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第一章 緒論

1-1.世界の生薬市場

生薬の世界市場の規模は拡大傾向にある.その規模は2000年では430億 USSであつたが,

2008年には 830億 USSへ と急速に拡大している 1'2.世界保健機関,WHO(WOrld Hcahh

Organization)による調査
lで
は,生薬のレギュレーションや法律の存在をWHOに報告する

国家数が増え続けている (Figure l-1)。 世界的に生薬の研究やレギュレーションヘの関心が

高まっている。

MerFlber States reporting havi離 9 re督彗:atio織 s

。『 laws 9oveF羹 :臓9盤erbal ttedicines
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Figure l-1.WHOへ 生薬のレギュレーションや法律の報告を行っている国家数
1

また,WHOは 生薬のための GACP(Good Agricultural and Collcclon Practices)3*1ゃ

GMP(Good Manufactu五 ng Practiccs)4*2の ガイ ドラインで生薬の品質評価法を提唱してき

た。 特に,WHOは ガイ ドラインを作成する上で,中国や日本の薬局方を参考資料 としてい

る
4。

その理由として中国や 日本の生薬消費量が多いことがある。そこで各国の直近の生薬

消費量を示す .
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Table l-1.各国の生薬消費量

Couno Year Reference

China

USA

German

Australia

France

Japan

26.00    2009

14.80    2007

1.95    2003

1.86    2003

1.05    2003

1.00    2006

5

6

1

1

1

1

Table l-1に示したように,中国は最大の生薬消費国であり,その市場は 2009年で 260億

USSであつた 5。 また,その他にもアメリカ, ドイツやフランス,オース トラリアでも生薬

消費量が日本よりも多く,生薬が世界中で消費されていることが分かる.生薬の市場拡大と

グローバル化が進む中で,よ り適切な品質評価法が必要である。

1…2.我が国の生薬市場

当該状況の中で, 日本では科学的な品質評価の確立が求められる。その現実的な理由とし

て, 日本が少なくとも 80%以上の生薬を中国からの輸入に頼つていること
7,生
薬が保険適

用薬として薬局方に記載されていることの2点がある。以上の点について詳しく述べる。

1点日では, 日本への中国からの生薬輸入量が多いことから, 日本では生薬輸入時の種の

判別が必要となる。中国と日本で全く同じ基原の生薬を使用しているのであれば,輸入時の

基原の判別は必要がない。しかし,中国と日本では一部で基原の共通する生薬が用いられて

いるが,両国で異なる基原の生薬が使用される場合もある。そのため,生薬の輸入時には使

用種以外の混入を防ぐために種の判別が重要である。

2点 日として, 日本では,保険適用の為に薬事法で生薬が規制されており,法規に用いる

生薬基準が定められている。その状況下で日本薬局方の生薬規定は世界的に見て先進性を持

つ。先進性の例として,収載生薬の数が多いこと,有害成分規定において成分数が多いこと,

GMPの順守を行つてきたことがあげられる (Table l-2)。 まず,生薬の収載数について,消

費量が最も多い中国は 471種 と群を抜いているが, 日本も 216種 (第十六改正日本薬局方;

Consumption

(USS bill10n;10催 :USS)



Japanesc Phallllacopeia 16ぬ Edition,JP168)と ァメリカ,イ ギリス,EU,イ ン ドのような国の

薬局方と比べて多い
9(Table l_2)。

有害成分規制についてはアメリカ,EU,韓国,中国と比

較 して,最も成分数が多いアメリカの 27種についで,日 本は 21種と比較的,成分数が多い

10。

また GNIIPについては,日 本は,1987年より医療用漢方製剤について,1992年よリー般

用漢方製剤 。生薬製剤 について遵守 してきた (日 本漢方生薬製剤協会ホームページ :

h師 :〃www.nikkttkyo.org/ka磁 ,o/鸞鷺Roん53.htll11)`一 方 ,中 国 は 2005年 の 段 階 で GNIPの 準

備段階であった
H.

Table l-2.世界の主な薬局方の比較

薬局方の生薬収載での特徴  日本 中国 アメリカ 引用文献

収載生薬数

検査の必要な有害成分数

GMP適応 (2005年時点 )

216

21

有り

471

12

準備中

37

27

有 り

80

11

有り

8

10

11

生薬評価において日本がアメリカや中国の良い点を取り入れている理由として,生薬の使

用法である漢方の歴史が挙げられる.6世紀に中国より生薬が伝来してから,漢方として日

本の伝統医学の歴史が始まつた。その後,江戸時代の 18世紀までの鎖国により漢方は日本

独自の医療として発達した。しかし,明治維新によって政府が西洋化を目指したために,漢

方の日本医学での地位は西洋医学にとって変わられ,漢方薬は保険適用の医薬品ではなくな

つた。しかし,1976年に再び漢方薬は保険医療適用となった 12.以上の歴史から,日本の生

薬は西洋薬のみの記載の薬局方に追加された医薬品となつた.そのため,JP16の生薬評価は,

西洋科学的な手法を取り入れながらも,経験的な評価法が混在した記載となっている。

以上の 2点から,日本では輸入生薬が多く,生薬の品質評価の大部分が経験的な評価に依

存しているために,よ り簡便で科学的な生薬の品質評価の確立が求められる。

次に,現在の日本の生薬生産量より,生薬の品質評価の現状と,特に品質評価が求められ

ている生薬について述べる。日本の漢方製斉1等 (漢方製剤,生薬,その他の医薬品を含む )

の生産量は厚生労働省の平成 21年薬事工業生産動態統計によると,近年増加傾向にある

(Figure l…2).
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Figure l-2.日 本の生薬消費量 (平成 21年薬事工業生産動態統計より抜粋 )

また,現在の国内生薬生産量は Tablc l…3の ようになっている .

Tablc l-3.生薬の国内生産量
7

19992000200120022003200420052006200720082009

生産国 使用量

(kg)

JP168 6)

マーカー記載
生薬名

日本 中国 その他

コウイ

センキュウ

クマザサ葉

トウキ

チンピ

555,718

313,739

240,000

204,471

133,975

0

59,693

0

376,136

98,068

555,718

373,432

240,000

580,607

232,043

０

　

０

　

０

　

０

　

０

マル トースの確認試験

なし

なし

なし

あり

国内生産量が多く,中国からの輸入品も存在するセンキュウ, トウキについては JP16に

おいて適否を決定するための定量マーカーの記載がない (TablC l-3)。 一般的に市場では ,

生薬の品質評価は JP16の記載項目に従つて,種,産地,重金属試験,生薬中の一部の薬効

成分の定量試験や定性的評価を行 う確認試験,さ らには五感での官能試験によつて行われて

いる.しかし,JP16で は生薬によつて評価基準が異なり,セ ンキュウや トウキのように定量

マーカーが存在しない生薬もある.JP16で収載されている216種の生薬のうち,マーカーが

規定されているのは Tablc l-4の 52種のみである。



Table l-4.JP16記 載生薬で定量マーカーを持つ生薬

No. 生薬名 定量マーカー JPl68 O-{-_,
1 アロエ

2 アロエ末
3 ウコン
4 ウコン末
5 ウワウルシ
6 エンゴサク
7 エンゴサク末
8 オウゴン
9 オウゴン末
10 オウバク

H オウバク末
12 オウレン

13 オウレン末
14 カッコン

15 カンゾウ
16 カンゾウ末
17 キョウニン
18 コウジン
19 コウボク
20 コウボク末
21 サイコ

22 サンシシ
23 サンシシ末
24 サンシュユ
25 シャクヤク
26 シャクヤク末
27  1′ じ/)′

28 センナ
29 センナ末
30 センブリ
31 センブリ末
32 ソヨウ
33 ダイオウ
34 ダイオウ末
35 チヨウトウコウ

バルバロイン

バルバロイン

総クルクミノイ ド

総クルクミノイ ド

アルブチン

デヒドロコリダリン

デヒドロコリダリン

バイカリン

バイカリン

ベルベリン

ベルベリン

ベルベリン

ベルベリン

プエラリン

グリチル リチン酸

グリチル リチン酸

アミグダリン

ジンセノサイ ド Rgl,Rbl

マグノロール

マグノロール

総サポニン

ゲニポシ ド

ゲニポシ ド

ロガニン

ペオニフロリン

ペオニフロリン

ブフォステロィ ド

総センノシド及びセンノシド

総センノシド及びセンノシド

スウェルチアマリン

スウェルチアマリン

ペリルアルラ ヒゞド

センノシ ドA
センノシドA
総アルカロイ ド

Ｂ

　

Ｂ

1447

1448

1452

1452

1454

1455

1456

1457

1458

1459

1460

1462

1462

1467

1474

1475

1480

1488

1490

1491

1498

1508

1509

1509

1514

1515

1533

1533

1533

1535

1536

1538

1539

1539

1546

5



Tablc l-4.続き

No. 生薬名 定量マーカー JPl68 O^:*,
36 チンピ

37 トウガラシ
38 トウガラシ末
39 トウニン
40 トウニン末
41 トコン
42 トコン末

43 ニンジン

44 ニンジン末
45 ブシ
46 ブシ末
47 ベラドンナコン
48 ボタンピ
49 ボタンピ末
50 ホミカ

51 マオウ
52 ロー トコン

ヘスペリジン

総カプサイシン

総カプサイシン

アミグダリン

アミグダリン

総アルカロイ ド

総アルカロイ ド

ジンセノジンセノサイ ド Rgl,

Rbl

ジンセノシ ド Rgl,Rbl

総アルカロイ ド

総アルカロイ ド

ヒヨスチアミン

ペオノール

ペオノール

ストリキニーネ

総アルカロイ ド

総アルカロイ ド

1550

1552

1553

1555

1556

1558

1558

1561

1562

1576

1577

1578

1581

1582

1586

1589

1599

1…3。 生薬の薬効評価

薬局方のように公的な生薬の品質評価書にも全生薬の薬効成分の定量法が記述されてい

ない。その最大の理由は作用している全ての薬効成分が不明であることにつきる。全薬効成

分が不明である原因を列挙すると, 1つの薬用植物であつても多成分を含むこと,最終製品

である漢方薬には複数の生薬を組み合わせて用いるため漢方薬効に重要な役割を持つ成分

の特定が難しいこと,マ ウス等の動物試験で見出した薬効成分が必ずしもヒトにおいて有効

とは限らないことの 3点が考えられる。

最初に説明するのは,1つの生薬においても多成分が存在するということである。実際に,

生薬中の成分同士のシナジー効果が報告されている
13.員
数未知の複数化合物による相乗効

果解明には,現存の要素還元科学では不十分である.

また,中医学や漢方医学では生薬は複数組み合わせて使用する。漢方薬では,1つの漢方

処方が複数の疾患に用いられること,複数の成分が同じ効能を併せ持つことИ,複数成分が



存在することから体内での吸収過程の効率が変化すること
15が
知られている。最終製品の漢

方薬の種類によって重要な役害1を果たす生薬成分は異なる可能性がある。そのため,ある生

薬中の特定成分を多く含むからと言つて,その成分を含む漢方薬が有用とは限らない。

3点 日として,多くの薬効成分はマウスやラットの代謝で調査されているが,実際には動

物の代謝はヒトの代謝と異なることが知られている.動物実験やヒトの細胞実験のレベルで

は成功したことがヒトの臨床試験では成功しないこともある。有名な例として,HⅣ (Human

lllllmunodeiciency Virus)の 治療薬であるジドブジンが知られている。ジドブジンは FDA

(U.S.Food and Drug Administration)の 承認によリヒトの臨床試験に至った。その時に,動物

実験では 滋力″ で代謝されるという報告はなかつた。しかしながら,ヒ トでは血漿と尿に

ジドブジン以外の成分ピークが現れた。これは,ジ ドブジンがグルクロン酸抱合を受けたこ

とが原因であつた
16.他
に,ヒ トの代謝における生薬成分の活性増強の例として,甘草のグ

リチルリチン酸がある。グリチルリチン酸は腸内細菌により代謝されて,抗ウィルス,抗菌 ,

消化器官保護作用を持つ 18β ―グリチルレチン酸に変化する。また,生薬に含まれている成

分が直接人体に作用しない場合もある。人参に含まれているジンセノサイ ドには人体への直

接的な効能がないことは明らかな事実である
17.ジンセノサイ ドはそのまま腸管より吸収で

きないが,腸管に存在する腸内細菌の代謝を受けたジンセノサイ ドの残澄が吸収され薬効を

発揮すると考えらえている。また,代謝において薬効成分は吸収 (Absorption),分布

(Distribudon),代謝 (Metab01iSm),排 出 (欧cretiOn)の制御を受ける。一般的に,複数の

薬効成分を組み合わせると,他の薬効成分によつて薬物動態的に活性が増強したり,阻害さ

れたりすることが知られている
18.薬
効成分は生体内でその活性が変化するために, ヒトで

の臨床試験が必要である.真剣に生薬薬効を解析するためには,ヒ トを対象とした薬効試験

を徹底的に実施することが必要となる。しかし,生薬や漢方薬のヒトでの臨床試験はコス ト

が高く,現段階ではその再現性にまだまだ向上の余地がある 19。 そのため,現実的にヒトを

対象とした試験は倫理面,安全面,コ スト面の諸問題から我が国での実施は極めて困難であ

る。

以上,生薬中の企薬効成分が不明であることから,生薬は薬として規定されているが,品
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質評価においては食品のようにその生薬が採取された時の外因子 (環境要因,産地,天候 ,

加工法など )と 内因子 (遺伝的要因 )が評価されている.

