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緒 論

生薬 を用 いた製 剤 は 、漢方製 剤 に限 らず 、 また医療用 ・一般 用 を問 わ ず
、

各種 剤 型 の医薬 品 と して利 用 され て いる。 生薬 の まま用 いる薬 剤 と して は
、

煎剤 や エ キス剤 な どの漢 方製剤 、 粉末 の ま ま製 剤す る総合 胃腸 薬 、 ドリン ク

な どの滋養 強壮 保健 薬 、家庭 薬 、 また香辛 料 な どの食 品領 域 に も巾広 く用 い

られ て いる。

近 年 、我 国 にお け る生 薬 の輸入 量 は、生薬 製剤 の需要 に とも な っ て著 しく

増 大 し、国 内で消 費 され る生薬 の80%を 輸入 に依存 して いる。巳と くに、高齢

化社 会 へ の移 行 ととも に消化器 系 ・循 環 器系 等 の慢性 疾患 が増 加す る なか で
、

漢 方薬 な どの生 薬 製剤 が注 目され 、1976年 に漢 方エ キスが 医療 用 医薬 品 と し

て許 可 され て い る。生薬 の需要 は今 後 も増 加 が 予想 され、 そ の品 質確 保 と安

定供給 が望 まれ る。

と ころで 、1989年 現在 、我 国市 場 に流 通 して いる一般 用 医薬 品 の うち
、 い

わゆ る 胃腸 薬 の数 はお よそ1,800晶 目にも の ぼ る1) 。 これ ら胃腸 薬 は 、① お

もに生薬 で構成 され る健 胃薬 、②制 酸 剤 か らな る制酸 薬 、③整 腸 薬 、④ 消化

酵素 で構成 され る 消化 薬 、⑤ 上 記 の4薬 の う ちの2薬 以上 を混 合 した製剤
、

⑥ 胃腸 鎮 痛鎮 け い薬 、 に大別 され る。 しか し、実 際 に 胃腸薬 と して最 も多 く

製造 ・販 売 され て いる も のは、⑤ の混合 製剤 で あ り、製 造許 可 を得 て いる品

目は約500も あ る。 そ の ほ とん どは消化酵 素 に生薬 と制酸 剤 が配 合 され た も

ので ある。 この処 方 は我 国特 有 のも の であ り、欧米 で は消化酵 素 か らな る消

化剤 と制 酸剤 等 とは本 来 区別 して用 い られ 、 また生薬 を酵 素剤 に配 合 す る こ

ともな い。

酵 素 の活 性 は、従 来 か ら種 々の要 因(温 度 、湿 度、光 、pH 、共 存物 質 な

ど)に よっ て影響 を うけやす い ことが知 られ て いる2) 。 これ らの要 因 の うち、

とくに制 酸 剤 や サ リチル 酸 、抗 生物 質 な どの合 成 医薬 品 に よる消 化酵 素 へ の

影響 につ いて は多 くの報 告が あ る3)4)5)。 一 方 、配合 生薬 が 消化酵 素 にお よ

ぼす 影響 につ いては ほ とん ど明 らか に され て いな い。加 えて 、生薬 は原 植 物 、
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産地、採取時期、用部、保存期間 ・方法、調製 ・加工方法等の違いにより差

があり、これが酵素にどのような影響を与えるかについても判 っていない。

さらに、これらの生薬を服用した場合、生体内でまず最初に出会う酵素は

消化酵素であるが、生薬を含む散剤や粉末が胃あるいは腸に存在する生体中

の消化酵素にどのような影響をおよぼしているかは一切不明である。生薬を

投与 した際の、消化酵素による食物の消化 ・吸収速度の変動等についてin

vivoに よる検討法 を確立する必要がある。

そこで本研究では、種々の生薬を消化酵素に作用させ、その影響を公定法

およびその他の方法を用いてinvitroで 検討 し、酵素活性 を阻害する生薬

な らびに酵素作用を有する生薬の存在を確認するとともに、生薬による生体

内酵素への影響をシロネズミを用いてinVIVOで 検討を行 い、い くつかの新

たな知見 を得たので以下に詳述する。
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第1章 生 薬 の 酵 素 活 性 に お よ ぼ す 影

