな

いため，水晶体内の浸透圧，電解質量及び，含水量の上昇や，レンズ内のグノレタテオンの減少を誘起

きせ，さらに他の酵素系や代謝系の平衡異常をお乙す。そして，乙れらの原因により水品体蛋白質の

変性が生じ，レンズが白濁し，最終的には糖尿病性白内障に移行するの。

老人性白内障は，一般に加齢による老人性変化として白濁が生じるのといわれているが，近年，加

齢によってAR活性は変化しない4）が， SD E活性は低下することが，ラットを用いた実験で報告さ

れており5），乙のSD E活性の低下によるレンズ内でのソノレピ トールの蓄積が原因のーっと推察され

る。

以上のようにAR活性を阻害する乙とが，糖尿病性さらには老人性白内障の予防もしくは治療手段

として有効と考えられる。

一方， AR活性の阻害物質として多数のフラボノイド誘導体が報告され，生薬含有のフラボノイド

にも高い阻害作用のある ζ とが確認されている6)7）。

そ乙で，今回，従来より「自民効く」又は，「白内障は良い」として用いられてきた数種の単味生

薬や漢方処方8)9），さ らには，フラボノイドを含む生薬ゆ1.0~＜：：.注目し，それらのエキスによるラット

レンズAR(RLAR）活性阻害作用を検討したので報告する。

実験方法

1) $ampleの調製方法

Sampleの漢方処方エキスまたは，単味生薬エキスのうち乾燥紛末エキスはそのままで，抽出エ

キスまたは軟調エキスは，減圧乾燥または凍結乾燥の後， DimethylSulfoxi de ( D MS 0 ）で

終濃度l×10-69/mt～5×10-59/mt(DMS Oは反応液中の濃度で196）になる様溶解希釈して用いた。

※ 第6回家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山， 1986年 ll月7日）

※※〒939ー05 富山市三郷26 TEL 0764 (78) 5100 
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尚，溶媒として用いたDMSOは1~ちの濃度で全く AR活性阻害作用を示さなかった。

2) A R粗酵素液の調製

七週齢， Wistar系の雄ラット（約2509 ）を頚椎脱臼させ，両眼から水晶体を摘出し，酵素保

存液（0.1M phosphate buffer, lmM NADP, 1 mM 2-Mer cap toethanol, pH 6.8 , at 0℃） 

に入れ，－28℃で保存した。約400個の水晶体を集め，ホモジナイズし， 0℃， 15分間， 10.00 0× 

gで遠心分離した後，乙の上澄みのAR活性を測定し，酵素濃度が1.6～1.9uni ts fL.なる様に酵素

保存液で希釈した。乙れを，サンプル管に各l.5m£づっ分注し，－28℃で保存したものを適宜取り出

して実験に用いた。

尚，操作はO℃～4℃で行った。

3) A R活性阻害作用の測定方法

.A R活性の測定は，ダブルビーム分光光度計を使用し， NADP EがNADPK酸化されて消失

する入＝ 340 nmの吸光度を 200秒間測定した。

1 me用石英マイクロセルを用い，対照側には反応基質として， df,-Glycelald ehydeの入った

(+)Buffer ( O.lM phosphate buffer, O.lmM NADPH, lOmM di-Glycelaldehyde, 

pH6.2, at 2 5℃）を，試料側には基質の入っていない（一） Buffer ( O.lM phosphate buff er, 

O.lmM NADPH, pH 6.2, at 25℃）を各 970μ,eづつ入れ，更IL,Sampleを各10 μ,eとAR 

粗酵素液を各20μ,e加え，ピペッティングによる撹伴の後，酵素を加えてから約l分後民測定を開

始した12）。

(4) A R活性阻害率の算出法

NADP Eは時聞に依存して自己解離を起こすので， BlankのNADPHの吸光度は時間ととも

に低くなる，そこで， NADP Hの自己解離曲線を求め，Sample適用後のNADP Hの吸光度と，

その時聞における BlankのNADPHの吸光度よりAR活性阻害率（ Inhibitory Rate : I. R.) 

を算出した。

I. R. =As/ Ab×100 （必）

As: Sample適用時のNADPHの吸光度

Ab: Sample適用時のBlankのNADPH吸光度

阻害率を片対数グラフにプロ ッ卜してグラフより各生薬エキスのIC”を読みとった。

結果及び考察

A R活性阻害作用測定の結果， 漢方処方エキスの中で，糖尿病性及び，老人性白内障に用いられる八

味地黄丸8）は，その乾燥エキスにおいて5×10-s9/meの濃度で31.19ちのAR活性阻害作用を示した。

八味地黄丸中の佳皮にはIC50 = 7.6×10-69/meのAR活性阻害作用はあるが，地黄をはじめとする他

の7種類は，単味でほとんどAR活性阻害作用を示さない乙とが報告されている13）。

また，古来より目の治療に用いられてきた漢方処方8）のうち，三黄潟心湯乾燥エキスはIC50 = 13 

×10-59/mt，防風通聖散乾燥エキスはIC50 = 4.9×1o-s9.斤1£だった。（ Table 1 , Fig 1 -a ) 

単味の生薬エキスlζ関しては，菊花でIC50 = 4.4×lσ6 fJ/meと高いAR阻害作用を示し，以下，蔓

剤子はIC50 = 5.3×10-6 9／分1£，拘杷はIC50=2.0×10-s 9／づ71£であった（ Table1, Fig 1 -b ) 