1…4.我 が国の生薬 の品質評価

わが国では生薬の品質は JP168に よつて評価の基準が定められている。しかしながら,JP16

には生薬の品質評価で不十分な点が存在する。JP16の生薬総則において,生薬は,「医薬品

各条の生薬は動植物の薬用とする部分,細胞内容物,分泌物,抽出物又は鉱物などであり,

生薬総則及び生薬試験法を適用する生薬は次の通りである」と総称されている。その評価基

準は医薬品各条に規定されており,生薬に一貫性を持って共通する評価が行われているわけ

ではない。そのため,生薬ごとに評価の仕方が異なる。生薬の性状の項目にはにおい,味が

適否の判定基準となる場合があり,官能試験には経験が重要となる。生薬の評価法は多様性

があり経験が必要である。最終的な品質評価には,JP16の記述のみでは評価者の熟練度が評

価を左右する可能性がある。また,現状の市場 。学術上の生薬の品質評価では種と産地の判

別要因が重視されている。しかし,JP16には評価の基準として種の違いが記されているが,

市場の試験では顕微鏡での形態学的試験とヒトの官能試験しか行われていない。一般的に,

生薬研究においては種の判別のために遺伝子解析が盛んに行われている。JP16に もビャクジ

ュツとソウジュツの遺伝子鑑別法について記載されているが,参考情報としての記載がある

にすぎない
8。 JP16で遺伝子判別が重視されていないのは,遺伝子判別法がまだ市場に普及

するほど簡易化・低コス ト化されていないこと,手技 。再現`性に技術的な問題があることが

理由として考えられる。そこでより市場に適した生薬の品質評価法を模索するために,生薬

における官能試験,種・産地半J別の研究の現状について述べる。

1-5。 生薬の官能試験

官能試験は食品の評価で汎用的な方法である。食品の質感,食感,香 りや味などの感覚が

官能試験で研究されている (Figurc l-3).官能試験では食品の感覚的・物理的な側面を,機



器分析では食品の化学的 。物理的な側面を分析する。例えば,質感や食感については x線

マイクロトモグラフィーや EMG(Elec廿 oMyoGraphy),FFT(Fast Fou五er Transfollll),AED

(Acouslc Envelope Detector)が用いられる。また,感覚については揮発性成分を多く測定出

来る GC/0(Gas ChЮ matography/01factome崎 /)や GC/Mass Spectrome崎 /(GC/MS),Electric

noseが用いられている
20。

見た日

食べかすノ
ロに残る後味

Figurc l-3.食品の構造,触感,感覚の相互関係の概要 2

-方,生薬では,味やにおいの感覚的な研究は,種を選別するときの行動 22ゃ文化的背景

の違いによる好みの比較
23に
よって行われている。さらに,生薬の感覚研究として,味の数

値化によるケイヒでのシンナムアルデヒドと甘みの関連性
24ゃニォィセンサーでの生薬の違

ぃ 25が研究されている。しかし,生薬では,食品と比較して感覚に関する研究が進んでいな

いのが現状である。生薬では JP16において,におい,味が適否の判定基準となっている。

しかしながら,各条は文章のみの感覚表現にとどまり,数値化した再現性のある統一基準に

は至っていない。

騨
報
ｅ
書
薔

9

噛むサイズと

最初の咀理の

サイクリレ

全ての認知

(感覚的な特性 :

香り味.食管,化
学合成 その
他 )



1…6.生薬における種の判別

生薬において種の判別を行うことは品質管理の上で重要である。種の判別法として,遺伝

子解析がある。遺伝子判別のために,ハイブリダイゼーション,PCR(Polylncrasc Chain

Reactio■ ),DNA(DeoxyriboNucleic Acid)シ ー クエ ンスが行われ てい る
26.生
薬 においては

1000種以 上 の シー クエ ンス情 報 を集 め たデ ー タベ ー スで あ る , NIIMDBD(MediCinal

Materials DNA Barcode Database)27が 知られている。学術的には生薬の遺伝子情報が蓄積し

ているが,少なくとも日本市場の流通の上では官能試験・形態学的試験以外の PCRを用い

た遺伝子鑑別は行われていない。これは現状の遺伝子解析法が技術的な問題を抱えているこ

とが主な原因である。そこで生薬の遺伝子解析の利点と欠点について述べたい。利点として,

化学成分と違って生薬の遺伝子解析は,植物の成長時間,物理的状態,環境要因,生育地 ,

収穫時期,貯蔵方法などの外的要因に影響を受けないことが挙げられる 28。 _方で,欠点と

して DNAの量と質に遺伝子の検出が依存するため,乾燥などの加工処理後の生薬ではマー

カー検出が困難な場合がある。例えば,温度,pHの影響によって DNAの断片化が起こり,

PCRでの目的遺伝子の検出が不可能となることもある。そのため,加工の程度にもよるが,

短い複製配列の DNA解析方法が有効であると考えられている。しかしながら,マーカーと

して用いる遺伝子の配列がより短い手法である ⅢIP(Resiiction Fragment Length

Polymorphism)や SCAR(Sequence characterized Ampli■ ed Region)では定量性が低いこと

や,コ ス トがかかるといつた問題もある
29。
また,二次代謝物が高濃度に存在すると DNAの

抽出や PCRの反応に悪影響をもたらすことがある。他にも外的な菌の混入による DNAシ

ークエンスでのマーカー検出への影響が知られている
30.以
上のような点で遺伝子解析には

利点があるものの,技術的な問題点があり,実用化にはさらなる技術的発展が必要である。

1-7.生薬における産地の判別

一方,生薬における産地の判別も品質評価の重要な要因の 1つ 31,32と して知られている。

産地の違いについては一次代謝物,二次代謝物,も しくはその両方で成分変化が報告されて
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いる.例えば,一次代謝物と二次代謝物の双方の網羅的な評価を目指した丹参の研究 32ゃ二

次代謝物におけるクロロゲン酸やフラボノイ ドの含量比較での社仲の研究
33が
存在する。産

地による成分変化が広く知られているにも関わらず,JP168に は産地に関する成分基準が存

在しない。現状では,生薬の産地は主に官能試験でしか確認されていない。以上のことから,

生薬において,種・産地の判別が同時にできる,再現性が高い,簡便な手法を確立すれば,

実用化に貢献できると考えた。

1¨ 8。 センキュウとトウキ

本研究では生薬における種と産地の実用的な判別法を確立するために,センキュウとトウ

キを選んだ。その理由として,双方共に国内生産量が多く,定量マーカーが規定されていな

いことがあげられる。日本での生産量が多い 5つの生薬,コ ウイ,セ ンキュウ,クマザサ葉 ,

トウキ,チンピにおいてもコウイ以外はマーカー成分の記載が JP168に無い (Table l_3)。 ま

た, 日本での生産量が多く,中国からの輸入量も多いセンキュウとトウキは,品質評価上の

ニーズにより,本研究の対象生薬として適すると考えた。

センキュウが日本に伝来してから,そのほとんどの生産は国内で賄われてきた 34.近年 ,

Table l-3に 示したように中国産の輸入品が市場に現れた。そこで,今後見込まれる需要増の

ために迅速な品質評価の確立が求められる。センキュウの国内生産量は多いが,センキュウ

の研究は不足しているためにマーカー探索の手法が必要であると考えた。

従来,ト ウキの種と産地の判別については甘みによる経験的な官能試験で行われてきた
35.

トウキの評価が常に必要とされたのは,日本では古くから輸入品と国産品が存在した歴史の

ためである。トウキは 8世紀の書物,出雲風土記に記載がある 36。 その後,1709年の大和本

草にも,「凡薬ハ中華ノ産ヲ鶯佳.然長池ノ当帰大和ノ地黄ハ唐ニマサレリト云」という記

述がある。また,山城当帰は大和川育などとともにシナヘ輸出されたという記録 (1745年 )

もある
37.こ のように,日本では鎖国中の江戸時代にあっても中国と日本の当帰を比較して

きた。また, トウキ研究では既に種と産地の一次代謝物プロファイリングによる評価が行わ



れている
38が ,実用的な結果の使用法には言及されていない。他に,市場での官能評価では

甘味が重要視されるため,糖類の品質評価の研究もトウキでは行われている 39。 以上の理由

から, トウキの一次代謝物評価は市場ニーズがある。マーカーを探索する生薬として, トウ

キは最適であると考えた。

本研究では,センキュウの種と産地の簡便なマニカーによる同時評価法を検討した。その

後,その手法が トウキについても使用が可能であるかどうかを検討した。さらに, トウキの

マーカーについて,既に JP16に記載されている汎用機での応用を検証することとした。

1¨9. 生薬 とメタボロミクス

種と産地の機器分析による同時評価を行 う上で,多変量成分の同時解析が可能なケモメ ト

リクスの手法を用いた。ケモメ トリクスを用いた代謝物分析をメタボロミクス分析と呼ぶ .

メタボロミクスと生薬については多くの論文においてその組み合わせが期待されている
40,41,

42.そ の理由として,メ タボロミクスが TCM(TraditiOnal Chinese Medicine:中 医学 )や漢

方医学の思想とマッチする方法論であることが挙げられる。中医学は弁証法的な思想で構成

されていて,人の身体を 1つのシステムとして観察する。この考え方を理解するためには,

成分全体を捉えて,その変化を測定するメタボロミクスの「トップダウン」の戦略が適して

いる。以上の理由より,中医学理論の理解のためにメタボロミクスが期待されている 42.漢

方医学は中医学と基盤を同じくする日本医学であり,同様にメタボロミクスとの相性が良い

ことが考えられる.また,生薬は中医学や漢方医学で使用される医薬品原料である。その生

薬の評価においても,多成分の解析が必要であるために,メ タボロミクスの応用が望ましい。

1‐ 10。 メタボロミクス技術の発展

メタボロミクスの歴史について述べる。メタボロミクスは分析手法が発展する中で生まれ

た概念である。1940年代にいたスペクトロスコピー,1950年代に NMR(Nuclear Magnetic
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Resonance)と MS,1960年 代 に GC,1970年 代 に HPLC(High Perforlnance Liquid

Chromatography)が有機物の同定や評価に使われるようになった
43.そ
のような機器の発展

に支えられて 1998年 に Fichnら は metabolomcと い う用語を初めて用いた
4.そ
の後,2001

年に metrabolomicsと い う言葉を Fichnが 定義 した
45。
メタボロミクス技術は代謝物を分析

して,パターン認識を行い,バイオマーカーの決定や,変具体や薬物投与の生化学的結果の

解析が可能である
46.

本研究では特定の複数成分を分析するメタボ リックプロファィ リングを行 うこととした。

その理由として,実用的にマーカーを用いるためには成分が特定されることが必要である。

既知の汎用成分からマーカーを決定できれば,公定書への適用が可能である。そこでプロフ

ァイ リングした同定成分から種・産地への寄与成分を探索することで,よ り明確なマーカー

を探 しだせると考えた .

メタボロミクスの分析技術 としては NMR,GC,LC,CE(Capillary Electrophoresis)が 用

いられている
47.そ
の中で特に GC―MSはその網羅性 と再現性の高さよリメタボロミクスに

必須の技術である。さらに,複雑なサンプルにおいても高速スキャンでの正確なピーク解析

が可能となる TOF(Time¨OiFlight)― MSを 用いた.GC¨TOF―MS組 み合わせはメタボロミク

スにおいて重要な技術である。

生薬の実用的な品質評価を行う上で,GC―MSデータの優位な点として (i)既に JP168

で規定のある汎用分析機,GC―FID(GC― Flame lonization Dctcctor)に 容易に移管が可能であ

ること,(五 )GC―MSのデータベースやピーク検出ソフトが充実・普及しているために成分

同定に適していること,(=)データベースの確立している水溶′性小分子代謝物の標品は一般

に安価であること,以上の 3点がある。現状では GC―Msでの水溶性小分子代謝物分析を用

いれば,豊富なデ∵タベースが存在するため,他の機器分析で実現しえない迅速なマーカー

の探索が可能となる。一般的に,GC―MS分析の主要なターゲットとなる一次代謝物が産地

要因によつて影響を受けるとの報告は多数なされている。今後,臨床試験や薬効研究を行え

ば,産地のような環境要因の生薬薬効への影響が保証されうると言われている32.以上のこ

とから,品質評価の実用化を考える上でも GCを用いた産地の評価は有用である。
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GC―MS分 析か ら得 られたスペク トラムデータを解析す るソフ トウエア として

ChromaTOF(LECO,St.Joscph,MI)や MetAlign48ゃ Mzmin♂ 9が存在す る。MSデ ー タでは

デ コンボ リュー シ ョンや ピー ク ピッキングを行 う必要がある。前述 の ソフ トは MSデ ー タ

でめ未知 ピー クの取得 を可能 とす る
50.chromaToFは

GC¨EI(Electron lonization)¨ TOF―MS

と二次元 GC× GC‐ EI― TOF―MSに 特化 した LECO社 の商業 ソフ トウェアであ る。特徴 として ,

高速スキャン (1-500 scans s・ )に対応 して大きなサイズのファイルを作成できる
51。 _方

,

他 の前述 の ソフ トウェアである NIctAlignと MZ血ineは どち らもフ リー ソフ トである。

MctAlignの機能は,GC―MS,LC―MSデ ータどち らにも使 えること,nctCDFフ ァイル変換

が可能であること,データの前処理が可能であること,高・低解像度のデータのアライメン

トが可能であること,単変量統計のためにフテイルを変換できること,多変量解析のための

テーブルを作成できることが特徴である
48.ま
た,MZmincは nctCDFフ ァイルに対応して

いて,スペクトラムのフィルタリング,ピーク検出,ア ライメント,ノ ーマライゼイション,

データの視覚化,データの排出が可能である 49.

しかしこのようなソフ トウェアはスペク トラムデータが含むノイズの除去のために■―

ザーの介入を必要とし,完全に自動化されているわけではない 50,51。 そこで本研究では種や

産地のバイオマーカーを探索するために AIoutput52を使用した。AIoutputの機能には,保持

時間の変動を補正すること,スペク トラムをピアソン相関で比較すること,SIMCA(So■

Independent Modelling of Class Analogy)に よってピークの自動的な推定 。同定が可能である

こと,の 3点がある。同じ保持時間に検出されて人為的には判別が困難なピークについても,

AIoutputであれば同定が比較的容易となるため,よ り正しい成分情報を得ることが期待でき

る。

1‐ 11。 目的・方法

本研究では GCメ タボロミクス技術を用いて,生薬市場での価格要因である種と産地の,

同時かつ簡便な判別法を確立することを目的とした.産業ニーズに貢献するために,薬効評
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価ではなく品質評価の面からマーカー探索を目指した。目的達成のために,以下の戦術によ

り検討を行った。生薬サンプルについて,GC―MS分析より成分プロファイルを得た。さら

にマ ー カー の探 索 に適 した OPLS―DA(OrthOgonal Pr● cCtiOns to Latent Structllres― Discriminant

Analysis)の S―plot53を 用いてバイオマーカーの探索を行った。多変量を扱うときには,比

較的,計算の簡便な線形判別分析 (LDA;Linear Disc五 minant Analysis)や 分散分析

(ANOVA;ANalysis Of VAriancc)も 用いられる。しかし,LDAや ANOVAにはデータ分析

上での問題点がある
54.た
とぇば,以上のような角牢析法では多次元性,多重共線性,ノ イズ

や欠損値が存在すると対応が困難である
'5。

そこで,本研究ではより多重共線性の影響を受

けにくい多変量回帰である OPLS―DAを用いた。

OPLS―DAは PLSか ら派生した多変量回帰半J別モデルである。PLSは χ行列,y行列を

設定して関連を探る手法である。PLS―DAはクラス間の分離を最大にするために,大きな変

数を扱 うメタボロミクスや トランスクリプ トミクスのデータ解析に適している
54.更
に,

OPLSは OSC―■her(OrthOgOnal Signal Correction―■■er)と PLSを関連させた手法である。

OPLSでは χ行列を γ行列と相関が有るものと無いものに分解 してモデルを構築する。そ

のため,PLS―DAと 比較して,OPLS¨DAでは,単一のスコアベク トルで Y行列に相関する

クラスの判別が可能である
56.本
研究では OPLS―DAの潜在変数の 1つ ,口 ,ディングを用

いた S―plotに よつてマニカーを示した.S‐plotはマーカーの視覚化ツールであり,マーカー

の候補は他の成分と分離して表現できる。S―plotは,χ 行列とスコアベクトル間の共分散と

相関によって表される。

S―plotにより選抜した成分の有効性を明確にするために,その相対強度について み
“

stの

有意差を検定した。さらに,群間のプロットの比較に適した箱ひげ図を用いて,二成分マー

カーの有効性も検討した。箱ひげ図は,上限,下限を最大値,最小値で示し,中の箱を第 1

四分位′点,中央値,第 3四分位′点にて表す統計学のプロットの手法である 57.有効性を示し

たマーカーを汎用機である GC¨FIDに適用することで,本研究が市場での応用も可能である

事を示した。
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第二章 センキュウの GC/MSプロファイリング
による種と産地の判別マーカー探索