響

胃腸薬のうち、消化酵素に生薬および制酸剤を配合したものは一般に総合

胃腸薬と称される。

消化酵素剤の効力試験としては、 日本薬局方収載の含糖ペプシン、ジアス

ターゼ、パンクレアチン等について消化力試験法が記載されているが、これ

らの試験法では局方品としての最低基準を満たしているか否かの判定をする

程度にとどまっている。また、1980年 に公定法 として厚生省から 「胃腸薬製

造承認基準」6)が 公布 され、その中の 「胃腸薬 の制酸力及びpHの 試験法並

びに消化酵素 の消化力 を測定する試験法について」7)(統 一試験法 ともよば

れる)の 項において種々の消化酵素 の活性測定法が示された。しか し、これ

らの試験法には操作が煩雑であった り配合生薬による測定値の妨害などの問

題点もあり、他の試験法との比較検討の必要性が予想された。

そこで、これ らの生薬に配合されることが多い消化酵素に対する影響を

inVltTOで 検討 した。また、生薬 申の種 々の成分による影響を受けにくい

方法についても検討を行った。

第1節 健 胃 生 薬 の 消 化 酵 素 活 性 に お

よ`ま す 影 響

一般の総合 胃腸薬の場合、消化酵素に数種類から十数種類の生薬が配合さ

れるのが普通であるが、それらの生薬が各種酵素の作用(で んぷん、たん 白、

脂肪 、せんい素の各消化作用)に どのような影響をおよぼすかを総合的に検

討する必要がある。また、同一酵素作用でもその起源によって受ける影響に

差異があることも考えられた。さらに、同一生薬であっても、産地 ・晶質に

よって活性に与える影響が異なる可能性もある。そこで、消化酵素としてジ

アスターゼ(植 物由来)、 ビオジアスターゼ(微 生物由来)、 パ ンクレアチ
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ン(動 物 由来)の3酵 素 を用 いて 、 胃腸 薬 に配 合 され る こ とが比 較 的多 い健

胃生薬 を作 用 させ 、活性 値 の変 動 の有 無 を検 討 した。

材 料 お よ び方法

1実 験材 料

生薬:供 試 した生薬 はゲ ンチ アナ(北 海道 、パ キス タ ン、 四川産)、 リュ

ウタ ン(遼 寧 、貴州 産)、 セ ン ブ リ(長 野 産)、 ニ ガキ(香 川 産)、 ク ジ ン

(北朝 鮮 産)、 オ ウバ ク(北 海 道 、 中国東 北産)、 オ ウ レン(鳥 取 、湖 北 、

四川 産)、 ケ イ ヒ(広 南 、広 西、 ベ トナ ム産)、 サ ンシ ョウ(兵 庫 、奈 良 、

中国、韓 国産)、 ウイ キ ョウ(長 野 、河 北産)、 シ ョウキ ョウ(雲 南産)、

チ ョウ ジ(マ ダガス カル 、ブ ラ ジル 、 ザ ン ジバ ル産)、 ダイ ウイ キ ョ ウ(広

西産)、 シュ クシ ャ(タ イ産)、 カ ンゾ ウ(中 国東 北、 中国西 北 、 アフ ガニ

ス タ ン産)、 コ ンズ ラ ンゴ(エ ク ア ドル 産)、 ニ ンジ ン(長 野 産)、 ダイ オ

ウ(甘 粛 、 四川 、北海 道 産)の18種 類36試 料 で、主 として局 方 品 に供 さ

れ るも の を用 いたが 、犬 山椒(韓 国産)な ど一 般 には使 用 され な い生 薬 につ

いて も 、局 方 品 に対 す る比較 検 討 のた め用 いた 。 また、 品質 、産 地等 に よる

酵素 活性 へ の影 響 の差 が比較 的認 め られ た生薬 につ いて は、産 地 の異 な る2

～4種 類 の試料 を、差 が ほ とん ど認 め られ な い生薬 につ いては1試 料 の み を

用 いた 。 な お、 四川省 の ゲ ンチ アナ は蓁芫(ジ ンギ ョウ)でGentianma(㌃

rophyllaを 基 原 とす る もので あ る。 各試 料 はす べ て粉末 に した の ち、300μm

の篩 を通 して粒度 を均一 に した 。

酵 素:胃 腸 薬 に繁 用 され る ジアス ターゼ(大 麦 由来)、 ビオ ジア ス ター ゼ

2,000(Aspergillusoryzae由 来)、 パ ンク レァ チ ン(ウ シ膵臓 由来)を 用

いた 。

2酵 素 活性 の測 定

各酵 素 の活性 測 定法 は 、酵 素 製剤 の力価 検 定 法 として現在 一般 に用 い られ

て いる統 一 試験 法(胃 腸 薬製 造 承認 基 準6)中 の消化 力試験 法7))を 準 用 した 。
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消化 力試 験 は、 でん ぷん糖 化力 、 で ん ぷん糊 精 化力 、 たん 白消 化力 、 脂肪 消