さらに，フラボノイドを含む乙とが知られている単味の生薬エキスlとおいては，密蒙花がICso = 

2.2×10「69/meと高いAR活性阻害作用を示し，以下，甘茶がIC50 = 5.6×10-69.バ1£，谷精草がICso= 

5.8×1σ69/mt及び，塊花がIC50 = 6.2×10・69/meであった（ Table 1 , Fig 1 -c ）。
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これらの強いAR活性阻害作用を示した単味生薬や，漢方処方エキスの原料には以下K述べる様な

フラボノイドイじ合物が含まれているととが知られている。密蒙花及び， 三黄潟心湯に配合された黄連

l乙は acacetinlO），蔓別子はvi texicarpin 11），三賞潟心湯に配合される黄苓にはwogonin, 

baicalein ll），菊花には apigenin-g 1 ucos ide ll），甘茶及び塊花にはquercetin,

rutinlO），拘杷｝ζはrutin10）である（ Table2 ）。

of Curve Inhibition Fig 1 -c : 

bai cal in, 

kaempfero'l, 

in Crude Drugs Table 2 : Flavonoids 

自に効〈漢方処方F I a v o n o i d s 単味生Ji

葛鍛渇daidzein, puerarin :g 根

quercetin kaempferol, 「utin, 現花

quercetin rutin, kaempferol, 余甘

拘 t己 紀菊地貧丸・明目地質丸rut in 

滋腎明白昔話・洗肝明目散vitexicarpin JI訓子

三貧富Z心~·防風通霊散 ・ 洗肝明目散baicalein 11ogonin, baicalin, ~ 黄

三貧富E心湯.l1e肝明目散acacetin jt 連

i1f肝明白数・ 4己菊地質丸a p』Zenin・glucoside 菊花

acacet1n 密葱花

線濁八味地寅丸・牛車腎気丸・｝！；flavan-3・ol・glucoside径皮

牛車腎気丸homoplataginin, plantaginin 車前子

A R活性阻害作用を示す乙とが既広報告乙れらのフラボノイド化合物のうちいくつかについては，

今回の生薬エキスのAR活性阻害作用は，含有されるフラボノイド化合物の作用で発現されており，

している可能性がある。

現在，強力なAR阻害物質であるといわれてし1るONOー2235は，本実験でIC50= 15×10-89/me 
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であった（Table1）。しかし， ON0-2235は精製された単物質であるため，生薬エキスとの比較は

できないが，生薬エキスに含まれるAR阻害物質も単離精製することにより強い阻害を示す可能性が

ある。

後発白内障の治療薬として用いられている シネラリア圧慨は14~ 5×10-5仰 の濃度で， 26.2務
と弱いAR活性阻害作用を示した（ Table 1 ）。 ζのことから， シネラリア圧搾液の作用機序~CAR
活性阻害作用はあまり関与しないと思われる。

古来より，自の薬として伝承されて来た動物性生薬（規エキス， 鯉肉圧搾液）は本実験では全く作

用を示さなかった （Table 1 ）。八味地黄丸，拘杷，菊花及び蔓刑子などの眼科領域で広く使用され

ている生薬は，肝または，腎機能の改善陀効力を示し，視力障害児有効と考えられている8)9）が，今

回，とれらの生薬は RLAR活性阻害作用を示し，肝，または腎に対する作用のみならず，直接眼の

酵素K作用して白内障の予防または，治療に効果を示している可能性がある。

現在，我々は白内障の治療に使用されている漢方処方エキスのうち強いRLAR活性阻害作用を示

した生薬についてカラム分画を試み，それぞれの分画のAR阻害作用を検討している。

本研究では， in vi tr oで数種の生薬のRLAR活性K対する阻害作用を検討したものである。

in vivo において，既K，ウサギやラットを用いて， so r bin i 1 IS）や to1restat16）の検討が進

んでいるが，乙れら薬物の阻害作用を検討するだけでなく，点眼薬では薬物の結膜嚢内滞留時間や角

膜透過性が，内服では，薬物の血中濃度や水晶体への移行率が重要な問題となる円今後乙れら薬物

の bi o av a i l ab i l i t y IC関する問題及び，実験動物の白内障モデルを用いての詳細な検討が必要で

ある。

本研究にあたり，御指導を賜った富山医科薬科大学 ・薬学部・薬用資源学講座の清水岩手夫助教授，

ならびに薬用資源学講座の皆様に深く感謝いたします。
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〔原著〕