2…1.緒 言

センキュウは,日 本や中国で古くから婦人病に用いられて来た。日本と中国では主に薬用

センキュウの基原が異なり, 日本では C励夕
“
晰秘滋αル Makino(以下,川言 ),中国では

Zひたγ
“
εカタα傷わ鱈 Ho■.(以下,唐川竜 )が各々の国の薬局方に記載されている。川吉の

国内推定生産量は 313tあ り
7,国
内消費量のほとんどが国内で生産されている

34.近
年,中

国産川言の日本への輸入量が増加 して来た。中国の労働コス トが安い為に
58,川
蔦 (a

笏財加αル)が中国で栽培後,輸入されている。従つて, 日本市場には, 日本産川言,中国産

川言,唐川言の 3種類のセンキュウが存在する可能性がある。生薬の最終製品の安全性と品

質は,遺伝要因や環境要因に影響を受けるため 3,以上の 3種のセンキュウを判別する必要

がある。

川言と唐り|1吉の種半J別の研究が MSBE(NIultiplex Singlc Base Extension)分 析によつて行

われている
59。 _般的に,DNAの 判別方法は,遺伝子が種に特有であり,サンプルの状態

に左右されない為に,生薬の評価に有効である。生育年,物理的状態,環境要因,収穫,保

存,加工法は遺伝子の配列にはほとんど影響がない。遺伝的解析を行えば,理論上はどの部

位からでも同じ遺伝子を得ることが出来る
60。
しかしながら,MSBE法は遺伝子の精製,PCR

法,DNAシークエンスのような多数の操作過程を必要とする。一般的に,DNAシークエン

スのように,多数の操作を必要とする遺伝学的方法では人為的なミスの可能性がある61.ま

た,現状では DNAシークエンスは擬陽性率,偽陰性率がともに高く,実用に耐えうる方法

論とは言い難い。

川吉や唐川蔦の評価では代謝物による種判別 も行われている。センキュウの研究では ,

IIPLC―MS分 析による, リグスチライ ドやブチ リデンフタライ ドのような非極性のマーカー

成分
62ゃ
揮発成分

63の
種判別の報告がある。また,セ ンキュウの揮発成分については,GC―MS

分析の報告 “も
ある。しかしながら,川蔦の産地半J別を目的とした報告は存在 しない。セン

キュウの研究は不足 しているため,よ り幅広い成分を用いた種や産地の実践的な判別法が求
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められている。

そこで本研究では,川言と唐り|1言の種と産地の判別のために,簡便な■―カー成分を探索

することを目的とした。まず,川育と唐川育の一次代謝物の GC/MSプロファイ リングを行

つた。得 られたデータについて OPLS―DAモデルを構築 した。更に OPLS―DAか らマーカー

成分に適した S―plotを用いて,センキュウの判別マーカーを探索した。ルtestに より,判別

マニカーの統計的有意差を評価した。本手法により,種と産地の判別マーカーがセンキュウ

の品質評価を簡略化できる可能性を示す。

2‐2.実験方法

2…2-1.サンプル

全てのセンキュウサンプルは栃本天海堂 (Osaka,Japan)よ り入手した (Table.2-1)。 市場

で流通している川育 17種類 (12種類日本・北海道産,5種類中国 。四川産 ),唐川蔦 6種

類 (中国 。四川産 )を用いた。サンプルの種の同定は専門家による性状評価と検鏡評価に

よつて行われた。川育と唐川育の主産地は北海道
34と
四川省
65で
ぁることが知られている。

日本市場では日本産,中国産のみの川葛が消費されている 7.そのため今回は種と産地の判

別のために, 日本産 。中国産川言と,中国産唐川竜を用いた。サンプルは乾燥後,粉末化し

たものを使用した。
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Table 2-1.本研究で使用したセンキュウ

Lot number Collection year Cultivation area Species

１

１

１

１

１

１

２

２

２

２

２

３

３

３

３

３

３

３

３

３

３

３

３

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

Ｈ

ｌ２

‐３

‐４

‐５

６

７

８

９

０

１

２

３

C‐001-TK090923B

C-003-090922K

C-002-090922Q

C-006-090922C

C‐007-TK090923A

H‐008

C‐004-090922L

C‐005-090922W

0405C006201

0905C006202

0905C006201

H‐001-VT‐ 65‐ 1

H-002

H‐003-VT-71-1

H‐004-V■ 74-1

H-005-090409

H-006-SHIRAI-1

0407006202

0508006201

0608006201

0710006201

0802006201

0901006201

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2004

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2004

2005

2006

2007

2008

2009

China

China

China

China

China

China

China

China

China

China

China

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

L i gus t i cum c hu anxiong Hort.

L i gus t i cum c hu awiong Hort.

Ligus ticum chuanxiong Hort.

L i gus ti cum c hu anxio ng Hort.

Ligus ticum chuanxiong Hort.

Li gus ticum chu anxiong Hort.

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cni dium offic inal e Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinale Makino

Cnidium fficinaleMakino

Cnidium fficinale Makino

Cnidiumfficinale Makino

Cnidiumfficinale Makino
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2…2¨2.試薬

本研究で使用したメタノール,ク ロロホルム, リビトール,ピ リジンは和光純薬 (Osaka,

Japan)か ら購入した。Methoxyamine hydrochlo五deは Sigma¨ ALDRICH(Sto Louis,MO,USA)

か ら,MSTFA(μ Methyl― N― (trimethylSilyl)TriFluoЮ Acetamidc)は GL sciencc(TokyO,

Japan)か ら購入した。

2…2…3.サ ンプル調製

乾燥サンプル 20 mgを 2.O mLエ ッペンドルフチューブに量りとつた。ジルコニアボール

をエッペンドルフチューブ内に加えて,液体窒素中で凍結させた。Ball Mill(Rё tsch Co。 ,Haan,

Gerlnany)を用いて完全に破砕した (20s‐
1,2 min).メ

タノール :ク ロロホルム :超純水

(2.5:1:1)の混合溶液を l mL加えることにより疎水性および親水性代謝物の分液抽出を

行つた。内部標準物質として,Ribitol溶液 (0.4 mg/mL H20)60 μLを この時に加えた。両

溶液を加えた後,ボルテックスによる混合を行つた。NIM 301 mixer millに て 5分間 20s~1で

振盪を行つた.さ らに,遠心分離 (H400g, 4°C, 3分間 )を行い,上澄み液 800 μLを

1.5 mLチューブに回収した。回収した液に 400 μLの超純水 (Millipore,Tokyo,Japan)を 加

え,同条件で遠心分離を行い,上部の水相 400 μLを新しい 1.5 mLチューブに回収した。回

収液を SpeedVac(Therlno Savant,San Jose,CA)に て 2時間,遠心濃縮した。その後,一晩 ,

凍結乾燥させた。要時調製した Mcthoxyamine hydЮxychlo五dc(10 mg/mL pyridine)50 μLを

凍結乾燥 したサンプルに加え,再溶解させた。ThemOmixer Comfo■ (Audaux―Eppendort

scmnenbuch,Switzerland)を 用いて 30°Cで 90分間振盪させた。続いて MSTFハ を 100 μL

力日えて,TherlnOmixer Comfortを 用いて 37°Cで 30分間振盪させた.反応後,l μLを GCに

注入した。
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2…2…4.GC‐MS分析条件

GC―MS分 析において,得 られた l μLの サンプル液 を Pegasus ⅡI tilne― o'■ight mass

spcctrometer(LECO,St.Joseph,MI,USA)に Agilcnt 7683B Autosampler(Agilcnt,Atlanta,

GA,USA)を用いて,スプ リット比 1:200で注入 した。分離カラムには WCOT fused silica

capillary colulllm coated CP― SIL-8 CB Low Blecd/MS polper(Length 30 m,Intcmal diamctcr O.25

mm,Stationary phase■ lm O.25 μm;Varian,Lakeforest,CA,USA)を用いた。キャリアガスには

ヘ リウムガスを 1.O mL/minの流速で用いた。インジェクション部,ト ランスファーライン ,

イオン源の温度はそれぞれ,230°C,250°C,200°Cに設定した。GC昇 温条件は 80°Cで 2

分間の保持,320°Cま で 15°C/minの昇温,320°Cで 6分間の保持にて行つた。EI(Elcctton

lonization)モ ー ドでのイオン化により,ス キャンスピー ド20 scans/secで 85-500o/zの マス

レンジデータを採取 した。検出器電圧は 1550V,EIソースは 70 eVにて分析を行つた。

2-2… 5。 多変量解析

MSデ ータは netcDF形式にて ChromaTOF ve■ 2.32(LECO,St.Joscph,MI,USA)よ り変

換を行った。続いて, ピーク検出とアライメン トは MetAlign48を 用いて行った。さらに ,

ピーク同定はAIoutpuF2に て行つた。解析の結果,成分同定をしたデータは同じ成分由来の

複数ピークを含んでいた。一般的に,有機酸,ア ミノ酸,糖は誘導体化により GC―MSで複

数のピークが測定されることが知られている
66。

例えば,本研究では Fructoseの場合 ,

Fructosc lと Fructosc 2が 存在した。データにはミーンセンターとパレー トのフィルタリン

グを行つた.OPLS―DAで は SIMCA― Ptt Ve■ 12(UmettiCS,Umea,Sweden)を 用いて χ 行列を

GC―MSデ ータ,ク ラスを種か産地に設定して計算 した .
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OPLS―DAは OPLSア ル ゴリズムを基本に構築 される.OPLSア ルゴリズムは χ 行列

(分析の実測値 )を予測値の重み wを使った式に変換する (式 [1]).γ 行列 (予測 した

い要因の行列 )に直交する潜在変数 (y行列 と相関がない χ の変数 )については,ロ ーデ

ィング行列は 鳥,ス コア行列は ろ と表される.なお,統計学的な変数はイタリックで示 し

た。参考のために,OPLS―DAについては Appcndix-2に 詳しい原理の記述を行った。この節

では本研究に関わ りのある OPLS¨DAの S_plotの 説明を行 う。

χ=′ ,「 +為 PTott E

′    :OPLS― DAモデルの γ行列 と直行 しないスコアベク トル

E   :残 差

予測 した不コアベク トル ′は χ 行列の ″ へ直交する投影行列を表 している
67.s¨ plotは

統計学的に有意なバイオマーカーの同定に役立つ。s_plotで使用 される 2つのベク トルは以

下である。

COV(′,4)=√ x/Ⅳ _1

COrr(′,X)=COV(′ ,X)/S′跳

χ   :セ ンタリングしたχ行夕1

s    :推 定標準偏差

Ⅳ   :サ ンプルの数

また,S―plotで X軸の Cov(′,χ );′ は寄与度 (共分散 )を,Y軸 の Corr(′ ,χ );

′(θθ″)は信頼度 (相関 )を表している
53.

２

　

　

３
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2…3.結果 と考察

2-3…1.GC,MSデ ータの成分同定

トウキの一次代謝物を評価するために,GC―MS分析によるデータを得た。生データにつ

いてデータ処理とピーク同定を行つた。その結果,Tablc 2-2に 示したように 68種類の成分

の同定が可能であつた。その内,6種 類の成分 ,Aconitate,二μDimcthylarginine,

κ̈Methylethanolamine,Psicose,Tagatose,lIDP¨ D―Glucuronatcは セ ンキュ ウでの同定が初 めて

の成分であつた。次にこのプロファイリングデータを多変量解析に供した。
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Table 2…2.センキュウサンプルより同定した成分

Retention time ( sec ) Idcntiication Mass frasment

I

2

J

4

)
6

7

8

9

l0

l1

t2

l3

t4

l5

t6

t7

l8

t9

20

2l

22

24

25

26

27

28

29

30

3l

32

JJ

34

304.'79 n-Methylethanolamine

319.69 Alanine

385.84 Malonic acid

392.84 Valine

409.79 Urea

424.29 2-Aminoethanol

425.34 Pyrophosphoric acid

425.49 Glycerol

439.44 Isoleucine

444.64 Proline

446.79 Nicotinic acid

448.09 Glycine

452.29 Succinic acid

458.29 Glyceric acid

472.64 Fumaric acid

475.54 Serine

483.39 Pipecolic acid

489.64 Threonine

524.09 Homoserine

543.54 Malic acid

546.59 Threitol

550.79 meso-Erytfuitol

560.29 Aspartic acid

566.29 Pyroglutamic acid

567.99 4-Aminobutyric acid

608.74 Glutamic acid

616.74 Phenylalanine

624.84 Arabinose

631.69 Ribose

632.89 Asparagine

650.49 Arabitol

666.19 UDP-o-Glucuronic acid

666.64 Aconitic acid

673.69 Glutathione Oxidized

116, 147 , 130,204,219

116, 147 , 100, 190, 133

147, 133,233,99, ll7
146, 130, 103, 156, 174

147,189, l7l,100,130

174, 100,86,147, 133

299,133,211,314,193

147, ll7,103, 205, 133

158,218, l4'1,100,232

142,216,100, 133, 170

180, 136, 106, 195,90

174,86, 147, 100,248

147, 129,247, 172,86

147, 189,133, 103, ll7
245, 147, 133, ll5,2l7
116, 132, 103, 144, 159

156, 147,230,147,133

ll7, 101,219,147, l2g

218,128,103,147,230

l4'7, 133,233,101,245

l4'7 ,217, 103, 117,205

147 , I03, 217 , ll7 , 205

232, 100, 147, ll7,2lg
156, 147,230,258,133

174,147,86,100,133

246, 128, 147, 156, 100

218, 192, 100,91, 147

103,217, 147, 133, 160

103,217, 147, 189, 133

116, I32,147,100,231

103, 147,217,129, ll7
217, l4'7,129,204,l0l

147,229,211,133,375

129, 147,217,103,189
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Table 2-2. 続 き

Retention time ( sec ) Identiication Mass fragment

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

679.34  Glutanline

690.29  Shikimic acid

695。 79  Citric acid

700.44 ニハLDimethylarginine

708.59 Psicose

7H.19 Quinic acid

713.74 Tagatosc

715.84 Fructose

721.89 4ヽannose

724.24  Galactose

726.99 Glucose

729.29  Gluconic acid

739.59  /ヽ1annitol

742.44 Sorbitol

744.34 Gahctitol

748.94  Pyridoxal

748.99 Tyrosine

752.69  C1lucaric acid

755.39  Galacturonic acid

768.19  Glucono-1,5‐ lactonc

804.49  1nositol

808.74  Dopa

811.29  Ferulic acid

825.29  Caffeic acid

855.39  TryptOphan

929.14  Uridine

982.19  Sucrose

988.64  Adenosine

1012.39 Trehalose

1016.79  Lactitol

1018.19  Turanose

1018.39 1-Methyladenosine

1042.04 ⅣIelibbse

l195.04  ⅣIelezitose

156,147,230,258,133

204,147,133,255,189

147,273,211,133,183

157,142,256,100,115

103,217,147,133,117

147,255,133,191,115

103,217,147,133,117

103,217,147,133,89

147,205,160,103,129

147,205,103,129,217

147,205,160,103,129

129,147,103,220,157

147,103,217,117,129

147,103,217,205,117

147,103,217,117,205

222,206,89,120,149

218,100,147,179,280

147,217,133,244,103

147,160,133,89,189

129,147,103,220,117

147,217,191,129,103

218,100,179,147,267

338,249,308,89,219

219,191,249,147,117

202,218,100,147,130

147,217,169,103,245

147,103,217,129,169

230,103,147,192,245

191,147,361,103,129

204,147,217,103,117

147,103,217,205,117

206,103,147,220,259

204,147,217,129,103

103,361,147,169,217
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2-3-2.GC‐MSデ ータの PCA(Principal Component Analysis)

GC¨MS分析により得られたデータ構造を概観するために PCAを行つた。第一 ,

成分の寄与率は 53.4%,12.6%と なった (Figure 2-1).Figure 2-lAの スコアプロッ

川育と川言が分離した.Figure 2… lBの ローディングプロットでは第一主成分軸で

や Fructoseが唐川吉に多く,Mclczitoscや Citric acidが り|1言に多く含まれていた。

川言の産地については,第一,二主成分のみではクラスター分離が困難であつた。

第二主

卜では唐

Glucose

また ,

●

f(1)