化力 、 せ ん い素糖 化 力 につ いて行 った 。各酵 素溶液 の濃 度 は 、活性 値 の増 加

が酵 素 濃度 に比例 す る範 囲内 と した 。 す なわ ち 、でん ぷ ん糖 化 力測 定 用 ジ ァ

スタ ーゼ溶 液 および せ ん い素糖 化 力 測 定用 ビオ ジ アス ターゼ溶 液 は0.1%、

でんぷ ん糖 化 力 測定 用 ビオ ジ アス タ ーゼ溶 液 は0.005%、 で んぷ ん糊 精 化力

測 定 用 ビオ ジァス タ ーゼ溶液 は0.003%、 た ん 白消化 力測 定 用 ビオ ジ アス タ

ーゼ溶 液 は0 .2%、 脂肪 消化 力測 定 用 パ ンク レアチ ン溶液 は1.0%、 そ の他

の酵 素活 性 測 定時 の溶液 の濃 度 は0.05%に 設 定 した 。 また 、反応 液 のpHは

各酵 素 の至 適pH付 近 で行 った 。 す なわ ち 、 ジ ァス タ ーゼ お よび ビオ ジ ァス

ターゼ の でん ぷ ん消化 力 はpH5.0、 パ ンク レアチ ンの でんぷ ん 消化力 はpH

7.0、 ビオ ジ アス ターゼ のた ん 白消化 力 はpH3.0、 パ ンク レアチ ンのた ん 白

消化 力 はpH8.5、 パ ンク レア チ ンの脂 肪 消化 力 はpH8.0、 ビオ ジァス タ ーゼ

のせ ん い素 糖 化力 はpH4.5で それ ぞ れ行 った 。生薬 の添 加量 は、パ ンク レァ

チ ンの脂 肪 消 化力 の場 合10mg、 ビオ ジアス ターゼ のせ ん い素 糖化 力 の場 合1

㎎ 、他 は5mgに 統 一 して行 った。 な お 、各 生薬 は酵 素溶 液lmlに 添 加 し5分

間放 置 後基 質 液 を加 え酵 素反応 を行 った。

結 果

胃腸 薬 に配 合 され る ことが 多 い18種36試 料 の健 胃生薬 を用 いて 、 ジアス タ

ーゼ
、 ビオ ジ アス タ ーゼお よびパ ンク レアチ ンの各消 化作 用へ の影 響 を検 討

した 。結 果 をTable1に 示 した 。

各 酵 素 の で んぷ ん糖 化力 を比較 す る と、一般 にパ ン ク レアチ ンは これ らの

生薬 に よ る影響 を受 けやす いこ とが認 め られ た 。 と くにゲ ンチ アナ、 リュ ウ

タン、ケ イ ヒ、 サ ンシ ョウ(犬 山椒 を除 く)、 シ ョウキ ョウ、 ダ イ ウイ キ ョ

ウ、 シュ ク シャ 、 ダイオ ウ等 で はパ ンク レアチ ンのでん ぷん糖 化 力が1～22

%に まで低 下 した。 ジアス ターゼ で も ケイ ヒ、 サ ンシ ョウ(犬 山椒 を除 く)、

チ ョウジ 、 ダイ ウ イキ ョウな どで比較 的 強 い抑制 が認 め られ た。 しか し、 ビ
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Table1.EffectsofStomachicCrudeDrugs

SampleActivitytestedStarchsaccharifying

EnzymesourceDiastaseb1)Biodiastasebz,Pancreatinb3)

Name`sPlaceoforiginpH5.05.07.O

Controls'100100100

GentianHokkaido70885

Pakistan51737

(蓁 芫)China,Szech胃an669311

JapanesegentianChina,Liaoning75891

Chi皿 ㍉K胃eicho騨639211齒

SwertiaherbNagano759992

PicrasmaWoodSagaWa6310271

SophorarootHorea909990

PhellodendronbarkHokkaido9410279

China,Tungpeh969668

CoptisrhizomeTottori115126100

China,Hupeh9610551

China,Szechwan8410541

Cinna皿onbarkCbi鵙K宙a㎎ 脚539422

China,gwangsi5810211

Vietnam4310520

ZanthoxylumfruitHyogo58976

NaraZ11024

(孑黴)China66946

(犬 山 俶)Korea10510559

FennelNagano10010371

China,Hopeh10710267

GingerChina,Yunnan8910115

CloveMadagascar509925

Brazil449123

Zanzibar5310155

StaraniseChina,Hwangsi4210611

AmomumseedThailand7910112

GlycyrrhizaChina,Tungpeh11410857

China,Sipeh12212362

Afghanistan12012861

CondurangoEcuador10510955

GinsengNagano14915056

RhubarbChina,%ansuh701049

China,Szechwan67967

Hokkaido5710014

a)EnzymeactivitiesweredeterminedbythemethodsintheExperimentalsection.