点眼剤中の塩酸ジフェンヒドラミン及び、

メチル硫酸ネオスチグミンの同時定量法※

明官紳ー寺西昌明
Shin’ichi MYOKAN Masaaki TERANISHI 

テイカ製薬株式会社開発部※※

点眼剤中の有効成分である塩酸ジフェンヒドラミン及びメチノレ硫酸ネオスチグミンの定量は比色法。～②

では同時に2成分が配合された場合や，他の妨害成分などの配合により定量値が過大値となるため適

当な前処理を必要とし，定量操作を煩雑なものとしていた。点眼剤中の有効成分の定量では，他の剤

~ 形民比べて添加剤等の影響は比較的少なく，そういった面では直接試料を注入して測定するHPLC 

法を用いるのは最も適した剤形であると言える。筆者らは乙れらの点を考慮し，塩酸ジフェンヒドラ

ミン及びメチル硫酸ネオステグミンを配合した点眼剤Kついて，その同時定霊法を検討し，比較的短

時聞に精度よく定量する条件を確立した。また点眼剤に繁用される他の成分等が及ぼす妨害について

もあわせて報告する。

実験 の部 Table 1 モデル処方

l. 標準品及び試料

1）標 準 品

塩酸ジフェンヒドラミン標準品：日局塩

酸ツフェンヒドラミンをエタノ －）レで再結

晶した後， l0 5 °で3時間乾焼する。含量

9 9.0銘以上

メチル硫酸ネオスチグミン標準品：日局

メチル硫酸ネオスチグミンをエタノ －）レ＋

エーテJレで2回再結品した後l0 5 °で3時

間乾燥する。含量99.0必以上

2）試料

モデノレ処方（Tablel ）民基づき調製し

たもの

2. HP L C条件

カラム；ラフアノレパックマイクロボンダノマ

成 分 名

注酸ジフ ェン ヒドラミン

メチル硫酸ネオスチグミン

酢酸 ト コ フエ ロ ー ル

アミノ エチルスルホン酷

コンドロイチン硫酸ナト リウム

ホ ウ 酸

ホ ウ 砂

どーメントール

f”廿が， 解 剤

防 腐 剤

滅菌 精 製 ＊

全 量

ック C18 （ウォーターズ社製， 8慨 ID×lOcm, f.立径10μ ) 

カラム温度：常温

移動相 ：0.0lMリン酸ニ水素カリウム ・アセトニトリル混液（45:55) 

※ 第6回家庭薬開発研究会シンポジウム （富山， 198 6年11月7日）

※※〒930 富山市荒川25 0 TEL O 7 6 4 ( 31) 8 8 81 
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含量 （mg)

20 

5 

20 

500 

100 

1500 

70 

3 

100 

20 

適 量

lOOml 



検出波長： 260nm 

流速：2mt/min 

3. 内標準溶液の調製

アセナフテン（和光特級） 55mgを量り，アセトニトリルを加えて 100meとする。乙の液4meを量
りアセトニトリノレを加えて 100m£とする。

4. 標準溶液の調製

塩酸ジフェンヒドラミン標準品 100mg及びメチル硫酸ネオスチグミン標準品25mgを量り，水を加

えて正確に 500meとする。 ζの液5meを量り，内標準溶液3meを加え，更に水を加えてlOmeとし標
準溶液とする。

5. 試料溶液の調製

試料5me （塩酸ジフェンヒドラミン 11吻，メチル硫酸ネオスチグミン0.25mg対応量）を量り，内
標準溶液3meを加え，更に水を加えて10m£とし，試料溶液とする。
6. 定量法

標準溶液及び試料溶液120 μR,ずつをHPLC K注入し，得られたクロマトグラムの内標準物質

民対する塩酸ジフェンヒドラミン及びメチノレ硫酸ネオステグミンのピーク面積比を求め含量を算出

する。

~ 

結果及び考察

1. HP L C条件の検討

移動相は0.01Mリン酸二水素カリウムを添加した水・アセトニトリノレ混合溶媒とする逆相分配ク

ロマトグラフィーを用い，カラムは逆相用充填剤として一般的なウォーターズ社製のラジアJレパッ

クマイクロボンタ。パック cl8 を用いた。移動相のアセトニトリル濃度を50~ちから65~ちまで検討し各

ピークの K＇を算出した（ Fig1 ）。

ζの結果から各有効成分の分離が良好で溶出時間も適当である0.01Mリン酸ニ水素カリウム・ア

セトニトリル混液（45:55）を移動栢と決めた。

標準溶液及び試料溶液より得られたクロマトグラムをFig2 ~ζ示す。
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Fig ¥ Effect of acetoni trile concentration 
on ohro皿atogra田 ofdiphenhydra血inehydrochloride, 

neoatigxnine r国 thylsulfateand acenaphthene 

Fig 2 Chro田atogra皿 ofdiphenhydamine hydrochloride, 
neoetigmine methylsulfate and acenaphthene 

A) standard B) sample ・diphenhydramine・neost1gmine
企 L S. (acenaphthene) 

(I) neo st igmine 

(2) diphenhydramine 

(3) I. S. (acenaphthene) 
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2 検量線

塩酸ジフェンヒドラミン 20 0 μ!}/mt以下及びメチノレ硫酸ネオスチグミン50μ!}/mt以下で作成

した検量線はいずれも原点を通る良好な直線性を示し，相関係数はいずれも 0.99 9以上であった

( Fig 3 , 4 ）。

3 0 .8 

。 。
・rl ・rl 

+' +' 
ro 2 ro 
」 」

e唱 ω 。 ＠ 0.4 
!-. 』

ro ω 

．単 -; ro 

） 
＠ ＠ 

ロ‘ 。‘

。 。
100 roo (p 9/ •t) 25 50 (µ'l/•l) 

Fig 3 Calibration curve of Fig 4 8alibra.tion curve of 

diphenhydramine hydrochloride neostigmine methylsulfate 

3. 添加回収試験

含量既知の試料溶液K塩酸フフェンヒドラミン標準品及びメチノレ硫酸ネオステグミン標準品を添

加したときの回収率を検討した。

いずれの成分もほぼ100必の回収率を得た （Table 2 ）。

Table 2 Recovery of diphenhydra.mine hydrochloride a.nd 

neostigmine methylsulf a七e added to the sample 

diphenhydramine 間ostig周i問

Added(μg/ ml ) Recovery(%) Added( μg／闘I) Recovery(%) 