R2X:1]=0.533868     R2X12]=0`126349
匡‖ipse:Hote‖ ing T2(0.95)

.20            0.00

p(1)

R2X[11=0.533868R2X121=0.126349

Figurc 2-1.セ ンキュウの GC¨MS分 析データの PCA:(A)ス コアプロツト,$:唐川言,■ :

中国産川言,▲ :日 本産り|1育,(B)ロ ーデイングプロット

（
Ｎ
）
ヽ

B
ASuCrOse  ▲Treha:ose
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また,サンプルの採取年の影響を調べるために,Figure 2… 1のスコアプロットにサンプル

の採取年情報を追力日して示した (Figure 2-2).こ のスコアプロットより,特に, 日本産川苛

については,採取年の影響を第一,二主成分軸において捉えることは出来なかった。

‐8      ‐6      =4      ‐2      0       2       4

1(1)

R2X[11=0.533868    餃 X[2]=0.126349
Ellipse:Hotelling T2(0.95)

Figure 2-2.セ ンキュウの GC‐MS分 析データの PCA:ス コアプロット,警 :唐り|1蔦 ,■ :中

国産川吉,▲ :日 本産川吉

続いて,第二,四主成分軸についても,同様にスコアプロットとローディングプロットを

示した (Figure 2-3).第二,四主成分の寄与率は H.1%,5.3%と なった。第二主成分軸では

川言の中国産と日本産のクラスター分離が見られた。特に中国産川吉には Sucrose,Alanine,

4-Aminobuげ ic aCidの 含量が比較的多いこと,日 本産川言には Glucoseや Treha10seの 含量

が多いことが確認できた。しかしながら,第二,四主成分においても,採取年の影響は捉え

ることが出来なかつた。そのため,今回のセンキュウの GC―MS分析データは採取年よりも

種や産地の要因を大きく反映していた。PCAの結果を受けて,さ らに OPLS―DAに よる判

別を行った。
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センキュウの種と産地の判別を行 うために GC/MSプ ロファイ リングデータを用いて

Table 2-1の Group分類で OPLS―DAを行つた。全てのモデルで GC―MS分析データについ

て潜在変数 1で ノ 値が 0.9以上のモデルを作成することができた (TablC 2-3)。 メ 値はク

ロスバリデーションの予測能と定義されている
53.メ
値 >0.5が良好なモデル,メ 値>0.9

が精度の特に良好なモデルと定義されている
55.ょ って,本章では特に精度の高い判別モデ

ルを作成できた.

Tablc 2-3.OPLS― DAモ デル の R2値 と び 値

Group R2

1,2 vs3    0.951   0.934

l vs2,3    0.972   0,965

l vs2      0.985   0.975

l vs3      0.979   0.966

2 vs3      0.973   0.952

さらに OPLS―DAモデルのバリデーションを行 うために,PLS―DAモデルのバリデーショ

ンを行つた。バリデーションは既報の辛当帰の手法に従つた
68.並べ替え検定のバリデーシ

ョン結果を Figurc 2-4に 示した。X軸は実モデルのクラス分け行列とそのモデルで予測した

y行列の相同性を,Y軸はそれぞれのモデルでの ノ値と び値を示す。実モデルの ′行列

と同じ行列の相同性は 1.0であるので,全ての結果において,実モデルは右上にプロットさ

れている。Figure 2-4に おいて,並び替え検定時のそれぞれのモデルのプロットを R2値

(颯 ),メ 値 (隋 )と して表わした。実モデルの ノ 値と び 値から,並び替えモデルの R2

値 と び 値のプロットヘの回帰線が正の傾きを示したことから,実モデルの R2値と び 値

よりも並び替えモデルの R2値と び 値は低かつた。以上のバリデーションにより実モデル

の精度と適合性の良さを示した。

ゲ
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さらなるバリデーションのために,サンプルを,モデルを作るための トレーニングセット

と,モデルに後から当てはめるテストセットに分けた。テス トセットとして,それぞれの

Groupか ら 1つか 2つのサンプルをランダムに取 り除いた。OPLS¨DAモデルは 3回構築を

行つた。その結果の ノ 値 と び 値を Table 2-4に示 した。すべての R2値と び 値が 0.85を

超える精度でモデルを構築することができた。

Table 2-4.並び替 え検定の R2値と び 値

Group n R2 A
1,2 vs3 0.948

0.954

0。 955

0.942

0.974

0.951

0.948

0.982

0.940

0.958

0.976

0.957

0.929

0.952

0.863

l vs2,3

l vs 2

l vs 3

さらに,y値の予沢1について,y行列のクラス予測のカットオフ値を 0.5と設定したとこ

ろ,Figure 2-5に 示すようにほとんどのサンプルにおいて適切なクラス分けが見られた。モ

デルの ノ 値,α 値の評価,モデル内バリデーション (並べ替え検定 ),モデル外バリデー

ション (テス トセツトとトレーニングセット )を行った結果,得 られたモデルは寄与成分

を探索でき得る精度を持つと考えた。

以上の精度のモデルについて Splotに よる成分の選別を行つた。成分を限定するために

|′ (6θ″)|>0.569,70を 閾値とした。本研究ではさらに分散の大きなマーカーを絞り込むため

に |′ |>0.2を閾値とした.その結果が Table 2-5である。

2 vs3

1   0.970

2   0.968

3   0.971

1   0.967

2   0.980

3   0.967

1   0.960

2   0.991

3   0.960

1   0.975

2   0.984

3   0.971

1   0.966

2   0.968

3   0.932
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Tablc 2…5.S―plotで選んだ成分

Group Compound ′ (θθrr)

1,2 vs 3 Alanine

Glycerol

Citric acid

Fructose_l

Fructose 2

Inositol

Trehalose

Melezitose

I vs 2, 3 Glycerol

Citric acid

Fructose_l

Fructose_2

Glucose_1

Sorbitol

Glucono-1,5-lactone

Melezitose

1 vs 2 Glycerol

Citric acid

Fructose_1

Fructose_2

Glucqse_1

Sorbitol

Sucrose

Melezitose

1 vs 3 Glycerol

Citric acid

Fructose_l

Fructose 2

Glucose_1

Sorbitol

Glucono-1,5-lactone

Melezitose

0.289     0.724

0.292     0.536

0̈.299    -0.720

0.334     0.605

0.369     0.605

0.222     0.835

-0.245    -0.626

0̈.342    -0.649

0.353     0.851

-0.247    -0.781

0.360     0.856

0.404     0.868

0.244     0.522

0.224     0.858

0.220     0.867

-0.378    -0.941

0.324     0.775

-0.210     -0.815

0.334     0.837

0.377     0.851

0.332     0.804

0.207     0.782

-0.236     -0.583

-0.359    -0.962

0.338     0.840

-0.257     -0.833

0.362     0.890

0.403     0.894

0.224     01516

0.217     0.852

0.212     0.857

-0.365    -0。 940

※ |′ |>0.2, ρ(εο″)|>0.5
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Table 2-5.続き

Group Compound ′ (εο″ )

2 vs 3 Alanine

Pyrophosphate

Pyroglutamic acid

4-Aminobutyric acid

Quinic acid

Inositol

0.445    0.728

0.268    0.632

0.265     0.866

0.282    0.556

-0.204    -0.527

0.299    0.811

見出 した成分について相対強度の最大値,最小値,標準偏差を Groupご とに示 した

(Table 2-6).

Table 2-6.GЮ upご との GC―MS分析の相対強度の最大値,最小値,標準偏差,それぞれの

成分の J―testの P値

Compound Max Min Min SD

1,2 vs3

Alanine

Glycerol

Cit五c acid

Fructose l

Fructosc 2

hositol

Trehalose

ⅣIelczitose

l vs2,3

Glycerol

Cit五c acid

Fructose l

Fructose 2

Glucose l

sOrbit01

Glucono… 1,5…lactone

4ヽelezitose

1,2

4.29

6.46

2.78

5.77

6.85

1.95

1.14

4.02

1

6.46

1.77

5.77

6.85

6.31

2.16

2.00

0.83

1.68

0.28

0.55

0.89

1.06

1.14

0.00

0.14

1.14

0.55

2.20

2.44

3.68

0.07

0.10

0.14

3

0.60    2.68

1.73    1.35

0.66    3.73

1.57   3.08

1.93    3.53

0.18   1.39

0.33    2.63

1.37   4.46

2,3

1.45    1.35

0.38    3.73

1.02    3.08

1.22   3.53

0.62    6.72

0.58   0.22

0.53    0.23

0.21   4.46

0.50   2.50× 10~11

0.31   3.85× 10~06

0.56   1.09× 10~10

0.65    8.10× 10~08

0.75   5.84× 10~08

0.19   1.09× 10~19

0.74   1.69× 10~08

0.57   5.53× 10~09

0.27   1.19× 10~12

0.58   4.07× 10‐
15

0.68   9.79× 10~19

0.77   5.53× 10~19

1.77   1.15× 10~03

0.05   6.10× 10~15

0.05   4.78× 10~15

0.58   1.01× 10~12

0.84

0.15

1.39

0.52

0.56

0.50

0.22

2.20

0.15

1.39

0.52

0.56

0.80

0.02

0.02

2.07
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Tablc 2-6. 続 き

Compound NIlin SD 4ヽin SD

1vs2

Glycerol

Citric acid

Fructose_1

Fructose_2

Glucose_l

Sorbitol

Sucrose

Melezitose

1vs3

Glycerol

Citric acid

Fructose_l

Fructose_2

Glucose_1

Sorbitol

Glucono- 1 ,5-lactone

Melezitose

2 vs3

Alanine

Pyrophosphate

Pyroglutamic acid

4-Aminobutyric

acid

Quinic acid

Inositol

1

6.46   1.14

1.77   0.55

5。 77   2.20

6.85   2.44

6.31    3.68

2.16   0.07

6.86   2.19

0.83   0.14

1

6.46   1.14

1.77   0.55

5。 77   2.20

6.85   2.44

6.31    3.68

2.16   0.07

2.00   0.10

0.83   0.14

2

4.29   1.81

2.11    0.93

0.82   0.31

3.03    1.04

1.03   0.42

1.58   1.20

1.45

0.38

1.02

1.22

0.62

0.58

1.30

0.21

1.45

0.38

1.02

1.22

0.62

0.58

0.53

0.21

0.67

0.37

0.15

0.61

0.16

0.11

2

0.82

2.78

2.89

3.28

4.88

0.15

8.68

4.02

3

1.35

3.73

3.08

3.53

6.72

0.22

0.19

4.46

3

2.68

1.67

0.30

2.06

1.56

1.39

0.28

1.52

0.89

1.06

0.80

0.03

4.23

2.07

0.15

1.39

0.52

0.56

1.02

0.02

0.02

2.20

0.84

0.50

0.09

0.66

0.61

0.5

0.16

0.42

0.70

0.77

1.38

0.04

1.33

0.57

0.31

0.56

0.65

0.75

1.86

0.05

0.05

0.57

0.50

0.27

0.06

0.36

0.31

0.19

1.81× 10~04

1.29× 10~07

4.60× 10-08

6.70× 10~08

1.57× 10~03

2.64× 1005

2.03× 10~03

5.13× 10~04

2.46× 10~10

6.93× 10~15

1.28× 10~15

8.52× 10~16

3.76× 10~03

7.50× 10~12

3.83× 10~12

1.34× 10~14

5.51× 10Ю
9

3.23× 10Ю
6

7.38× 10~17

2.00× 10~05

1.82× 10~04

1.07× 10~12
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Groupご との GC―MS分析の相対強度の違いを評価するために みtestによる検定を行

つた。その結果,全ての選抜成分で 1%の有意水準での有意差が見られた (Table 2-6)。 S―p10t

で選抜した成分は判別マーカーとなりうることを示した。しかしながら,実用的な判別マ

ーカーとして使用する場合,群間の相対強度の重なりがないことが重要であると考えられ

る。
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そこで S―plotで選抜した成分にっいてその相対強度の存在範囲を比較した (Table 2… 6,

Figurc 2¨ 6)`その結果,Melezitoseで は,唐川育 (Group l)と 中国産 。日本産り|1苛 (Group

2,3)の違いを相対強度差 1.24で判別できた (Table 2-6).さ らに,Pyroglutamic acidでは,

日本産と中国産の川育を0.01の相対強度比差で判別できた (Table 2… 6)。 しかしながら,実

践的な使用にはこの相対強度比差は小さすぎると考えた。そこで,S―plotで ′ と′(6ο″ )

の値から正と負の両極端のマーカーについて,二成分の比をとることで,よ り判別差を大

きくできると推定した。TabL 2-5で 選び出したマーカーの中から最適な正負のマーカーの

組み合わせを検討した。種の判別については,Fructoseと Melezitoseの 組み合わせが,産

地の判別については Inos■olと QuiniC acidの組み合わせが最適であった。それぞれ,一成

分と二成分比での相対強度差は,種の判別については 1.24か ら 1.82,産地の判別について

は0.01か ら0.35と ,どちらの半J別においても二成分比での改善が可能であつた (Figure 2-7).
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(A) (E3)

(C)

(E〕)

Figure 2… 8.マー カー成分 の化 学構 造 :(A)D―Fructose,(B)MeleZitOSe,(C)hOSitol,(D)

QuiniC acid

今回,見出したマーカー成分の生合成経路と薬理作用について述べる。

まず ,D―Fructosc(Figurc 2-8(A))に ついてである。Fructoseは SucrOseの構成成分であ

り,糖の中で最も甘みが強く,単独で果物や蜂蜜に含まれる。高等植物での Fructoseの生

合成は炭素源の主な輸送形態である SucrOseか ら Sus(suCrOse synthase)と INV

(InVCrtasc)に よつて合成される.Susは主にデンプンや Celluloseの合成やェネルギー産

生に,INVは植物体の成長に関わつている 71.長期間の臨床試験による体重増加への

Fructoseの影響の評価が行われたものの,Fructoseの過剰摂取は食物の過剰摂取と変わらな
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いと考えられた
72.他
に,ヒ トの消化器官の状態による FructOseの吸収量の変化も知 られ

ている。人体での Fructoscの吸収は, Frtlctoscを単糖 として,も しくは SucrOseか ら分解

されて,腸上皮細胞に存在する トランスポーターである GLlrr-5,GLUT-2か ら行われる。

GLUT-2は Glucose,Fructose,Galactoseに よつて活性化 される。また GLUT-5は内腔に存

在するアミノ酸と Frllctoseも しくは ScurOseの存在によつて活性化 される。しかしながら,

その Fructose吸収の調節機構についてはまだよく知 られていない
73.

次に Melezitosc(Figure 2… 8(B))について述べる。Melez■oseは θ―α―D―Glucopyranosyl―

(1-3)―β―D―fruCtoiranOSyl¨α―D―gluCopyranosideと 命名 された三糖である
74.1833年

に発見され

てから,多 くの樹液,峰蜜,アブラムシの甘露から発見されている.樹木の葉にも Mclcz■ose

が含まれているものの,その濃度は低く,アブラムシの体内に Fructoseか ら NIelez■oseを

産生する酵素が含まれていると考えられている
75.Mclczitoscに ついての研究報告はまだま

だ少なく,植物体内での生合成の詳細な反応経路については既報をほとんど見つけること

ができなかつた.ヒ トでの研究では, SucЮ sc>D―Fructosc>Mclezttose>Ma■ ose>D―Glucose

=Ra亜nosc=Sob五tolと いう順で甘みが感じられたという報告がある
76.ヒ
ト体内では排泄

物中のビフィズス菌が発酵を行 うときに Melezitoseが 用いられることから,ヒ トの腸内の

菌叢へ Melezitoseが 影響力を持つと考えられている
77.