b)TheconcentrationofeachenzymesolutionWasasfollows:bl)0.1%,b2)0.005%,b3)0.05%,

c)Fivemg/mlofcrudedrugwereaddedtotheenzymesolutionexceptcl)(10mg/ml)andc2)

d)Nocrudedrugadded.
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on Various Digestive Enzymes 

Residual enzyme  activity(%)')

Starch dextrinizing Protein peptic Lipid peptic
 Cellulose 

saccharifying

 Diastase")  Biodiastase")Pancreatin")  Biodiastase")Pancreatin")  Pancreatint;  Biodiastasetli 
 5.0 5.0 7.0 3.0 8.5 8.0 4.5 

 100 100 100 100 100 100 100 
 95 85 19 106 99 83 77 
 90 78 0 60 27 69 91 
 101 84 4 120 96 81 90 
 99 84 8 90 98 87 63 
 95 81 0 108 93 73  67 

101 90 97 98 94 89 88 
102 98 76 91 94 79 93 

 102 100 91 103 63 119 96 
 104 98 84 96 47 101 105 

 105 102 76 97 43 90 96 
 109 103 98 96 81 94 96 
 104 100 63 104 89 98 84 
 102 101 50 104 68 106 88 
 100 98 30 101 57 66 54 
 97 95 10 103 52  . 78 46 
 100 100 20 99 71 67 79 
 97 100 5 96 29 62 70 
 98 105 5 97 34 70 86 

100 103 4 96 83 96 83 
 101 103 72 100 84 86 85 
 104  - 104 98 99 101 44 96 
 106 105 99 96 98 37 98 
 104 100 51 97 94 38 82 
 99 91 42 120 76 39 65 
 83 88 36 106 53 48  56 
 88 83 37 98 91 51 59 
 92 86 24 82 48 50 69 

104 100 8 94 85 55 88 
 108 104 101 89 63 86 77 
 118 108 105 96 69 79  . 88 
 116 105 100 106 57 91 102 

 98 105 100 94 84 81 107 
 122 120 96 101 96 109 108 
 99 101 4 94 23 51 70 
 97 94 1 96 20 67 61 
 95 100 12 100 40 74  .77 

 b4)0.003%,  1)5)0.2%,  b6)1.0%. 
(1  mg/ml). 
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オ ジァス ターゼ で は活性 低下 はほ とん ど認 め られ ず、 パ キス タ ン産 の ゲ ンチ