2 5. 0 5 99. 5 6. 2 1 100. 1 

5 0. 1 0 99. 8 1 2. 4 2 1 0 o. 6 

7 5. 1 5 1 0 0. 1 1 8. 6 3 100. 7 

1 oo. 20 1 0 1. 2 24. 84 101. 8 

4. 製剤への適用

モデノレ処方にしたがって調製した製剤について定量を行った （Table3 ）。

これらの結果から製剤中の塩酸ジフェンヒドラミン及びメチル硫酸ネオスチグミンの同時定量が

極めて精度よく定量でき， CV値はいずれも l必以内であった。
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Table 3 Determination of diphenhydramine hydrochloride and 

neostigmine methylsulfate in eye drops 

Sample Content in sample(%) Average (%) 
、

No. diphenhydra111ine neostig111ine diphenhydramine neost i gm i ne 

9 9. 2 98. 9 

99. 8 9 9. 8 99. 6 9 9. 7 

99. 8 I 0 0. 5 

99. 0 9 8. 9 

2 I 0 0. 0 9 9. 8 9 9. 7 99. 8 

1 0 0. 1 I 0 0. 7 

100. 9 100. 0 

3 100. 5 100. 3 1 0 o. 6 100. 3 

100. 4 100. 5 

妨害成分の検討について

1. 試験方法

本定量法が点眼剤を対象としたものである乙とから，眼科用薬製造（ 輸入）承認基準4）に収載さ

れた有効成分及び一般点眼薬K繁用される防腐剤Kついていずれもその配合される最大濃度を注入

した場合の本定量法における保持時間，妨害の有無について検討した。

定量を妨害しないものをO，妨害するものを×，また移動相のアセ トニトリノレ比を変えK＇を変

動させる乙とにより分離できると考えられるものをムとした。

Z 結果

乙れらの結果をTable4 , 5 IL示す。塩酸ジフェンヒドラミン及びメチル硫酸ネオスチグミンの

同時定量を妨害しない成分はイプシロンア ミノカプロン酸，アラントイン，硫酸亜鉛，乳酸亜鉛，シ

アノコパラミン，パンテノール，パントテン酸カルシウム，パントテン酸ナト リウム，酢酸トコフ

エロール， Lーアスパラギン酸マグネシウム・カリウム，アミノエチノレスルホン酸，コン ドロイテ

ン硫酸ナトリウム，塩化ベンザノレコニウム，塩化ベンゼ．トニウム，クロロブタノールで‘あった。ま

たパラベン類についてはすべてメチル硫酸ネオスチグミンのピークに妨害を与え，乙れらが共存す

る場合は本法は利用できなかった。
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Table 4 承認基準収載有効成分の液体クロマトグラフィー

理a I& 分 名 260n m吸収 保持時間（min) ジフェンヒドラ ネオスチグミン 肉概織物質
(Abs) ミンの定量 の定量 への妨害

エ ピ ネ フ り ン o. 04 }. 7 。 x 。
!.; ~エフ z ドリン o. 34 2. 6 。 x 。
A ~~ナフ 7 ゾリン o. 0 3 3. 5 。 x 。
E青酸ナフ 7 ゾリン o. 19 3. 3 。 × 。
dl－~殴メチルエフ z ドリン o. 3 6 2. 9 。 × 。
B メチルE置酸.t:tスチグミン 0. 03 3. 2 。 ー 。
イプシロンーアミノカプロン霞 0. 0 I 1. 7 。 。 。
ア フ ン イ ン o. 0 2 1. 8 。 。 。
JS 化 ベルベ リン OVER RANGE 5. 2 × 。 /::,. 

~殴ベルベリン OVER RANGE 5. 2 x 。 A 

c アズレンスルホン圏直ナトリウム 2. 20 2. l 。 !:. 。
（、 グリチルリチンIQニカリウム OVER RANGE 2. 0 t』 × 。

・it • 霊 鉛 o. 00 ー 。 。 。
乳 • 亙 鉛 o. 00 ー 。 。 。
塩化リゾチ ー ム 3. 60 4. 0 × × × 

JSllジフェンヒドラミン o. 37 4. 8 ー 。 。
D 
マレイン殴クロルフェニラミン 2. I 8 4. 4 × 。 。
フラピンアデニン OVER RANGE 1. 3 。 × 。
ジヌヲレオチドナトリウム

シ アノ コバラミン o. 93 2. 0 。 。 。
l! .ピリドキシ ン 2. 35 2. 1 × x × 
E 
パンテノール o. 00 。 。 。
パントチン.カルシウム o. 00 ー 。 。 。
バントテンIIナトリウム o. 00 ー 。 。 。
酢Illトコフエロール o. 23 2. 2 。 。 。
L－アスバラギン歯マグネシウム o. 05 1. 5 。 。 。
・カリウム〈等量混合物〉
F 
アミノヱチルスルホン. o. 0 0 ー 。 。 。
コンドロイチンasナトリウム o. 0 1 ] . ] 。 。 。
スルフ7メトキサゾール OVER RANGE 2. 6 x x × 
G 
スルファメトキサゾール OVER RANGE 2. 3 × × x 
ナトリウム

Table 5 一般点眼薬の防腐剤の液体クロマトグラフィ ー

成 分 名 260n m股収 保持時間〈聞in) ジフェンヒドラ ネオスチグミン 内篠崎妨直物警質
(Abs) ミンの定量 のま定量 への

!;itベンザルコニウム滋 SOX o. 05 。 。 。
~化ベンゼトニウム減 10% 0. 0 1 。 。 。
クロロプヲノール o. 00 。 。 。
パラオキシ安息香Irエチル OVER RANGE 2. 9 。 × 。
バラオキシ安息香酸ブチル OVER RANGE 3. 9 × x 。
パラオキシ安息寄酸プロピル OVER RANGE 3. 3 。 × 。
パラオキシ安息香IIメチル OVER RANGE 2. 6 。 × 。
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考察

今回我々は塩酸ジフェンヒドラミン及びメチル硫酸ネオスチグミンの同時定量について報告したが，

「多数の製品に共通して利用することが可能な定霊法」を確立する乙とを目指し，本法に影響を与え

る他成分を明らかにできたので，今後定量を検討する際や品質管理，製剤開発に役立てたい。

結論

1. 点眼剤中の塩酸ジフェンヒドラミン及びメチル硫霞ネオスチグミンの同時定量法を確立し，品質

管理面に供する乙とができた。

2. 本法の妨害因子等について検討し，今後の基礎資料として有用と考えられた。
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〔原著〕

漢方製剤の品質に関する研究（第 1報）※

一一一一平
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成 川一郎 西本初博 吉井美矢子
Ichiro NARIKA WA Hatsuhiro NISHIMOTO Miyako YOSHI! 