さらに Inositol(Figurc 2-8(C))に ついて述べる.InOsitolは動物,植物,微生物に存在

する成分である。植物体内では InOsitol合成は,D¨ Glucoscか ら D¨Glucose¨ 6-phosphateヘ

の生成,D―Glucosc-6-phosphateか ら のο̈hositol-1-phosphtteの 環化, リン酸基の分離とい

う3つの過程で行われる。他に,イ ノシトールリン酸化合物は哺乳類の細胞シグナルネット

ワークにおいて,タ ンパク質翻訳,糖の恒常性 ,月旨質生成,好中球の機能,アポ トーシス

などの重要な役割を担っている
78.InOSitolの

臨床効果としては,InOsitolの 異性体である

D―ε乃あ―Inositolが 多嚢胞性卵巣症候群の痩せ型女性の血清中アンドロゲン濃度を減らし,血

圧や高 トリグリセリド血症を改善することが知られている
79。

他にも,D… 6カわ―Inos■olがパ



ニック症候群の重症度と発作の頻度を減少させたり
80,強
迫性障害を改善したとの報告があ

る
81.

最後に QuiniC acid(Figurc 2-8(D))に ついて述べる。QuiniC acidは D―Glucoseの 中から

産生される。QuiniC acidは シキミ酸経路の中間体ではないが,関連成分である
82.シ
キミ酸

は Glucoseか らペントースリン酸経路や解糖系での酸化によつて D―E印加ose-4-phosphate

や PEP(PhoSphoEnolyttmvatC)を 経 て産 生 され る。 シキ ミ酸 はそ の後 , トリプ トフ ァン ,

チロシン,フェニルアラニン,イ ソプレノイド,キノン,′―AminobcllzoiC aCid等の生合成

に使用される
83.さ
らに,シキミ酸は成長促進因子であつたり,タ ミフルの合成開始成分と

しても知られている
84.

本章では同定した GC/MSプ ロファイルから OPLS―DAの S―plotを用いてセンキュウ

の種や産地の判別マーカーを探した.その結果,種と産地について,それぞれ統計学的に

有意な成分の探索が可能であつた。さらに種と産地については S―plotの 正負の成分の比を

示すことで二成分による完全な判別が可能となつた。このような手法は生薬に限らず,要

因を判別する時に有用である。すでに, トウキでは,一次代謝物のプロファイリングが種

と産地の判別へ有効であることが示されている
38,85。
その研究と比較してマーカーの精度を

統計的に議論している点が本研究は優れている。さらに,タ ンジン 32,辛当帰 68において

も一次代謝物の有用性が産地判別において報告されている。それらの研究と比較して,本

研究では,産地と種の判別を同時に行っていること,箱ひげ図により成分範囲を示して成

分の閾値の設定の可能性を示したことが優位点である.特に,川言については,JP168に成

分マーカーの記載は存在 しない。そのため,本研究での一次代謝物を用いた品質評価の手

法は,従来研究と比較して有用であると考えられる。本研究の様に,単一もしくは二成分

のみの判別であれば,再現性がよく,簡便な手法として公的な基準となる可能性があると

考えた。今後,生薬の使用が世界に広がるなかで,本研究の重要性が増すことが期待され

る。
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2…4.小 括

同定した 68成分の GC/MSプ ロファイリングよリセンキュウの種と産地の判別を目指し

た。GC=MS分析データの PCAか らは種と産地,それぞれの要因による成分への影響を確

認することができた。種や産地の判別のために 2群比較の OPLS―DAモデルを構築した。

S―plotに よつて判別寄与成分を選抜 した。それぞれのマーカー成分の相対強度について

ぉtestで有意差を検定した。マーカー成分について 1%有意水準で有意差が見られた。箱ひ

げ図においても,単一成分による種と産地の判別は可能であつた。さらに S¨plotで正と負

を示した二成分の相対強度の比をとることで判別の改善を行つた。その結果,唐り|1育 と川

吉の判別には Fructosc/Mclczitoseの比が,川吉の中国産と日本産の判別には hositoyQuinic

acidの比が有効であった。官能試験や遺伝子鑑別においても判別困難なセンキュウでは,

本方法を用いれば,種や産地の判別を再現性良く,簡便に行えることを示した .
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第二章 トウキの GC/MSプロファイリングによる

種と産地の判別マーカー探索

3‐1.緒言

トウキの根 (И駕滅物θ Rαグ″)は 日本や中国で定型的な治療が難しい婦人病に用いられて

きた生薬である。薬用として一般的な トウキにはいくつかの種類がある。例えば,大和当帰

(И″gι′Jια αε
"″

あらα)と 北海当帰 (И.“
"″
あらα Kitagawa vtt s電夕〃αθ Hikino)|ま 日本市場で

流通している主な トウキである。一方で中国薬局方では唐当帰 (И.動
"Sお
)を薬用として

記載している。日本国内では,主に大和当帰が昔から栽培されてきた。しかし最近, 日本の

トウキの自給率が 44%と 不十分であるため
35,中
国産の大和当帰が流通している。そこで日

本の市場には日本産 。中国産大和当帰,北海当帰,唐当帰が存在する可能J性がある.日本市

場では,北海当帰や中国産の大和当帰より日本産の大和当帰が高額で評価されている 86.以

上の理由から生薬産業において トウキの種と産地の判別は重要な問題である.

遺伝学的な分析は代謝物分析と同様に トウキの種判別のために行われている。大和当帰 ,

北海当帰,唐当帰の判別は 5S―rRNAのスペーサー領域 87ゃプラスチ ドゲノムの DNAシー

クエンスでの報告がある
88.遺
伝子は外部要因から配列に変動を受けない分子である

28.し

かし,現状では,遺伝学的手法で品質評価を行 うためには技術的な問題が存在する。例えば,

ターゲット以外の DNAが PCRに よらて増幅されること 60ゃ,比較的簡便な RAPD

(RandomAmpliication ofPolyorphic DNA)法 では再現性が低いこと
89が
報告されている。

代謝物分析については,主に唐当帰と大和当帰について,リ グスチライ ドやブチリデンフ

タライ ドのような非極性成分のマーカー成分
90'91ゃ
揮発成分

92の
比較が行われている。また,

大和当帰と北海当帰について,薬効評価と共にリグスチライ ドやキサントトキシンの成分量

が比較されている
86.以
上のような成分分析は主に薬効成分の評価に重きを置いて行われて

いる。しかし,市場では トウキの品質評価は五感による見た日,香 り,味のような官能試験

によるところが大きい。そこで, トウキの市場品の品質評価のためには薬効成分の評価のみ

では不十分であると考えられる。官能試験の味覚に影響を与える成分の多くは一次代謝物で
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ある.特に,ト ウキの品質評価では 1783年から甘みが重要であるとされてきた
35。

さらに ,

糖は トウキの加工法評価のための重要な指標成分である
39.以
上のことから, トウキの品質

評価では,一次代謝物分析は産業上,必要な手法であると考えられる。

トウキ中の成分をより多く評価するために,メ タボロミクスの手法でもトウキ評価が行わ

れている。メタボローム分析では大和当帰と北海当帰の判別が blMR85,GC―MS38,llPLC

(UltraPerfomance LC)MS93,pyr01yze卜 GC¨MS94に よつて行われている。しかしながら,そ

のような研究は定性評価にとどまり,特定の判別マーカー成分の統計学的な有意差について

までは言及していない。NMRと LIPLC‐MSを用いた,統計学的なマーカー評価を行った報

告としては,辛当帰での韓国の 3つの産地の判別が存在する68.この研究では,統計学的な

マーカー評価は行われているが,産地評価のみであり,種の判別は行われていない.世界市

場での トウキの品質評価のために,種と産地の同時評価,統計学的な有意差検定,よ り定量

的な評価手法を行 うことが必要である。

そこで第二章では,ト ウキの種と産地半J別のために実践的な手法の確立を目指した。まず ,

トウキの GC/MSプロファイリングを行つた。その後,多変量解析の OPLS―DAモデルを構

築して, トウキの種と産地のマーカーを探索した。続いて, トウキのマーカーについての

′_testに よる有意差を示した。本章では GCメ タボロミクス技術が トウキの種と産地の判別

において実践的な方法の確立に有効であることを示す。
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3…2.実験方法

3…2¨ 1。 サンプル

全てのトウキサンプルは栃本天海堂 (Osaka,Japan)よ り入手した。市場で流通している

大和当帰 13種類 (7種類は日本産,6種類は中国市場品 ),北海当帰 3種類,唐当帰 5種類

を用いた。サンプルの詳細は Table 3… 1に示した。サンプルの種の同定は専門家による性状

評価と検鏡評価によつて行われた。奈良県,北海道 35,甘粛省 95はそれぞれ大和当帰,北海

当帰,唐当帰の主生産地として知られている。サンプルは粉末にして,50 mLプラスチック

チューブで遮光して-30°Cにて保存した。

Table 3-1.本研究で使用した トウキサンプル

Population Group Collection Cultivation region

number number vear

Species

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

3

3

3

4

4

4

4

4

2008

2008

2008

2007

2006

2005

2007

2008

2007

2005

2004

2004

2004

2007

2007

2006

1995

2008

2008

2008

2008

Nara, Japan

Nara, Japan

Nara, Japan

Nara, Japan

Nara, Japan

Nara, Japan

Tokushima, Japan

Zhejiang,China

Zhejiang,Cbina

Zhejiang, China

Zhejiang,China

Zhejiang, China

Zhejiang,China

Hokkaido, Japan

Hokkaido, Japan

Hokkaido, Japan

Gansu, China

Gansu, China

Gansu, China

Gansu, China

Gansu, China

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae HilrJno

A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae HikJno

A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae Hkino

A. sinensis

A. sinensis

A. sinensis

A. sinensis

A. sinewis
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3…2¨2.試薬

2-2-2に準ずる。

3-2中3.サンプル調製

2-2-3に準ずる。

3…2…4.GC…MS分析条件

2-2¨4に準ずる。ただし,スプリット比のみ 1:25にて行つた。

3…2-5。 多変量解析

2-2-5に準ずる。

3…3.結果と考察

3‐3-1.GC‐MS分析データの成分同定

トウキの一次代謝物を GC―MS分析によつて同定した。まず GC¨MSによつて得られた生

デ ー タ に つ い て MetAlign 48(httノ /Ⅵ踊咽LInc′ αAま.nl)で ピー ク を検 出 後 , ピー ク 同 定 ソ フ ト

AIoutput'2により成分同定を行つた。同定の結果,Table 3-2に 示したように 76種類の成分同

定が可能であった。以前の報告の同定結果 22種類 38に比べて,AIoutputを 用いることでよ

り多くの成分の同定が可能であった。
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Table 3-2.ト ウキサンプルより同定した成分

Peak Retention time ( sec ) Idcntiflcation Mass frasment

I

2

3

4

5

6

8

9

10

ll
I2

13

14

l5

t6

t7

18

t9

20

2I

22

23

24

25

26

27

28

29

30

3l

289.7 Lactic acid

301.5 Glycolic acid'

319.9 Alanine

324.6 n-Butylamine

335.0 Hydroxybutyric acid

339.0 Oxalic acid

358.3 3-Hydroxybutyric acid

365.6 2-Aminobutyric acid

386.2 Malonic acid

393.2 Valine

411.6 Urea

419.7 Serine

420.9 Oxamic acid

424.7 2-Aminoethanol

425.7 Glycerol

425.8 Phosphoric acid

426.9 Leucine

435.4 Ethylmalonic acid

44O.L Isoleucine

44L7 Threonine

445.3 Proline

448.6 Glycine

452.8 Succinic anhydride

458.8 Glyceric acid

467.1 Uracil

473.1 Fumaric acid

483.8 Pipecolic acid

503.9 Glutaric anhydride

515.8 B-Alanine

524.7 Homoserine

525.0 Maleamic acid

147,117,191, 133,88

147,177,133,205, 16l

174,86,147,248,100

I74,128,100,202,114

l3l,147,205,190,115

147,190,133,219,175

147 ,131,205,190,233

130,147, r00,204, rl4
147,133,233,99, ll7
146,730,103,156,174

747,189,171, 100, 130

116,132, 103,144, I59

147,116,190, 100,218

174,100,86,147,133

147, Il7,103,205,733

299,133,211,314,191

158,102,147,232, 130

147,217,133,99,261

158,218,147,100,232

ll7,101,219,147,129

rr7,101,219,147,129

174,86, 147 ,100, 133

147,247,129,172, 116

147, r89,133,103, rl7

99,147,241,255, ll3
245, 147 , 133, 715, 217

156,147 ,230,747 ,133

147 , 158, 129,97 , 261

174,86,147 ,248,100

218,128, I03,147,202

r47,154,244,228,169
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Table 3-2. 続 き

Retention time ( sec ) Identification Mass fragment

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

537.0 Citramalic acid

544.5 Malic acid

547.3 Threitol

561.0 Aspartic acid

564.1 Methionine

564.7 trans-4-Hydroxy-l-proline

566.9 Pyroglutamic acid

568.7 4-Aminobutyric acid

577.4 Threonic acid

589.0 2-Isopropylmalic acid

609.5 Glutamic acid

614.7 Tartaric acid

617.4 Phenylalanine

622.2 Xylose

625.6 Arabinose

633.6 Asparagine

641.6 Xylitol

647.4 Phthalic acid

651.2 Arabitol

651.3 Rhamnose

666.1 Putrescine

667.4 Aconitic acid

670.9 Xylonic acid

680.1 Glutamine

691.2 Shikimic acid

696.6 Citric acid

698.0 Ornithine

701.5 Citrulline

709.9 Psicose

712.0 Quinic acid

716.8 Fructose

147,247,115,133,85

147,133,233,101,245

147,217,103,117,205

232,100,147,117,218

176,128,147,100,219

140,230,147,133,86

156,147,230,258,133

174,147,86,100,133

147,117,292,103,220

147,275,133,115,231

246,128,147,156,100

147,230,143,219,102

218,192,100,91,147

103,217,147,89,133

103,217,147,133,160

116,132,147,100,231

103,217,147,129,205

147,119,105,135,221

103,147,217,129,117

117,160,148,133,89

174,100,130,214,146

147,229,211,133,375

147,103,217,292,117

156,147,230,258,133

204,147,133,255,189

147,273,211,133,183

142,174,86,100,200

157,142,256,10o,115

103,217,147,133,117

147,255,133,191,115

103,217,147,133,89
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Table 3-2. 続 き

Peak Retention time ( sec ) Identification Mass frasment

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

722.8 NIIallnose

726.4 Adenine

727.7 Glucose

736.4 Glucosaminc

741.3 Lysine

742.9  Galactosanlinc

743.2 Histidinc

743.3 Sorbit01

749.8  Tyrosine

769.O  Gluconic acid

774.5 Glucarate

805.5 1nosilol

898.8 2'― Dcoxyuridine

930.l Uridinc

147,205,160,103,129

264,192,279,99,165

147,205,160,103,129

203,147,131,217,117

156,174,128,100,230

159,147,205,103,129

154,254,100,218,166

147,103,217,205,117

218,100,147,179,280

129,147,103,220,157

147,217,133,103,244

147,217,191,129,103

103,171,117,145,261

147,217,169,103,245

3…3‐ 2。 GC…MS分 析データの PCA

GC―MS分析データの構造を概観するために PCAを行つた.第一,第二主成分の寄与率

は,38.5%,35.2%と なったI Figure 3-lAのスコアプロットでは唐当帰とそれ以外の トウキ

のクラスターが分離した。Figure 3-lBの ローディングプロットでは第一主成分軸で Glucose

や Fructoscの分離への大きな寄与が見られた。 トウキでは唐当帰の分離にこのような単糖

が重要であることが示唆された.さ らに,ローディングプロットとスコアプロットを比較す

ると,第二主成分軸を見ると Pr01ineが分離へ大きく寄与していた。このことから大和当帰

と北海当帰 。唐当帰の分離に PЮlineの寄与が示唆された。Pr01ineは植物種によって変化す

る代謝物であることが既に知られており
96, 
トゥキにおいても有用なマーカーであると考え

られる。さらに詳しく種や産地の分離の寄与成分について調べる為に OPLS―DAによる判別

を行 うこととした。
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3…3‐3.GC¨MS分 析データの OPLS…DA

トウキの種と産地の判別成分の検討を行うために GC/MSプ ロファイリングデータを用

いて Table 3-1のグループ分けの OPLS―DAを行つた。RAPD法の報告 97,98ょ り,種の相同

性の違いは,唐当帰と大和もしくは北海当帰間の違いが大和・北海当帰間の違いよりも大き

く,大和当帰と北海当帰がより近縁種であることが分かつている。種の判別のために,まず

唐当帰と大和 。北海当帰を判別した。その後,大和当帰と北海当帰の判別を行つた。見出し

た成分について,Table 3-1の Groupに基づいて三群比較を行つた。グ 値 >0.5が良好なモ

デル,ノ 値 >0.9が精度の特に良好なモデルという定義 55により,本章では グ 値が 085以

上の精度の良いモデルを作成することができた (Table 3-3).