アナ に よ って73%に 低 下 したの に と ど まった 。

でんぷ ん糊 精 化 力 につ いて は、 ジ アス ターゼ および ビオ ジアス ターゼ の場

合 、活 性 低下 はほ とん ど認 め られず 、 ゲ ンチ ァナ 、 リュ ウタ ン等 に よ って ビ

オ ジ ァス タ ーゼ の活性 が20%に 低 下 した にす ぎ な い。 しか し、パ ンク レア チ

ンの場合 、で んぷ ん糖 化 力 と同様 、活性 低 下 が著 しく、 ゲ ンチ アナ 、 リュ ウ

タ ン、 サ ンシ ョウ(犬 山椒 を除 く)、 シ ュク シャ 、ダ イオ ウ等 で活性 が20%

に抑制 された 。 しか し、カ ン ゾ ウは ジアス ターゼ とビオ ジアス ターゼ の でん

ぷん消 化 力 を上昇 させ る ことも認 め られ た 。

次 に、 ビオ ジア ス ターゼ とパ ンク レア チ ンのた ん 白消化作 用 へ の影響 を検

討 した。 ビオ ジア ス ターゼ はパ キス タ ン産 ゲ ンチアナ を除 いてほ とん ど活 性

低 下 は認 め られ な か ったが 、パ ンク レア チ ンの場合 、 パ キス タ ン産 ゲ ンチ ア

ナ、 オ ウバ ク、ケ イ ヒ(ベ トナ ム産 は除 く)、 国産サ ンシ ョ ウ、 ブ ラ ジル産

チ ョウジ、 ダイオ ウ等 に よっ て活性 が 約半 分 以下 に抑制 され る こ とが認 め ら

れ た。な お、 パ ンク レアチ ンの0.05%溶 液 に対 す る各 生薬5mgの 影響 を、 で

んぷ ん糖 化 力 と糊精 化 力 お よびた ん 白消 化力 とで検討 した が、生 薬 の存 在 に

よる活性 値 の 変動 はでん ぷん糖 化 力 と糊精 化 力 とで著 しく、た ん 白消化 力 で

はやや 劣 る こ とが確認 された 。

パ ンク レアチ ンの脂 肪 消化 力 に対 す る影響 を検 討 した結果 、 ウイ キ ョウ、

シ ョウキ ョウ、チ ョウジな どで比 較 的強 い活性 低下 が み られ たが 、 これ はパ

ンク レアチ ンので んぷ ん消化 力 やた ん 白消 化力 へ の影響 と若干 異 な る結果 と

な った。 また 、 ビオ ジアス タ ーゼ のせ ん い素糖 化 作用 につ いて は、 ケ イ ヒ、

チ ョウジな どで活性 の抑 制 が み られ た が 、顕著 な阻害 は認 め られ な か った 。

な お、 オ ウ レン、 カ ンゾ ウお よび ニ ン ジ ンは ジアス ターゼ お よび ビオ ジァ

ス ターゼ の活性 を若 干賦 活 す る こ とが 確認 され た。

考 察
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本節で検討した酵素量と個々の生薬との比は、市販の総合胃腸薬中の配合

比よりも生薬の添加量が数倍以上多い。したがって、実際の胃腸薬において、

個々の生薬による酵素活性の低下はTable1に 示 した数値 よ りも少ないもの

と思われる。しかし、胃腸薬に配合されている生薬の数が10数 種類 をこえる

製剤が少なくなく、またその配合量もさまざまである。これらの健胃生薬の

うち各酵素の消化作用に対してまったく影響を示さなかった生薬はわずかで

あり、実際に健胃生薬 として配合されている生薬の全量はかなり多量になる

ことから、活性にあたえる影響は無視できないものと思われる。したがって、

胃腸薬全体を考えるとき、その製剤化にあたっては消化酵素の作用が十分に

発揮できるための処方設計を行う必要がある。

胃腸薬に配合される酵素には種々の起源のものが用いられている。生薬を

配合 した場合、でんぷん消化作用では、ほぼ同等の比活性であっても、動物

由来のパ ンクレアチン、植物由来のジアスターゼ、微生物由来のビオジアス

ターゼの順に強い阻害を受けることが認められた。なお、タカジァスターゼ

もビオジァスターゼとほとんど同程度の影響を受けることを確認 しているが、

これ らの酵素以外の微生物由来の酵素についても検討を行い、配合生薬によ

る影響を受けにくい酵素を検索することも有用である。パンクLア チ ンので

んぷん消化力、たん 白消化力および脂肪消化力に対する生薬の影響を検討 し

たが、活性の低下はでんぷん消化作用で著しいことから、パンクレアチン中

のアミラーゼがとくに強い阻害を受けることが認められた。また、ジァスタ

ーゼはそのでんぷん糖化力で阻害が強く認められたのに対 して、でんぷん糊

精化力にはほとんど影響がみられなかった。これは、ジアスターゼ中のα一

アミラーゼよりも主 としてβ一アミラーゼのほうが抑制されやすいことによ

ると推察された。

一方、本実験に供した生薬について、同種の生薬であっても産地、品質を

異にするものでは活性にあたえる影響に差が認められる場合があった。たと

えば、北海道産とパキスタン産のゲンチアナでパンクレアチンのたん自消化

作用に、さらに国産と外国産のサンショウとではジアスターゼとパンクレア
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チンの各作用に、それぞれ阻害効果の強弱が認められた。 したがって、これ

らの生薬を胃腸薬に配合する場合には、活性への影響が比較的少ない材料を

選択し、最も有効な条件で処方するべきである。

ところで、生薬が配合された酵素の活性測定法においては種々の妨害がみ

られた。でんぷん糖化力およびせんい素糖化力の測定では生薬中の還元糖の

影響があり、とくにせんい素糖化力試験の場合著 しいブランク値の上昇がみ

られ、生薬の添加量に限度があった。また、たん白消化力の測定では、チョ

ウジのように、フォリン試薬に呈色する物質が極端に多いものではやはりブ

ランク値が高くな り、測定値の信頼性がやや劣る結果となった。また、脂肪

消化力試験でも、ダイオウのように試料中の成分のためアルカリ中で赤色を

呈し、酸 ・アルカリ滴定の妨害となり、pHメ ーターで終点 を確認す る必要

が生 じる場合もあった。しかし、でんぷん糊精化力試験法では、生薬添加の

空試験を行う必要がなく、比較的簡便で再現性も良好であった。

第2節Bluevalue法 の 改

良 法 に よ る ア ミ ラ ー ゼ 活 性 測 定 法'

前節で、生薬 を配合 した酵素活性 測定の際に種々の妨害が認められた。試

験方法として、厚生省の 「胃腸薬製造承認基準」6)中 の 「消化力試験法」7)