中田るり子 石田裕子
Ruriko NAKADA Yuko ISHIDA 

東亜製薬株式会社 試験研究室※※

平胃散は「JJi:4. 0，厚朴3.0，陳皮3.0，大環2.0，甘草10，乾生萎0.5～1.0」から成り，原方では。「生萎，大損以外は粉末とし，生萎片と乾燥大喪を二つ割りにしたものを加えて水で煎じた後，生萎，
大積は号｜き上げて残りを熱いうちに服用する。」か，又は食前に服用する場合は「生善，大積以外の

生薬のみ粉末とし，食塩少々を加え，熱湯にといて熱いうちに服用する。 」1）とされている。

しかし現時点では一般に上記6種生薬の湯液又はエキス製剤として服用されている。

ところがこれら 6種生薬中北，原朴，陳皮，生萎は揮発性健胃成分を多く含み，湯液やエキス製

剤の調製方法がその品質K影響を与えることが懸念される。今回，エキス製剤の調製方法と内容成分

の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

(1) 平胃散構成生薬

0 m. （ジ ニz ツ） 4. 0 fJ 

0厚朴（ コウボク） 3.0 fJ 

0 陳皮（チ ン ピ） 3. 0 fJ 

大積（タイソウ） 2.0 fJ ． 甘草（カン ゾウ） 1. 0 fJ 

0生萎（ショウキョウ） 0. 5 fJ 

.g 訟 2十 1 3. 5 fJ 

0：芳香健胃成分を含む生薬

一般民市販されている生薬細切品を用いた。

(2) 平胃散エキス

① 30V/y%エタノーノレ製乾燥エキス

上記生薬の混合物13.5fJ ( 1日量）に30 V／＼，，必エタノール135 meを加え，撹伴しながら約50° 
で1時間加温抽出する。その後，布ごしろ過し，抽出液は日局製剤総則2.エキス剤の製法を準用

して40～50 °で減圧濃縮した後，真空乾燥して製した。（収率 約269ち）

※ 第 6国家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山， 1986年 11月7日J

※※ 〒930-03 富山県中新川郡上市町若杉 55 TEL 0764 (72) 1010 
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② 水製乾燥エキス

30.V/y銘エタノーノレ製乾燥エキスのときと同じ生薬の混合物13.59 ( 1日量） IC水135 meを
加え， 1 時間還流する。その後，布ごしろ過し， 30 ち~%エタノーノレ製乾燥エキスと同様に操

作して製した。（収率約33~ち）

平胃散エキス

水製乾燥エキス 30Yv%エタノ ーノレ製乾燥エキス

平胃散原生薬IL.10倍量の

水を加えて約 10 0 °で

平胃散原生薬fC10倍量の
30 rv必エタノーノレを加えて
約 50 °で 1時間加温抽出1時間還流抽出

＼ ／  
布亡し，遠心分離

減圧下， 40～50° で濃縮

40～50。で真空乾燥（約30時間）

収量の測定

(3）平胃散エキス製剤

30 'Vv労エタノ ール製乾燥エキスを用いて製した頼粒剤
① 乾式造粒法2）による頼粒剤

30 Yv必エタノーノレ製乾燥エキスに賦形剤（乳糖，アビセル）を加え，乾式造粒法により製
した頼粒剤

② 湿式造粒法による頼粒剤

3 OYv必エタノーノレ製乾燥エキスに①と同一賦形剤を同量加え，湿式造粒法』とより製した頼
粒剤

2. 試験方法

(1) グリチルリチンの定量

①試料

30Yv必エタノ ーノレ製乾燥エキス及び水製乾燥エキス

②方法

試料l乙希エタノールを加えて， i時間還流抽出した後，希エタノ －）レを加え， 一定量にした

液を試料溶液としてEPLC により定量した。

(2) へスペリフンの定量

①試料

30ち＂%エタノ ール製乾燥エキス及び水製乾燥エキス

②方法

試料にメタノ ーノレを加えて， 30分間違流抽出した後，メタノ －）レを加えて一定量にした液を

試料溶液として， HP LCfCより定量した。
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グリチルリチンの定量万法