Table 3-3.OPLS― DAモ デルの R2値 と び 値

Group    R2 ゲ

4 vsl,2,3

4 vsl,2

4 vs3

3 vsl,2

l vs2

また,OPLS¨DAモデルのバ リデーションのために,PLS―DAモ デルのバ リデーションを

行つた。バ リデーションは既報の幸当帰の手法に従つた
68.並べ替え検定において,全バ リ

デーションモデルのノ値とゲ値が実モデルよりも低かつたことから,実モデルの精度と

適合性の良さを示した (Figure 3-2).

0.954   0.939

0.983   0.966

0.983   0.979

0.930   0.876

0.972   0.926
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した。
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さらにサンプルを,モデルを構築するための トレーニングセットと,モデルに後から当て

はめるテス トセットに分けることで,バ リデーションを行つた。テス トセットとして,それ

ぞれの Groupか ら 1つか 2つのサンプルをランダムに取り除いた。OPLS―DAモ デルは 3回

構築を行つた。その結果の R2値 と σ 値を Table 3-4に示 した。すべてのモデルの R2値と

グ 値が 0.85を超える精度でモデルを構築することができた。

Table 3-4.並び替え検定の R2値 と ゲ 値

Group n R2 A
4 vs3,2,1 1   0.974   0.964

.2  0.877   0.833

3  0。984   0:972

1  0。 986   0.976

2  0.976   0.969

3  0.981   0.974

1   0.992   0.986

2  0.995   0.990

3  0.989   0.987

1   0.971   0.935

2  0.986   0.917

3  0.962   0.888

1   0.977   0.932

2  0.962   0.912

3  0.970   0。 923

4 vs2,1

4 vs3

クラス予測 Y値のカットオフ値を 0.5と 設定したところ,Figllre 3-3に 示すようにほとん

どのサンプルにおいて適切なクラス分けが見られた。

以上,モデルの R2値と び 値の評価,モデル内バリデーション (並べ替え検定 ),モデ

ル外バリデーション (テストセツトとトレーニングセット)を行つた結果,得られたモデ

ルは寄与成分を探索でき得る精度を持つと考えた。

3 vs2っ 1

2 vsl
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以上の精度のモデルについて S―plotに よる成分の選別を行った。成分を限定するために

|′ (ιθ″)|>0.569,70を 閾値とした。本研究では分散の大きなマーカーを絞 り込むために |′ |

>0.2を閾値とした.その結果を Table 3-5に 示した :

Sample number
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Lble 3…5.S―plotで選んだ成分

Group Compound ′ (θθrr)

4 vsl,2,3

4 vsl,2

4 vs3

3 vsl,2

l vs2

Proline

Malic acid

Citric acid

Sorbitol

Gluconic acid

Proline

Malic acid

Citric acid

Sorbitol

Gluconic acid

Proline

Malic acid

Citric acid

Glucose_1

Sorbitol

4-Aminobutyric acid

Citric acid

Glucose_1

Glucose_2

Proline

0.767     0.861

0.247     0.565

0̈.278    -0.835

-0.320    -0.939

-0.236    -0.883

0.764     0.842

0.275     0.608

-01265    -0,793

-0.320    -01912

0̈.238    -0.858

0.713     0.978

0.228     0.730

0̈.257    -0.831

0.244     0.589

-0.250    -0.833

-0.266    -0.639

-0.222    -0.533

0.529     0.547

0.236     0.516

0.655     0.564

※ |′ |>0.2,|′ (6θ″)|>0.5

寄与成分の中で Pr01ineでは他の成分に比べて |′ |や lρ (εθrr)|の大きさが際立って

いた。見出した成分について,相対強度の最大値,最小値,標準偏差を Groupご とに示し

た (Table 3-6).さ らに Group間 の相対強度の比較について ′―testを行つた。その結果,全

ての選抜成分で対応する群間において有意差が見られた。
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Table 3-6.GC―MS分析の相対強度の最大値,最小値,標準偏差,それぞれの成分の

′―testの P値

Compound Max SD Max NIlin SD

4vs 1,2,3

Proline

Malic acid

Citric acid

Sorbitol

Gluconic acid

4vsl,2
Proline

Malic acid

Citric acid

Sorbitol

Gluconic acid

4vs3

Proline

Malic acid

Citric acid

Glucose_1

Sorbitol

3 vs 1,2

4-Aminobutyric acid

Citric acid

Glucose_l

Glucose_2

Glucose_1

/4-Aminobutyric acid

I vs2

Proline

4

7.35    0.75

6.52    2.46

6.10    2.14

4.29    1.40

3.03    0.21

4

7.35    0.75

6.52    2.46

6.10    2.14

4.29    1.40

3.03    0.21

4

7.35    0.75

6.52    2.46

6.10    2.14

8.50    1.08

4.29    1.40

3

0.38    0.22

1.16    0.97

8.22    6.31

1.66    1.24

32.61   18.63

1

25.25   10.01

1,2,3

2.18   30.27   30.27

1.31   12.09    3.92

1.13    2.71    0.68

1.07    0.34    0.05

0.75    1.21    0。 13

1,2

2.18   30.27    8。 75

1.31   12.09    3.92

1.13    2.71    0.68

1.07    0.34    0.05

0.75    1.21    0.13

3

2.18   30.27    8.75

1.31    7.72    5.68

1.13    1.16    0.97

2.92    8.22    6.31

1.07    0.34    0.05

1,2

0.05    2.80    0.33

0.06    2.71    0.68

0.55   11.56    1.28

0.13    2.74    0.23

4.97   12.59    0.59

2

3.73   30.27    8.75

8.75  1.45× 10~31

1.65  3.36× 10~09

0.49  5.29× 10~08

0.052.49× 10~♀
9

0.20 5.45× 10~08

5.24  1.19× 10~27

1.81  3.46× 1008

0.46  1.37× 1007

0.05  2.54× 10~09

0.21  4.05× 10~08

4.89  1.52× 10~18

0.65  1.43× 10~07

0.06  2.09× 10~09

0.55  5。 31× 10~05

0.06  2.28× 1009

0.42  1.10× 10~18

0.46  3.00× 10~14

2.50 2.57× 10~13

0.57  7.85× 10~12

2.95  3.00× 10~09

5.06  1.86× 10~05

X Pvalue of r-test
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以上のことから,S―plotで選抜した成分は判別マーカーとなりうることを示した。しかし

ながら,実用的な判別マーカーとして使用する場合,群間で相対強度の差があることが重

要であると考えた。そこで群間の相対強度について箱ひげ図による図示を行つた。まず ,

唐当帰とそれ以外の トウキの選抜成分の比較を,内標の Rib■olの ピーク高さを 1と した相

対強度について箱ひげ図で Figure 3¨4に示した。
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その結果,単一の成分で最も正確に判別が可能であつたのは Sorbitolだ った。この結果

は Sorbitolの |′ (θθ″)|が他の成分より1に近いことと一致していた。さらに大和当帰と

北海当帰の単一成分での判別の結果を Figure 3-5Cに 示した。4-Aminobutyric acidと

Glucoseはそれぞれ群間の成分範囲が重なり,単一の成分だけでは大和当帰と北海当帰の判

別が困難であると考えられた。そこで S―plotで正に位置した Glucoscと 負に位置 した

4¨Aminobutyric acidについて,その相対強度の比を示した.Glucoseと 4-Aminobuげic aCid

の相対強度の比をとると,箱ひげ図で Group間の相対強度の重なりは Figure 3-5Cの よう

に広がった。
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トウキにおいて S―plotで選抜した正負の二成分の比をとることでより確実な判別が可能

となつた。さらに大和当帰の産地の判別については,マーカーによる群間の相対強度の差

を広げるために,S―plotで選んだ二成分の組み合わせを検討 した (TablC 3-5)。 しかしなが

ら,どの場合においても,有意差はあらたものの箱ひげ図で群間の相対強度範囲が重なら

ないように二成分で判別を行うことはできなかった :

(A) (B)

((〕) (E〕 )

H°｀`

1千

ノノ
´`
、`ッ″
//ヽ｀ヽ
NH2

Figurc 3-6.マ ーカー成分の化学構造 :(A)Pyroglutamic acid,(B)SOrbit01,(C)D― Glucose,

(D)4¨Aminobutyric acid

トウキの判別マーカー成分の生合成経路と薬理作用について説明する。

まず,Pyroglutamic acid(Figure 3-6(A))に ついてである。PyrOglutamic acidは Glutamic

acid,Prolineの 前駆体として知られている
99。
Pyroglutamic acidについては化学合成の面か

ら非対称合成の重要な成分として,1982年から20年間,指数関数的に研究報告が増えてき

た
100.PyrOgluttmic acidは

哺乳動物の脳,眼,血漿,脳髄液の中に存在する。また,Pyroglutamic
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acidは 甲状腺刺激ホルモン (TRH;Thyrotropin― Releasing Ho.1.16ne)の ようなペプチ ドの末

端成分でもあ り,甲 状腺ホルモンの代謝で重要な役割を果たす。中心神経系では

Pyroglutamic acidの 体系的な投与による高齢ラットの学習能力の向上が報告されている
101.

次に Sorbitol(Figurc 3-6(B))に ついてである。Sorb走olの ような還元糖のポリオールで

は,高等植物における生合成後の全身への輸送方法は,SucЮ scや他のヘキソースと比較し

て,ほ とんど解明されていない lQ。 しかしながら,Mannitolや Sorbit01は合成されてから

Sucroscと ほとんど同じように全身へ輸送されると考えられている。Sorb■olは リンゴや桃

のようなバラ科の植物に共通して含まれていることが知られている。光合成によつて生じ

た Glucose-6-phosphateが NADPHと 反応 して Sorbitol-6-phosphatcと NADPが 生じ, さ

らにリン酸基が脱離して Sorb辻olが生じる
103.sorbitolは

Xylitolと 比較すると劣るもの

の,虫歯を防止する作用が知られている
1“。他に,Sorbitolの 過剰摂取は下腹部痛や下痢を

引き起こすことも知られている
1° 5。

また,D―Glucosc(Figure 3-6(C))は 光合成によつて植物が合成するエネルギー源である。

糖のシグナルは劇的な過程であり,代謝フラックスや糖濃度は成長過程, 日動変動,生物

学的・非生物学的ス トレスによつても変化する
106.Glucoseは

人体内では脳と赤血球の主

な栄養源である。肝臓と腎臓だけが循環系に Glucoseを 放出することができる。その月干臓

と腎臓の関係は相互的であり,血糖値の恒常性を保つと考えられているЮ7.

最後に GABA;4¨ AminobtltriC acid(Figure 3-6(D))に ついて述べる.(注 :本段落のみ

4-Aminobuりic aCidを GABAと 表記する )植物では GABAについては,GABA shuntが

知られているが,GABA shuntの 機能的な役割はよく知られていない。細胞液で Glutamatc

か ら GABAと C02が 産生 される。GABAは ミ トコン ドリアヘ輸送 され ,Succinic

semialdchydeへ と合成される。Succinic semialdellydeは succinateか GABAに変換されて,

TCA回路と関わる GABAの回路が構成されている 108._般的に GABAは植物細胞では

濃度が低いものの,熱や寒冷条件,機能的刺激や低酸素,植物刺激によって何倍にも濃度



が増えることが知られている
109.生
体内においては GABAは哺乳類の中央神経系の主要

な抑制神経因子として知られている
110。
その一方,GABAは血液脳関門を通過しないこと

が報告されている
Hl.近
年,GABAは , ヒトの自律神経系に働いて,副交感神経を刺激し

てリラックス効果をもたらすことが報告されている.ま た,GABAを含むチョコレー トが

ス トレス状態から通常状態への復帰に役立つことも報告されている。このように GABAは

心理的なス トレスを減らす効果を持つ
H2.

以上,同定した GC/MSプロファイルから OPLS―DAの S―plotを用いて,種について

Proline, Cit五c acid, Sorbitol, D―Glucose, 4-Aminobutyric acidを , 産地について Prolineを

判別マーカーとした。その結果,種と産地の各判別マーカー全てにおいて,群間の ″tcstで

は有意水準 1%以上での有意差を示した。さらに,種判別については S¨plotよ り見出した

単一成分や二成分によって判別が可能であつた。以上の手法は生薬に限らず,品質評価や

植物の変動要因を判別する時に有用であると考えられる。
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3…4.小 括

同定した 76成分の GC/MSプ ロファイリングよリトウキの種と産地の判別を目指した .

GC/MSデータの PCAではスコアプロットで唐当帰と大和 。北海当帰のクラスター分離が

見られた。ローディングプロットより分離に寄与する成分が示唆された。さらに OPLS―DA

によつて種や産地の判別モデルを構築した。S¨pbtに よつて判別寄与成分を選抜した。それ

ぞれの成分の相対強度について みtcstで有意差を検定した。どの成分についても有意水準

1%で有意差が見られた。さらに単一成分での実践的な判別のために,群間の成分範囲を箱

ひげ図にて比較した。その結果,唐当帰とその他の トウキは Sorbitolで判別が可能であつ

た。さらに北海当帰と大和当帰については単一の成分での箱ひげ図における完全な判別は

困難だつた。そこで S■lotで正と負を示した二成分の相対強度の比をとることで二成分に

よる完全な判別が可能であった。将来的に,今回選抜したマーカーによつて種の判男Jを TLC

や他の簡便な測定法に置換することができれば,現在よりも迅速で手間の掛からない市場

評価が可能となるだろう。
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第四章 トウキの GC/MSマ ー カー の CC/FIDヘ

の適用

4-1。 緒言

第二章において GC―MS分析によるトウキの種と産地判別のための同時,かつ統計学的

に有意差がある手法を確立した。さらに,再現性があり,簡便で,低コス トな分析手法で

あれば,産業上の品質評価にすぐに応用できる。生薬の市場での品質評価において GC―MS

よりも低コス トで汎用的な機器として GC―FIDが使用されている。それは,すでに生薬業

界に限らず多くの分野の品質評価で OC―FIDが導入されていること,JP168にも記載がある

ことから明白である。実際の薬局方中では GC―FDは残留溶媒試験法,異物としての農薬

(BHC,DDTな ど )の純度試験,ス コポラミン,D¨カンフルなどの定量に用いられている.