を適用 したが、 この活性測定法のうち最も生薬成分の影響を受けにくい方法

としてでんぷん糊精化力試験法がある。

また、健胃生薬による活性低下の著 しい酵素作用がパンクレアチンのでん

ぷん消化力であったことから、でんぷん糊精化力試験法の原型といえるBlue

value法8)を 改良 した方法で、極めて簡便に生薬によるでんぷん消化力に対

する影響を検討した。

材料および方法
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1実 験 材料

生 薬:第1節 で用 いた18種 類36試 料 の健 胃生薬 を用 いた 。

酵 素:パ ンク レア チ ン(ウ シ膵 臓 由来)を 用 いた。

2Bluevalue改 良 法 によ るで ん ぷ ん糊 精 化 力測 定法

原 著8)の 方法 を以下 の よ うに改 良 し、簡 便 に行 った。 また 、基 質 は ア ミロ

ース では な く溶 性 で んぷ ん を用 いた
。

生 薬5mgを0.05%パ ン クレアチ ン溶 液1ml中 に 加え40℃ で5分 間 放置 後 、

196溶 性 でん ぷん液(0.1N酢 酸緩 衝 液 、pH7.0)1ml中 に加 えて 振 り混 ぜ

40℃ で10分 閲 反応 後 、 その0.2mlを と り、IOmMヨ ー ド液(60mMヨ ウ化 カ リ

ウム お よび0.01N塩 酸 を含 む)4mlに 加 え て振 り混 ぜ 、IOmMヨ ー ド液 を対照

として660nmで の吸光 度(AT)を 測定 した 。別 に 、空試験 と して水1mlに 溶

性 で んぷ ん液1mlを 加 えたも の につ いても 同様 の操 作 を行 い、吸 光 度(AB)

を測 定 した。 生薬 を添 加 しな い とき の吸 光度(As)か ら、生薬 に よる でん ぷ

ん糊 精 化 力へ の影 響 を検 討 した。 生薬 に よ る残 存 活性 の算 出 は、統 一試 験法

中の でん ぷ ん糊 精 化 力試 験法 と同様 の 方法 で行 った。・

結 果

種 々 の健 胃生薬 に よるパ ンク レアチ ンの でんぷ ん糊精 化 力へ の影 響 をBlue

value法 を改 良 した方法 を用 いて検 討 した 。結果 をTable2に 示 した 。

本 法 を用 いて酵素 活性 を測 定 した と ころ 、ゲ ンチァナ(四 川 産 を除 く)、

リュ ウタ ン、 ベ トナ ム産 ケイ ヒ、奈 良 産 サ ンシ ョ ウ、 ダイオ ウによ って活 性

が10%以 下 に低 下 した。 産地等 の違 い によ っ て、 やは り活 性値 に差異 が み ら

れ る もの も あ ったが 、 その うち とくにオ ウ レ ンで は、湖 北、 四川 産 のも の が

活性 を抑制 して いるの に対 して 、鳥取 産 の オ ウレ ンで は逆 に活性 を上 昇 させ

た。

ニ ガ キ、韓 国産 サ ン シ ョウ、 マ ダガ ス カル 産 チ ョウ ジ、 カ ン ゾウ、 ニ ンジ

ン等 は、 で んぷ ん糊 精 化力 を コ ン トロール に比べ て110%以 上 に上 昇 させ た 。

-11一



Table2.EffectsofStomachicCrudeDrugsonStarchDextrinizingActivity

ofPancreatin

Samples}PlaceoforiginResidualenzymeactivity(%)b)

Controlc)100

GentianHokkaido8

Pakistan3

(蓁 芫)China,Szechwan39

JapanesegentianChina,Liaoning8

China,Kweichow6

SwertiaherbNagano100

PicrasmawoodKagawa114

SophorarootKorea98

PhellodendronbarkHokkaido98

China,Tungpeh61

CopticrhizomeTottori107

China,Hupeh24

China,Szechwan37

CinnamonbarkChina,Kwangnan15

China,Kwangsi16

Vietna皿5

ZanthoxylumfruitHyogo19

Nara9

(花 椒)China20

(犬 山 椒)Korea110

FennelNagano105

China,Hopeh105

GingerChina,Yunnan14

CloveMadagascar121

Brazil109

Zanzibar91

StaraniseChina,Kwangsi21

Amomu皿seedThailand37

GlycyrrhizaChina,Tungpeh137

China,Sipeh164

Afghanistan170

CondurangoEcuador100

GinsengNaganoユ27

Rhubarb .China,Kansuhg

China,Szechwanl

HokkaidoO

a)Fivemg/mlofcrudedrugwereaddedtotheenzymesolution.

b)EnzymeactivitiesweredeterminedbythemodifiedBluevaluemethod.

c)Nocrudedrugadded.
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考 察

Bluevalue法 を改良 してでんぷん糊精化力試験を行ったが、原法との違い

は主に基質にアミロースではなく、安価で調製 しやすい溶性でんぷんを用い

たことである。また、統一試験法中のでんぷん糊精化力試験法と比べても、

基質が溶性でんぷんであることから面倒な調製が不必要で、また基質液や試

験管の量もわずかで、迅速な操作が可能になった。さらに生薬申に含まれる

でんぷんも、溶性でんぷんの濃度と比べて無視できる程度であることか ら、

極めて簡便で実験精度の高い方法である。なお、この実験操作での吸光度A.