試料（カンゾウ 0.15［｝相当量）

トタノーを加えて
60分間還流抽出

ヘスペリヲンの定量方法

希エタノールを加えて50m£Kメスアップ

↓ 
メンプランフィルターでろ過

下記の条件でHPL Cで定量

BPL C条件
カラム ：LiChrosorbRP-Select B 

4〆×250 mm 
移動相 ；lS移 H3PQ4・CfuCN ( 65 : 3 5 ) 
流量 ：l.Omii/min 温度； 35° 

Ct 測定波長： 254 nm 

試料（チンピ0.30 ［｝相当量）lメタノー叫えて
30分間違流抽出

メタノーノレを加えて 10OmtKメスアップ

メンプランフィノレターでろ過

下記の条件でHPL Cで定量

BPL C条件
カラム：ラヅアjレノマック

μ-BONDAPAK C1s 8〆×IOOmm
移動相： 0.03M-KE.2 PQ4・MeOH・CfuCN

( 7 : 2 : 1 ) pH 4.8 

流量： l.Omii/min 温度；室温
測定波長： 286nm 

(3) エキス収率

平胃散水製乾燥エキス， 30予二%エタノール製乾燥エキス各々の収量よりエキス収率を求めた。

(4) 精油成分のパターン分析

①試料

平胃散構成生薬中 ジュツ，コウボク，ショウキョウ，チンピ

平胃散構成生薬末混合品，30"/vエタノール製乾燥エキス，水製乾燥エキス，乾式造粒法民

よる頼粒剤，湿式造粒法による頼粒剤

② 分析方法

試料（ 1日量）に水 200meを加えて，「日局」精油定量装置で抽出後（なお，キシレンの代

りに酢酸エチルを用いた。），定量装置中の酢酸エテノレ層及び水屑を取り出し，エーテルを用い

て3回抽出した。抽出液は合わせて無水硫酸ナトリウムで、脱水した後，水浴中で溶媒を留去し，

残留物をクロロホルム lmeir.溶解し，試料溶液とし， GL Cで分析した。

〈’ パタ ーン分析の方法

量口μ
l
E
E
E

’E’14
4
1
1
1
1
1
4
1
1
1山

v－

料試

水20Om£を加えて精油定量装置で
3時間抽出（キシレンに換えて酢
酸エテルを用いた。）

定量装置中の酢酸エチノレ層及び水層を取り出し，エーテル
で抽出し，エーテル層は脱水し，留去した。 ζれをクロロ
ホノレム ldで‘溶解し，試料とした。

↓ 
下記の条件でGL Cで分析した。

GL Cの条件
カラム； 3%0V-17 2m  ヵーラスカラム
検出器； FID 
温 度： 120° 10分間保持，50パninで220。まで昇温，

220° で10分間保持
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3. 結果

(1) エキス中のグリチルリチン量とへスペリフン量

水製乾燥エキス及ひ’30o/v%エタノール製乾燥エキス中のグリチノレリチンとへスペリジンの定

量を行った結果については， Table1 IL.示した。乙れによればエキス1日量中のグリチルリチン

含量は22～24~，へスペリジン含量は 37～ 40 ~で両エキス聞に差は認められなかった。

Table lエキスの比較

水製乾燥エキス 3 0'7/y %エタノーノレ製乾燥エキス

1 2 2.3 ~ 2 2.6 ~ 

1 日 量 中の 2 
グリチノレリチン

2 3.0 mg 2 3.5 ~ 

定 量 値 3 2 2.9 mg 2 3.7 ~ 

平均 22.7 mg 2 3.3 mg 

1 3 7.2 ~ 3 9.5 ~ 

日量中の 2 
ヘスペリヅン

3 9.5 ~ 3 9.6 mg 

定 量 値 3 3 7. 5 mg 3 7.2 呼

平均 3 8.1 呼 3 8.7 ~ 

1 4.4 2 9 3.5 2 9 

1日量中の 2 4. 3 9 9 3.5 8 9 

エキス収 量 3 4.5 3 9 3.4 0 9 

平均 4. 4 5 9 3.5 0 fJ 

(2) 1日量中エキスの収量

原生薬1日量中から得られた水製乾燥エキスの収量は約4.5fJ ' 3 0予二%エタノール製乾燥エキ

スの収量は約3.5fJであった。

(3) 精油成分のGL Cパターン比較

平胃散に配合されている生薬の中で精油成分の多いジュツ，コウボク，ショウキョウ，チ

ンピについてGL Cパターン比較を行った結果についてはFiglに示した。 ヅュツ中の精油

成分チャートにはf3-Eudesmolが保持時間約19分に認められ，その他15分， 22分， 23分， 24分，

29分にそれぞれ大きいピークが認められた。コウボク中の精油成分のチャートにはβ－Eudesmol
が保持時間約19分IL., Magnololが34分に，又 Honokiolが40分K認められた。ショウキョウ中

の精油成分のチャートには Gingerolが保持時間約36分のところに認められた。チンピ中の精油

成分のチャートでは保持時間約19分に2個の大きいピークが認められた。

次に平胃散と各平胃散エキスの精油成分のGL Cパターン比較をFig2 IL.示した。平胃散構成

生薬末混合品のGL Cパターンにはジ ュツ，コウボク，チンピ及びショウキョウ申の精油成

分のピークが明らかに認められた。 30"/y%エタノ ーJレ製乾燥エキスと水製乾燥エキスのGLC 

パターン比較においては， 30Yv%エタノーノレ製乾燥エキスにかなりの精油成分の残存が認めら

れたのに比較して，熱水抽出した水製乾燥エキスの場合は精油成分の損失が著しかった。
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日－Eudesmol他