生薬においても農薬の純度試験は規定されており
8,市
場での生薬の品質評価で農薬試験が

行われている。具体的なサンプル量と分析時間の面について,現在の JP16で の定量法と本

研究での分析法を比較して述べる。JP16では,定量試験として IIPLCでの定量が主流であ

る。比較対象としてアロエのバルバロインの分析例を取り上げる.サ ンプル量には,ア ロ

エ 0.lgを調製して,抽出には,標品の準備とともに 24時間,分析サンプルの準備に必要

である。また,保持時間が約 12分ということで 1分析に 30分の分析時間があれば十分で

ある。本研究ではサンプル量は 20 mg必要であり,抽出・サンプル調製には同様に,24時

間あれば十分である。また,保持時間は Tablc 3-2よ り 4-AminobutriC aCid(568.7 sec),

Glucos,(727.7 sec),SOrbitol(743.3 sec)と 全て 15分以内であり,1分析に 30分見れば十

分である。以上のことから第二章での GC¨MSによるマーカー成分の分析は JP16の定量法

と比較して量的・時間的に同等と考えられる。そのため,GC¨FIDでマーカー分析が可能で

あれば十分に実用的な方法であると考えた。本章では,第二章で見出した トウキの種判別
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マーカーについて GC¨FIDに よる判別の再現実験を行うことを目的とした。

4…2.実験方法

4¨2…1.GC…FID分析条件

GC―MS分 析 の為 に ,l μLの サ ンプル液 を GC-2010(Shimadzu,Kyoto,Japan)に Agilent

AOC-20s autosamplerと AOC-20i autottectOrを 用いて,スプ リッ ト比 1:25で注入 した。

カラムは GC―MS条件に準ずる。キャリアガスのヘ リウムの流速は線速度 45 cttsに て行

った.イ ンジェクション部,検出部の温度はそれぞれ,230°C,320°Cに設定した。GC昇

温条件は 80°Cで 2分間の保持,その後 320°Cま で 15°C/minの昇温,さ らに 320°Cで 6分

間の保持にて行った。

4‐3.結果と考察

GC―MSと GC―FIDの分析結果の比較を行うためにクロマトグラムを示した (Figurc 4-1,

4…2)・ GC―MSと GC―FIDを 比較 して,類似 したクロマ トグラムを得ることができた。

GC―MS分 析での種判別マーカーの GC―FID相対強度について, Figure 4-3(箱ひげ図 )

と Tablc 4-1に示 した.GC―FID分析データは GC=MS分析データの結果 と同様に,唐当帰

と大和・北海当帰の判別で Sorb辻olが ,大和当帰 と北海当帰の判別で Glucose,4-AminobutriC

acidが ″tcstに おいて有意差を示 した。しか しながら,箱ひげ図においては,GlucOscと

4-Aminobuvic aCidは 単一成分で は相対強度 の重な りが生 じた .さ らに,二成分比

Glucose/4-Aminobutyric acidと することで相対強度の重な りがなくな り,判別の差が拡大 し

た (Figure 4-3).
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Table 4-1.GC―FIDの相対強度の最大値,最小値,標準偏差,それぞれの成分の みtcstの P値

Compound Max Min SD Max Min SD P

4 vsl,2,3      4            1,2,3

Sorbito1                 2.73    0.86   0.71    0.26   0.08   0.04   9.46× 10~07

3 vs l,2      3             1,2

Glucose 1               8.48    7.05   0.42    9.55   1.44   1.95   1.99× 10~15

4¨AminObuり ic aCid       O・ 28    0.19   0.03    1.27   0.26   0.21   3.19× 10~17

Glucose 1/~               43.63   25.55   5.98   18.93   1.70   4.09   2.45×
10~21

4-Aminobuりic aCid

4…4.小 括

以上,第二章と第四章をまとめる。第二章にて GC―MS分析データよリトウキの種判別

マーカーの探索を多変量解析で行つた。′■estと箱ひげ図よりそのマーカーの有用性を示し

た.第四章にて GC¨FID分析でもトウキの種判別マーカーが ′―tc"と 箱ひげ図で有用であ

ることを示した。以上のような GC―MS分析でマーカーを探索する方法と GC―FIDでのマ

ーカー分析の再現法は,他の生薬・食品への応用も可能である。市場の品質評価において ,

本手法は,再現性のある機器を用いていること,HPLCの ターゲット定量法のようにカラ

ムや分析手法の変更を行 う必要がなく利便性が高いこと,ルーチン分析には質量分析機が

必要でなく低コス トであることの 3点を満たすことから有用であると考えられる。

66



第五章 総括
本研究では生薬の種と産地の判別マーカー成分を探索した。生薬の種と産地を評価する

手法として,他の生薬でもメタボロミクス技術が用いられている。その中で,プロファイ

リング研究は多いが,バイオマーカーの精度を示している研究はまだ少ない。また,生薬

では二次代謝物の研究が薬効に重点を置いて進められているために,一次代謝物を品質評

価と関連付けている研究も少ない。それは生薬を「薬」としてとらえ,「食物,農作物」

でもある点への品質評価の関心が低かつたこと,技術的に網羅的な代謝物を評価すること

が難しかつたことが原因であると考えられる。メタボロミクス技術は網羅的な代謝物評価

に適した方法論であるといえるが,現場では使用が困難な場合も考えられる。以上のこと

の具体例として,二次代謝物分析とメタボロミクス技術を現場で用いる際の問題点につい

て述べる。

生薬の二次代謝物の評価は特定の薬効でしか評価 しえないし,その含量が微量であるた

め標品の入手が困難な場合がある.生薬の各条規格では,便宜上,その時点で市販されて

いる,あ るいは市販可能な試薬についての規格を試薬 。試液の項で定め,その物質を分析

用標品として,生薬の市場成分の定量法と定量規格を規定している。しかし,天然由来の

有機化合物は化学合成が困難であり,多 くの場合,天然素材より単離生成したものに試薬

会社独自の方法により純度の値付けがなされ,市販試薬あるいは標準品として流通してい

る。これらは,原料,抽出方法,単離精製工程の差異により,共存する不純物組成やロッ

ト間の絶対純度の変動が化学合成された化合物に比べて大きいと予想される。これが結果

として科学的根拠に基づいた生薬類の規格設定のボ トルネックになっている
H3.

一方,メ タボロミクス技術を現場の品質評価にて行 う問題点として,毎回,生デニタか

ら複雑なデータ処理を行い,多変量解析の解釈を行 うことが困難であることがあげられる。

データ処理や多変量解析には膨大な時間,コ ス ト,解析者の技量を必要とする。データ処

理の過程においても,フ ィルタリングや閾値の設定の違いによつて選抜成分が異なる可能
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性がある。そのために,本研究のようにマーカー選抜のためには再現性のある明確な基準

を設ける必要がある。

今回の研究では,一次代謝物よリトウキの種と産地のマーカーを評価できた。さらに,

市場での品質評価のために汎用的な分析機器 GC―FIDでの トウキの評価も達成した。以上

のことから,本研究は特に市場での品質評価を確立するためのメタボロミクス応用研究と

して価値があると考えた。

本方法は非常に簡便であるが,生薬は天然物であるがゆえに成分変動が起こるため,単

一の成分だけに着目することには危険性が伴 う。少なくとも本実験のサンプル数において

本方法は研究室規模では有用であつた。しかし,本手法が流通過程での大量サンプルの評

価にどの程度,有用であるかという点については,実際に市場での時間的,量的にスケー

ルを増やした評価が求められる。緒言に示したように JP168の定量法と比較して,時間的 ,

サンプル量的には十分に対応可能であることを述べた。しかしながら,本研究の品質評価

基準としての適用については,国際的な WHOな どの機関や海外諸国との連携,国家レベ

ルでの厚生労働省や国立医薬品食品衛生研究所,生薬企業の組織である日本漢方生薬製剤

会,企業と研究機関,大学を含めた生薬学会などの協力が必要である。

マーカーの実用性について言えることとして,本研究では 5年程度の採取年の幅がある

サンプルにて統計的有意差のあるマーカーを決定することが可能であった。一方,薬局方

は近年,5年ごとに更新されている傾向がある。薬局方の公示では,第十四局が平成 13年 ,

第十五局が平成 18年,第十六局が平成 23年に公示された (厚生労働省ホームページ :

httpノ缶v肩山lw.gojpたopics/bukyoku/iyaku/yakkyoku/).そ こで,産地や種の判別マーカーを

決定後,薬局方の更新の際にマーカーの確認を行えば,5年間ぐらいの時間差であればマー

カーの変動をモニタリングできることが予測される。少なくとも,セ ンキュウとトウキに

おいては,栽培年数が一定であり,比較的,採取産地も安定しているために本方法が有効

であつた。一般的に,生薬の研究は生薬が天然物であり,生育環境,種,加工法,保存法
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など,他のファクターによつて多成分が変化するため,品質評価の適切な手法の確立が困

難であるとされている。本方法のように再現性がよく,簡便な手法が確立できれば,今後 ,

生薬の流通量が増加しても世界中で品質が保証された生薬の使用が期待できる。
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Appendix-1: GAcPと GMP
*1:WHO guidelincs on GACP(goOd agicultural and collec■ on practices)fOr medicinal plants

(WHO gudelines on GACP for medicinal plants.Geneva,Sw12erland,World Hcahh Organization.

2003)

WHOの GACPは 105カ 国を超える国から,専門家と国際的な権威の協力を得て編成さ

れた薬用植物の採取と栽培に関する技術的ガイ ドラインである。以下にその説明を引用す

る。

「品質管理は薬用植物製品に安全性と効能について直接的な影響を与える。品質評価に

おいて GACPは最初の第一歩に過ぎない。更にこの品質評価は安全性と効能と共に,薬用

植物の天然資源としての安定使用にも重要な役割を果たす.今までに,EUと 中国や日本の

ような一部の国のみが薬用植物の GACPにおいて地域的,国際的なガイ ドラインを確立し

てきた。」と GACPについては述べられている。国際的な生薬の品質評価における日本の

評価体制は重要であると考えられている.

*2:WHO guidelines on GNIP(g00d manufacturing pracuccs)for hcrbal medicines(WOrld Hcahh

Organizationo WHO guidelines on GⅣ IP for hcrbal mcdiches.Geneva,Swizerland,World Hcahh

Organizatbn.2007)

上記の WHOの GNIIPでは,生薬の GMPについて「最終薬草製品,特に薬草の混合製

品のための品質評価法は化学薬品よりも複雑である。最終薬草製品は生薬の品質にも影響

を受ける。そこで,薬草製品を含む薬物の品質を確認するために品質評価が製造過程にお

いて重要な過程である。 GMPは品質評価において最も大事なツールである」と述べられ

ている。

ま た 参 考 の 為 に ,GヽPに つ い て 厚 生 労 働 省 の 文 書

(http:〃kensaku.mhlwlgojp/scarch?q=cachcn～ 19RFUgf6DEJ、 vw‐ mhl¬lgojp/shingi/2009/03/dys



0330-12c」 113.pdfIGNIIP%810/040&clien← 面 酬isntend J`り■OXyStyleshee← 血 lw_■ontcnu

&outpu←Ⅸml nttdtd&ie=Shi■ ЛS&site=mhlw_collection&access→p&Oe=UTF-8)よ り 日本 で

の GNIIP確立の経緯を抜粋する。

「現在, 日本では医薬品製造業者に対し GMP(Good Mantlfacturing Practicc)を 遵守する

ことが求められている。これは原材料の入庫から,製品の製造・加工,出荷に至るまでの

すがての過程で,製品が適切かつ安全に作られ,一定の品質が保証されるように,事業者

が遵守する必要のある基準のことである。GMPは 1962(S87)年 にアメリカが「連邦食

品 。医薬品 。化粧品法」内に「薬品の製造規範 (GNIIP)に 関する事項」として制定したの

が始まりである。その後,WHO(世 界保健機関 )力 ア`メリカの GMPを基に WHO=GMP

を作成し,1969(S44)年に加盟国に対して医薬品貿易において GMPに基づく証明制度を

採用 。実施するよう勧告した。日本はこの勧告を受け,1976(S51)年 より「医薬品の製造

および品質管理に関する基準」に基づく行政指導を開始し,その後,1980(S55)年に厚生

省令として公布,1994(H6)年には省令改正により医薬品製造の許可要件となり,さ らに

2005(H17)年には製造販売の承認要件となつた。」

87



Appendix=2。  OPLS―DAの 原 理

OPLS―DAについて,一般的な実験科学での使用法について述べたあと,行列式からその

原理の詳細について述べる。

一般的に,ケモメトリクスのツールとして PCA,PLS,OPLSが 重要である。そのよう

な多変量解析の手法は複雑な化学的,生物学的データをモデル化・分析・解釈に効果的で

堅牢な手法である。PCAモデルの結果は,データ中の傾向,判別,経時変化を見るのに用

いられる。例えば,本研究での二次元クラスターではセンキュウや トウキの産地,種に由

来する種類別の視覚化が可能であった。しかし,時に科学での論点とは無関係な機器由来

の ドリフトや,人為的な実験上のずれが PCAモデルの寄与に大きく影響することがある。

このような場合,PLS,OPLSの ように,研究対象に焦点の合った情報が得られる手法が必

要である。PLS,OPLSと いう回帰の手法によつて,対象の構成情報である χ行列と,外

部のサンプル情報のデータテーブルである y行列の情報をモデル化できる (Wiklund s,

Johansson E,勁 ostrOm L,α α′.И
“
α′Cみθ
“
.2008;80(1):H5-122.).

次に,PLS,OPLSと い う順番で原理を説明していく.OPLS¨DAは PLSか ら派生 した

多変量回帰モデルであ り,PLSと 比べてクラス分けが第一潜在変数に見られるように回転

して軸が構成 されている。まず PLSは χ行列 と y行列からいくつかの潜在変数を使つて

回帰を行 うモデルである。以下に PLSの潜在変数,計算式の詳細を述べる (Johan Trygg and

Svante Wold J Cttθ
“
θzθ″たs2002;16119-128).

w=χ「ノ/(ッ
Tッ
)

″=1/y/1″‖

′=χ ″

c=ノ′/(′′)

′=χ
T′
/(′′)

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]
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E=χ ―′′
T

F=y― ′c

６

　

　

　

７

″

ε

′

′

E

F

重みベクトル

γ行列のローディングベクトル

ローディングベクトル

スコアベクトル

χ行列の残澄

y行列の残溶

以上の式で PLSは構成される。しかしながら,PLSは y行列に無相関な χ 行列の値

も含めてモデルを構成しているために,オーバーフィッティングをする可能性が高くなる。

そこで χ行列から y行列に無相関な χ 行列をモデル構築の際に取 り除くモデルが OPLS

である.OPLSと PLSと の違いを表す式を以下に示す (Wikhnd s,Johansson E,助 ostЮm L,α

α′.Иκα′Cみθ
“
.2008;80(1):115-122.).