の値 は1.5付 近 になるように し、2.0を 超 えな いよう溶性 でんぷん液 の濃度

を調製する必要があるが、市販の溶性でんぷんではおよそ1%濃 度が最適 で

あった。本法 で検討 した結果、でんぷん消化力におよぼす影響は第1節 で検

討 した結果 とほぼ同様 の傾向が得 られた。 しかし、カンゾウやニンジンなど

では活性値をみかけ上、上昇させているように思われた。この原因の詳細に

ついては第2章 第1節 に記 した。

第3節 カ ッ プ 法 の 改 良 法 に よ る プ ロ

テ ア ー ゼ 活 性 測 定 法

日本薬局方パンクレアチンおよびペプシンのたん白消化力試験法と統一試

験法中のたん白消化力試験では、基質をカゼインとし、プロテアーゼによっ

て加水分解され生成 したチロシン様物質をフォリン試薬で比色定量 し、吸光

度によって活性を算出している。いわゆるカゼインーフォリン法である。こ

の方法では、フォリン試薬に呈色するものすべてが妨害物質となる可能性が

ある。とくに生薬中にはタンニンやフェノール物質などが多 く含まれ、フォ

リン反応陽性物質となる可能性もある。第1節 においてもチ ョウジではとく

に本試験の吸光度(AT)が1.2～1.5、 空試験 の吸光度(AB)が0 .9～1.2に

もな り、測定値 の信頼性が劣る結果となった。
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そ こで 、 これ ら妨 害物 質 の影 響 を ま った く受 けな いカ ップ法 を用 い て、生

薬 によ るパ ンク レアチ ンのた ん 白消 化力 に対 す る影響 を検 討 した 。

材料 お よび方 法

1実 験材 料

生 薬:第1節 で用 いた18種 類36試 料 の健 胃生薬 を用 いた。

酵 素:パ ンク レア チ ン(ウ シ膵臓 由来)を 用 いた。

2カ ップ法 に よる たん 白消化 力 測定 法

岡崎 らの方 法9)を 以 下 の よ うに改 良 して行 った 。

HamersteinCasein1.8gを 、0.05Mリ ン酸 一水素 ナ トリウム試 液240

m1に 加温 して溶 か しpH8.5に 調整 し水 を加 えて300m1と し、 さ らに寒 天6

gを 加 え て溶解 した。 この カゼ イ ン寒 天溶 液10m1を ペ トリ皿 に流 して凝 固 さ

せ、 ペ ニ シ リン検 定用 の カ ップ(直 径8mm)3個 を等 間 隔 に立 て 、再び カゼ

イ ン寒天 溶 液10m1を 重 層 した 。 カ ップ 内に 、生薬5mgと0.25%パ ンク レアチ

ン溶 液0.2mlを 注 入 し、37℃ で4時 間静置 した の ちカ ップ を除 去 し酢 酸3ml

を流 した 。未 消化 の カゼ イ ンは 白濁 し、 無色 の消化 円 を発現 す る こ とか ら、

この 径 を測 定 し、 生薬 無 添加(コ ン トロール)の 消化 円の径 と比較 した。 コ

ン トロール 群 と してパ ン クレア チ ンの0,0.05,0.1,0.15,0.20,0.25%の

各濃 度 の酵 素溶 液 につ いて 同様 の操 作 を行 い、 消化 円 の径 と活性 値 との 関係

か ら、生 薬 添 加 の影 響 を算 出 した 。

な お 、 生薬 に よ りカゼ イ ン培 地上 に菌 の繁 殖 が み られ る場 合 は 、あ らか じ

め培 地作 成 時 に終 濃度0.1%に な る よ うア ジ化 ナ トリウム を加 え た。

結 果

種 々の健 胃生薬 の たん 白消化 力 に お よぼす 影 響 をカ ップ法 を用 い て検 討 し

た 。 その結 果 をFig.1お よびTable3に 示 した。
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Fig. 1. Effects of Crude Drugs on  Proteolytic Activity of Pancreatin(by Cup method) 
  Enzyme activity was determined by the method described in Experimental section. 
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Table3.EffectsofStomachicCrudeDrugsonProtein-pepticActivityofPancreatin