ジュツ（4.08)中の精油成分のパターン

日－Eudesmol他

コウボク（3.09)中の続油成分のパターン

シ，ゥキョウ（ 0.5 9)中の精油成分のパターン

Fig 1 平胃散生薬の精油成分パターン

チンピ（3.09）中の続油成分のパターン
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平胃散（ l日量）中の精油成分のパターン

l
i
a
l
－
－
 

1
1
1
 

1l 

。－Eudesmol他

β－Eudesmol他

30Yy勿エタノール製乾燥エキス（1日盤）中の
精油成分のパターン

。－Eudesmol他

~l J：しん＼ー
Fig 2 平胃散および平胃散エキスの精油成分パターン

Fig 3においては乾式造粒法と湿式造粒法による頼粒剤のGL Cパターンを比較した。乾式造

粒法による頼粒剤の場合は原料エキスのそれと大差ないが，湿式造粒法による頼粒剤のパターン

では精油成分の損失が著しかった。
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~~LjJ 

。－Eudesmol他

Magnolol 
Gingerol 
Honokiol 

平胃散（ 1日量）中の精油成分のパターン

β－Eudemol他

l 1：洩：~o ／~ Honokiol 

30Yv必エタノール製乾燥エキス（ 1日量）中の
精油成分のパターン

f3 -Eudesmol他

乾式造包した製品（ 1白髭）中の精油成分のパターン

ii {3 -Eudesmol他

い」J
湿式造役した製品（ 1日霊）中の精油成分のパターン

Fig 3 平胃散エキス製剤工程におりる精油成分の損失

考察

本来「散」として用いられるべき平胃散には揮発性の健胃成分としての精油類を多量に含む Jft,

厚朴，陳皮，生萎が配合されている。平胃散のエキス製剤化に際して，乙れら精油成分の揮散損失を

防ぐ目的から熱水抽出比代えて30Yv務エタノ －）レ抽出を行った。乙の場合エギス収率は熱水抽出

時に比較して約7%減少するが，指標成分としてのグリチルリチン及びへスペリ ジンの利用率には差

が認められず，少なくとも 3O'Yv %エタノ －）レに可溶な成分に関しては熱水抽出時に対して遜色はな

いものと判断言れる。

しかし，精油成分のGL Cパターン分析によれば， 30"./y必エタノール抽出の場合，低沸点分の損

失は免れないながら，全体として精油成分の損失が少ないのに比較して，熱水抽出の場合はその大部

分が損失し，抽出溶媒の違いによる残留精油量の差は著しかった。更に，乙の 30"./y%エタノ ール抽

出エキスを用いて製した頼粒剤においては，乾式造粒法では精油分の損失はほとんど認められなかっ

たが湿式造粒法の場合は精油分の損失は著しく，エキス製剤の製造工程の如伺が精油成分の残存率，

ひいては平胃散の効果に多大の影響を及ぼす乙とは明らかである。

医薬品の製剤イむに当っては，投与目的や投与経路或いは有効成分の特性を考慮した上で，より有用

度を高めるべく最適の製剤設計がなされるべきであるが，漢方エキス製剤においても，当該処方の適

応症や原生薬の特性を十分検討した上で最良の製剤工程を採用すべきであると考える。

参考

1) 太平恵民和剤局方

2) 乾式造粒 ；粉末を加圧して板状とするか又は打錠した後破砕し， 一定の大きさK整粒して造粒す

る方法。

（湿式造粒法では水文はアルコールで湿らせて造粒する。）
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〔原著〕

フルルビプロフェン含有貼付剤の基礎的研究※

元山 貢杉林毅宏成川佳美
Mitsugu MOTOY AMA Takehiro SUGIBA Y ASH! Yoshimi NARIKA WA 

田添龍一
Ryt九chiTAZOE 

リードケミカノレ株式会社※※

整形外科領域をはじめとして各領域における抗炎症 ・鋲痛に繁用されている酸性非ステロイ ド性抗

炎症薬は強力な抗炎症・鎮痛効果を有するが，その作用機序はプロスタグランジンの生合成阻害活性

陀よるものと 8れ，従って効力の強怠と血中濃

度上昇に伴う消化管障害，浮腫等の全身性副作

用の発現度は一般に相関関係にあるol)(Fig .1) 

と乙ろが乙れら薬物の一般的用法としての内 QI曲
ω 

〈’

服においては，胃腸管から吸収されて後血中へ

移行し，体循環を経て炎症局所へ至らしめるた

め血中濃度の上昇は必然的で、ある。

そ乙で酸性非ステ ロイド性抗炎症薬を貼付剤

として経皮適用するととKより薬物を直接炎症

組織内へ移行せしめ，効率的にその効果を発揮

させるとともに，血中濃度を抑制することから

全身性副作用の軽減が期待できるものと考えた。

以上の開発理念に基づき，酸性非ステロイド

性抗炎症薬の中でも抗炎症効果が強力で経皮適

S曲
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胃潰筋発現活性（UD")

Fig. 1 非ステロイド抗炎症薬の抗浮腫作用と
胃潰霧発現作用との相関 ' ‘ 

u抗炎症薬一基礎と臨床ー－”から抜粋υ用K適した特性を有するフルルピプロフェンに

、 ついて内服剤から貼付剤への投与経路変更を試みた。
d’ 以下lζ本開発に関する基礎実験の中から抜粋して報告する。
実 験 方法

1. 実験材料

(1）使用動物

Wis ta r系ラッ トを1週間予備飼育後実験に供した。

(2）被験薬物

FP-A : フノレノレビプロフ ェン （F p ）を含有する貼付剤

F P経口 : F Pをアラビアゴム水溶液K懸濁したFP経口投与用調製液

※※〒 930 富山市日俣77 -3 
※ 第6国家庭薬開発研究会シンポジウム発表 （富山， 1986年 il月7日）

TEL 0764 (25) 1978 
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試験方法

ラット足瞭carrageeni n誘発浮腫抑制作用

体重170～190 9のラッ トを1群10匹使用した。試験前自に現毛したラット後肢足聴に起炎剤

として0.5% car rage eni n水溶液0.1dをwalkingpadの一つを通して注入した。起炎後直ち

にO～l.33%FP-A( 3.5cm×4.0 cm ）を貼付u,3時間後に足瞭容積を測定し，起炎前の容積

2. 