ツツο=′ ―W/‖′―″‖

ち=Йrシッ。

ρ。=Й♂ぁ/(′。
Tあ
)

ン乙。″=χ ′̈。′。

Remrn tO step l and use χ=為θ″

[7]

[8]

[9]

[10]

%  :y行 列と直行して (OrthOgonal)無相関な χ行列の重みベクトル

ら  :y行 列と無相関な χ行列のスコアベクトル
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:y行列と無相関な χ行列のローディングベク トル

以上の式より OPLSでは PLSと 比較して y行列と無相関な (直行している )χ 行列

を除いたモデルを構成していることが,特に [10]式よりわかる。また,式を構成する潜在

変数である,ス コアベクトルやローディングベク トルを用いて,ス コアプロット,ロ ーデ

ィングプロット,S―plotな どが表される。丁般的に,以上のようなプロットはモデルでの寄

与成分の探索に用いられる.2-2-5の [1]式に OPLSの構成式を表した.OPLSモデルは y

行列に相関がある部分とそうでない部分を含む。それ故に,OPLSモデルから要因への寄与

成分を探すことも,無相関の新しい要因でのサンプル分離の評価とその寄与成分を検討す

ることも可能である.本研究では,種 と産地について余分な情報を取り除いて寄与の大き

い成分のみを抽出するために,OPLS―DAを用いた。
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Appendix-3. トウキの追カロサンプルの検定結果

A…3…1.緒言

バリデーションの下環として,本研究で用いた大和当帰と北海当帰のサンプルのマーカ

ーの結果を用いて,追加サンプルの,中国から日本へ輸入された薬用当帰との比較を行っ

た。この薬用当帰には日本で薬用として認可されている大和当帰と北海当帰が含まれてい

る可能性がある。実際の市場での使用方法の参考のために,マーカー使用の一例として示

す .

A-3…2.実験方法

A…3-2…1.サ ンプル

全てのトウキサンプルは栃本天海堂 (Osaka,Japan)よ り入手した。また,大和当帰 13

種類 (7種類日本産,6種類は中国市場品 ),北海当帰 3種類については第二章と同じサン

プルを用いた (TabL A… 3-1).さ らに,大和当帰と北海当帰の両方を含む可能性がある中国

より輸入された薬用当帰 (No.22-29の 8種類)を追加サンプルとした。
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Table A-3-11 本研究で使用 した トウキサンプル

Population Group Collection

number number vear

Cultivation reeion Species

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

22

23

24

25

26

27

28

29

2008

2008

2008

2007

2006

2005

2007

2008

2007

2005

2004

2004

2004

2007

2007

2006

2008

2008

2008

2008

2008

2008

2008

2008

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

3

3

3

5

Nara, Japan

Nara, Japan

Nara, Japan

Nara, Japan

Nara, Japan

Nara, Japan

Tokushima, Japan

Zhejiang,China

Zhejiang,China

Zhejiang, China

Zhejiang,China

Zhejiang, China

Zhejiang, China

Hokkaido, Japan

Hokkaido, Japan

Hokkaido, Japan

Sichuan, China

Sichuan, China

Sichuan, China

Sichuan, China

Sichuan, China

Zhejiang,China

Zhejiang, China

Shaanxi, China

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba

A. acutiloba Kitagawa vaL sugiyamae Hikino

A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamaeH*ino

A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamaeHtkiuo

A. acutiloba and A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae

Hikino

A. acutiloba and A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae

Hikino

A. acutiloba and A. acutiloba Kitagawa vat sugiyamae

Hikino

A. acutiloba and A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae

Hikino

A. acutiloba and A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae

Hikino

A. acutiloba and A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae

Hikino

A. acutiloba and A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae

Hikino

A. acutiloba and A. acutiloba Kitagawa var. sugiyamae

Hikino
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A-3…2…2.試薬

3-2…2に準ずる。

A…3-2‐3.サ ンプル調製

3-2-3に準ずる。

A‐3…2…4.GC―MS分析条件

3-2-4に準ずる。

A…3…3.結果 と考察

三章で大和当帰と北海当帰のマーカーとして見出した Glucose/4-Aminobuり ic aCidの比

について箱ひげ図を示した (Figure A-3-1).箱 ひげ図より中国からの輸入品 (Group 5)が ,

北海当帰 (Group 3)よ りも,大和当帰 (Group l,2)に 近い相対強度範囲を示した。さら

に ′―tcstの結果についても示した (TablC A-3-2).

40
お

230
0
‐

・=200
>

壺 10
0
∝

0

3   1,2   5
Group number

FiguК A-3-1.GC―MS分 析の相対強度を用いた Group 5,3,2,1の 箱ひげ図 :

Glucose/4-Aminobuり ic aCid

上
軍

≧

凸
甲



Table A-3-2.GC―MS分析の相対強度の最大値,最小値,標準偏差,それぞれの成分の

たtestの P値

Glucose/4-Aminobutyric acid

Glucose/4-Aminobutyric acid

32.98

3298

1903

1903

1519

15.19

0.54

0.54

492   1, 2, 5

492     5

3.88 2.06x104

5.01 1.01x 10-"

Table A-3-2よ り,″熔′では1ヒ海当帰 (Group 3)と 大和当帰と中国輸入品 (GЮup l,2,

5)の比較,北海当帰 (Group 3)と 中国輸入品 (GЮup 5)の比較のどちらの P値も 10・
0

以下の非常に小さい値を示した。よつて中国輸入品 (Group 5)は本研究で見出したマーカ

ーにおいては北海当帰よりも大和当帰に近いことを示した。本博士論文の成果について ,

以上のような使用方法を市場で提案できると考えている。
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Appendix-4。 本論文で登場した成分の構造式

・第一章よりTable l-4(JP16記載生薬で定量マーカーを持つ生薬 )の成分とそ

の構造式

定量マーカー

アルカロイド Alkaloids

No。

Ｈ
・
‐２
・
‐３
・
‐４
・
‐５
・
‐６
・
‐７
・
‐８
・
‐９
・
‐１０
・
‐‐‐
一
‐‐２
一

アコニチン

セファエリン

エメチン

エフェドリン

ヒルスチン

ヒヨスチアミン

ヒバコニチン

ジエサコニチン

メサコニチン

ブソイ ドエフェドリン

リンコフィリン

スコポラミン

Aconitine

Cephaeline

Emetine

Ephedrine

Hirsutine

Hyoscyamine

Hypaconitine

Jesaconitine

Mesaconitine

Pseudoephedrine

Rhynchophylline

Scopolamine

アミグダリン

アルブチン

バイカリン

バルバロイン

ベルベリン

ブフォステロイ ド

ブファリン

シノブファギン

レジフォゲニン

カプサイシン

Amygdalin

fubutin

Baicalin

Barbaloin

Berberine

Bufosteroid

BuFalin

CinObufagin

Resibufogenin

Capsaicins

71

72

73

１

・

２

・

８

　

８

カプサイシン

ジヒドロカプサイシン

Capsaicin

Dihydrocapsaicin
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第一章よりTable l…4の成分の続き

No. 定量マーカー

1 9  クルクミノイ ド
91 ビスデメトキシクルクミン
92 クルクミン
93 デメトキシクルクミン
10 デヒドロコリダリン
11 ゲニポシド
12 ジンセノサイド
:121 ジンセノサイ ドRbl

:12′ ジンセノサイ ドRgl
13 グリチルリチン酸
14 ヘスペリジン
15 ヒヨスチアミン
16 ロガニン
17 マグノロール
18 ペオニフロリン
19 ペオノール
20  ペリルアルデヒド

21 プエラリン
22 サポニン
221 サイコサポニン A
222 サイコサポニン B2

24 ストリキニーネ
25 スウ三ルチアマリン

English

Curcuminoids

Bisdemethoxycurcumin

Demethoxvcurcumin

Dehydrocorydaline

Geniposide

Ginsenoisides

1223 サイコサポニン D       Saikosaponin D

: 23 センノシド Sennosides

:231 センノシド A

:232 センノシド B

Ginsenoiside Rbl

Ginsenoiside Rgl

Glycynhizinate

Hesperidin

Hyoscyamine

Loganin

Magnolol

Paeoniflorin

Paeonol

Perillaldehyde

Puerarin

Saponins

Saikosaponin A
Saikosaponin 82

Sennoside A
Sennoside B

Strychnine

Swertiamarin
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No。1アルカロイ ド

-?--4^,/,/ 1- ) r'

セファエリン

14 エフェ ドリン

ヒルスチン

11

５

・

２

・

６

・
ヒヨスチアミン

/
13

/

エメチン

97



ブソイ ドェフ■ドリン

リンコフィリン

x =,ti7 : )/

No.z 7i-/tsD Y

110７

・

u,S--4-\/L/ \r- ) r'

OH

J,r+--4-\/,/- Y r-.,/ r'

111

ンチニコ

ヘ

　

ジエサ
８

一

1 12

９

・

98
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No.3アルブチン

No.4バイカリン

No。7ブフォステロイ ド

71  ブファリン

72

73

シノブファギン

レジフォゲニン

NO.6ベルベリン
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82

No.8カプサイシン

81  カプサイシン

0、
、、

ジヒドロカプサイシン

No。 9クルクミノイ ド

91  ビスデメトキシクルクミン

92 クルクミン

93 デメトキシクルクミン

0
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No。 10デヒドロコリダリン

No。 11ゲニポシド

No。 12ジンセノサイ ド

121  ジンセノサイ ド Rbl

ジンセノサイ ド Rgl

/
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No。 13グ リチル リチン酸

No。 14ヘスペリジン

Nol 15ヒ ヨスチアミン

/

No。 16ロガニン

No。 17マグノロール
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〔〕

No.21プエラリン

No。 19ペオノール
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No.22サポニン

221  サイコサポニン A

OH

222  サイコサポニン B2

22 3 t4 =t>f =y D



No.23セ ンノシ ド

231セ ンノシドA,232セ ンノシド B

(セ ンノシドBは 10,10'位 の立体異性

体 )

No.24ス トリキニーネ

No。 25ス ウェルチアマリン

N
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・第二章よりTable 2…2.(センキュウサンプルより同定した成分 ),第二章よ

りTable 3…2.(ト ウキサンプルより同定した成分 )の成分とその構造式

Pcak Identiflcation Pcak Identiflcation

1 l-Methyladenosine

2 2-Aminobutyric acid

3 2-Aminoethanol

4 2'-Deoxyuridine

5 2-Isopropylmalic acid

6 3-Hydroxybutyric acid

7 4-Aminobutyric acid

8 Aconitic acid

9 Adenine

10 Adenosine

1l Alanine

12 Arabinose

13 Arabitol

14 Asparagine

l5 Aspartic acid

16 B-Alanine

I7 Caffeic acid

18 Citramalic acid

19 Citric acid

20 Citrulline

2l Dopa

22 Ethylmalonic acic

23 Ferulic acid

24 Fructose

25 Fumaric acid

26 Galactitol

27 Galactosamine

28 Galactose

29 Galacturonic acid

30 Glucarate

Glucaric acid

Gluconic acid

Glucono- I ,5-lactone

Glucosamine

Glucose

Glutamic acid

Glutamine

Glutaric anhydride

Glutathione Oxidized

Glyceric acid

Glycerol

Glycine

Glycolic acid

Histidine

Homoserine

Hydroxybutyric acid

Inositol

Isoleucine

Lactic acid

Lactitol

Leucine

Lysine

Maleamic acid

Malic acid

Malonic acid

Mannitol

Mannose

Melezitose

Melibiose

meso-Erythritol

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60
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第二章と第二章の成分の続き

Pcak Idcntiflcation Pcak Identiflcation

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

Methionine

N,N-Dimethylarginine

n-Butylamine

Nicotinic acid

z-Methylethanolamine

Ornithine

Oxalic acid

Oxamic acid

Phenylalanine

Phosphoric acid

Phthalic acid

Pipecolic acid

Proline

Psicose

Putrescine

Pyridoxal

Pyroglutamic acid

Pyrophosphoric acid

Quinic acid

Rhamnose

Ribose

Serine

Shikimic acid

Sorbitol

Succinic acid

Succinic anhydride

Sucrose

Tagatose

Tartaric acid

Threitol

Threonic acid

Threonine

tr an s - 4 -Hy dr oxy-L-pro line

Trehalose

Trlptophan

Turanose

Tyrosine

UDP-D-Glucuronic acid

Uracil

Urea

Uridine

Valine

Xylitol

Xylonic acid

Xylose

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105
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l-Methyladenosine

2-Aminobutyric acid

O

2-Isopropylmalic acid

3-Hydroxybutyric acid

4-Aminobutyric acid

H2N、、、、//ノン`、、、こ′′′Jl、、、。H

2-Aminoethanol

H2N~°
H

2'-Deoxyuridine
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NH2

nlncＣ
ｄＡ
　
　
２
Ｈ

Arabinose

Arabitol

√

≫

珊
　

ｉｎё

こ

10      Adenos

Ｈ０

　

　

　

　

‐３

Alanine

14
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16

Aspartic acid

12高
′//ハ｀`ヽ、/′′」‖ヽ、、。H

H20

Citrulline
18 Citramalic acid

O   uハ

21

19 Citric acid
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〔〕

22 Ethylmalonic acid

23 Fenllic acid

Fumaric acid

HO、

下J ｀ゝOH
26 Galactitol

Galactosamine

゛゙゛
°H

し NH2
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Gluconic acid

30 Glucarate

Glucono- 1 
"5 

-lactone

34 Glucosamine
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ＨＯ

〓
〓
〓

38 Glutaric anhydride

Glutathione Oxidized

0

HOム

７

　
　
　
０

３

　

　

４

:

1°

H

O
YN＼

          HN、。xダ夭
爆

0

H

｀`
I″

″Jl｀ °`H
NH2

午

OH

O

36     Glutanlic acid

Glutallllne

Glyce五 c acid

O
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HO

47 Inositol44 IIistidinc

45 Homoserine

６

　
　
　
９

４

　

　

４

Hydroxybutyric acid

Lactic acid
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53 Maleamic acid

55 Malonic acid

Ｈ

　

　

Ｈ

Ｏ

　

　

Ｎ

50
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60 meso-Erythitol

61 Mcthionine

n-Butylamine

Ｈ

　

　

Ｈ

０
　
　

０

58 Melezitose

59 NIlelibiose

$rrrHz

64      Nicotinic acid

65 n -Methylethanolamine

H
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omithine

Oxamic acid

Phenvlalanine

Phosphoric acid

72

Phthalic acid

Pipecolic acid

O

67      0xalic acid

HXH

Ｈ

一

０
１
１
１
Ｐ
＝
＝
＝
０

73 Prolinc

HO― OH
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Quinic acidPutrescine

Ｎ

７５

　

　

Ｈ
２

76

OH         OH

OH   OH

81    Ribose

OH   OH

82      Scrine

OH

NH2

78 Pyrophospho五c acid

0     0

|| ||

OH

Hoづ隊o/卜6H

グ

ヽ

|
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Shikilnic acid

84 Sorbitol

Succinic acid

o

88

Sucrose

Tagatose

OH

85

Succinic anhydride
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Ｈ

〓
三

二

〇

Threonlllc

OH     O

９６

　

Ｈ。

95 Tryptophan

Turanose

97 Tyrosine

NH2

93 t r an s -4 -Hy droxy-L-pro line

〔〕
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101 Uridine

UDP->Glucuronic acid

Uracil

100     Urea

O

H21人 NH2
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104 Xylonic acid

OH

=

105 Xylose
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