）
 

唱
E
A（
 

IC対する浮腫率を求めた。

FP-A貼付時のラッ トの血清中及び筋肉内FP濃度

実験前自民後肢下腿部被毛を現毛したラット（ 15 2～195 9 ）を l群6匹として実験に供した。

ぺン トパルピタール麻酔下0.083～1.3 3 ~ち F P-A ( 2.0 cm×5.0 cm ）をラット下腿部氏貼付した。

4時間後民屠殺して採血並びに貼付部直下の筋肉を採取し，液体クロマトグラフ法で血清中及び貼

付部直下の筋肉内FP濃度を測定した。

FP-A貼付並びlcFF経口投与時のラットの血清中及び炎昆組織内FP濃度

実験前田氏背部被毛を鄭毛したラ ット（15 0～18 0 9 ）を l群8匹として実験に供した。

ト背部民起炎剤と してcarrage enin水溶液を注入後直ちに 0.33 % F P-A ( 1.5 cm×1.5 cm ）を

貼付し， 3時間後の血清中及び炎症組識内FP濃度を同用量のFP経口投与（仏66mg/I匹 ）時と比

較検討した。

(2) 

フッ

(3) 

試験結果

(1) ラット足牒car.rageen i n誘発浮腫抑制作用 ー

carrageeni nで発症させた炎症に対する効果はFP-A中のFP濃度に相関して増加し，

0.1 7 ~ぢ FP濃度以上で基剤に対して有意な抑制効果を示し，またこの効果は0.33%FP濃度にお

いて定常状態となった。（Fig.2)

3. 

什tt 50 

40 

30 

10 

20 

（
求
）
婚
主
主

1. 33 o. 67 o. 083 o. 17 0.33 
FP-A中のFP濃度（%）

0.042 Base (Q) 
。

ラット足蹄carrageenin誘発浮腫抑制作用 （n=10)
※※P < 0.0 I contorolに対する有意差
t P<0.0 5，↑十 Pく0.01基剤に対する有意差
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FP-A貼付時のラットの血清中及び筋肉内FP濃度

FP-A.貼付時の貼付部直下の下腿部筋肉内FP濃度はFP-A中のFP濃度比相関して増加

し，乙の濃度は 0.33~ちFP濃度で定常状態lζ達した。一方血清中濃度はFP濃度比相関して用量依

存的K増加した。（ Fig. 3 , 4 ) 
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ラット下腿部lこFP-A貼付後4時間
の貼付部直下筋肉内FP；農度（n=6) 

FP-A中のFP温度 ｛%｝

0.33 

Fig.4 

1.33 ($) 

ラット下腿部にFP-A貼付後4時間
の血清中FPi農度（ n= 6 ) 

0.33 
FP-A中のFPill.It(%) 

Fig.3 

FP-A貼付並びKF P経口投与時のラットの血清中及び炎症組織内FP濃度

carrageeninで、発症させた炎症部皮膚IL.0.33 ~ち FP-Aを貼付した場合の炎症組織内FP濃

度はFPの同用量を経口投与した場合のそれとほぼ同等で， そのときの貼付投与群の血清中FP濃

(3) 

( Fig.5 ) 度は経口投与群のそれに比べて約 1/6と低かった。

15 

~ 
0 

01 10 

＼ 
旬
、久

5 

制

m饗
仏
’
L

f‘、
凶

＼ヨ

1u1清 組織
FP-A貼付

血清 組織
F P経口投与

。

ラット背部皮膚carrageenin浮腫中並びに血清中FP；農度（ n= 8 ) 
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まとめ

酸性非ステロイド性抗炎症・鎮痛薬の副作用軽減を目的として開発されたFP-AIL関し，各種動

物，各実験モデルにより実施した基礎実験によってその有用特性が確認されたが，今回は初期の基礎

実験の中から抜粋して報告した。

ラッ卜足瞭carrageenin誘発炎症に対する効果はFP-A中のFP濃度比相関して増加し，乙の

効果は 0.339ちFP濃度で定常状態に達し，また， FP-A貼付部直下のラット下腿部筋肉内FP濃度

も0.33% F P濃度で、定常状態となったが，血清中濃度は0.33%FP濃度以上においても FP-A中のF

P濃度比相関して増加し続けた。抗炎症・鎮痛薬の効果は炎症組織内の濃度K依害すると判断される

ととろから，以上の結果によれば0.33%以上の濃度増加はよる効果の増大は期待し難く，かえって血

中濃度上昇に伴う副作用発現が示唆された。

乙れらの結果はその他の動物種あるいは他の炎症モテソレに対する効果的3)4）においても実証言れて

おり，また，安全性の面ではウサギでの皮厨刺激性試験2），ヒトによるパッチテスト5）等の結果から，

より高濃度においては安全性が低下する傾向が認められている。

また，ラットのcarrageeni n誘発炎症背部に 0.33% F P-Aを貼付した場合の炎症組織内FP濃

度は同用量を経口投与した場合のそれとほぼ同等であり，乙の場合の1FP-A群の血清中FP中濃度は経口投

与群K比べて著明に低かったが，ヒトにおいても同様の結果的が得られている。その他ラットK貼付

又は経口投与した場合のEDso並びにUDso値の比から算出した安全指数の比較においても FPの貼

付剤化による安全性の著しい増大が確認されている7）。

以上により 0.339ちがFP-Aの製剤濃度として最適であり， FPを貼付剤として経皮適用する乙と

により，内服時と同等の効果が得られるとともに，全身性副作用が著明に軽減されるものと判断した。
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