NumberSamplea)PlaceoforiginResidualenzymeactivity(%)b)

Control`s100

iGentianHokkaido89

2Pakistan24

3(蓁 芫)China,Szechwan95

4JapanesegentianChina,Liaoning87

5China,Kweichow95

6SwertiaherbNagano82

7PicrasmawoodKagawa95

8SophorarootKorea76

9PhellodendronbarkHokkaido66

10China,Tungpeh74

11CoptisrhizomeTottori92

12China,Hupeh89

13China,Szechwan95

14CinnamonbarkChina,Kwangnan68

15China,Kwangsi63

16Vietna皿66

17ZanthoxylumfruitHyogo42

18Nara47

19(花 椒)China齒63

20(犬 山 椒)Korea84

21FennelNagano92

22China,Hopeh89

23GingerChina,Yunnan97

24CloveMadagascar82

25Brazil76

26Zanzibar79

27StaraniseChina,Kwangsi50

28AmomumseedThailand74

29GlycyrrhizaChina,Tungpeh89

30China,Sipeh68

31Afghanistan82

32CondurangoEcuador97

33GinsengNagano95

34RhubarbChina,Kansuh32

35China,Szechwan42

36Hokkaido39

a)Five皿9/皿10fcrudedrugwereaddedtotheenzymesolution.

b)EnzymeactivitiesweredeterminedbythemodifiedCupmethod.

c)Nocrudedrugadded.
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パ キ ス タ ン産 ゲ ンチ アナ、 日本産 サ ン シ ョウ、 ダイ オ ウで活性 が50%以 下

に低 下 した 。 また リュ ウタ ン、ニ ガ キ、 オ ウ レン、 ウイキ ョウ、 シ ョウ キ ョ

ウ、 コ ンズ ラ ンゴ、 ニ ンジ ンでは活 性 低下 は ほ とん ど認 め られ なか った 。

考 察

健 胃生 薬 に よ るた ん 白消化 力 へ の影 響 をカ ップ法 を用 いて検 討 した結 果 、

第1節 のカ ゼ イ ンー フ ォ リン法 の場 合 とほ ぼ同様 の傾 向が み られ る ことが判

明 した。

本実 験 で は 、酵 素 と生薬添 加 量 の比(カ ップ あた りパ ンク レア チ ン0.5mg

に対 して生薬5皿g)を カゼ イ ンー フ ォ リン法 での検討 と同一 に し、 また培 地

のpHも8.5に 調整 した 。

カ ップ法 とカゼ イ ンーフ ォ リン法 とで は 、カ ップ法 の 方が操 作 が簡便 で 、

得 られ た 活性 値 の再 現性 も良 好 で あ った 。 カ ップ法 の欠点 として は、感度 が

やや低 い こ と と酵 素反応 の時 間 が カゼ イ ンー フ ォリ ン法 の10分 に対 して24時
　 　

間 と長 い こ とで ある。 しか し、試 料 中 にフ ォ リン試薬 に反 応 す る フェ ノール

性 水酸 基 を多 くもつ化合 物 の存在 が 予測 され る生薬等 を含 む酵 素剤 のプ ロテ

ア ーゼ 活 性 を測 定 す る場合 、 カ ップ法 は有 効 な手 段 であ る と思 わ れ る。 な お、

この カ ップ法 は、 カゼ イ ン寒 天培 地 をで んぷ ん寒 天培 地 に変 え、pHを 調 整

する こと によ りア ミラ ーゼ の活性 試 験 にも用 いる こ とが で きる。

第4節.」 丶 括

種 々 の健 胃生薬 の消 化酵素 にお よ ぼす影 響 を、公定 法 とBluevalue法 お よ

びカ ップ法 を改良 した方法 を用 いて検 討 した 結果 、以 下 の こ とが判 明 した 。

(1)繁 用 され る消化 酵 素 の うち、膵臓 性 酵 素 で あるパ ンク レアチ ンの ア ミラ

ーゼ お よび プ ロテ ア ーゼ活性 が 生薬 の配 合 によ って顕著 に抑制 され た
。

(2)ゲ ンチ ァ ナ、 リュ ウタ ン、 シュ ク シャ等 はパ ンク レアチ ンの でんぷ ん 消
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化力 を、 ケ イ ヒ、サ ンシ ョウ、 ダイ オ ウ、 オ ウバ ク、 カ ンゾ ウ等 はパ ンク レ

アチ ンの プ ロテ ア ーゼ活性 を、 ウイ キ ョウ、 シ ョウキ ョウは リパ ーゼ を それ

ぞれ顕 著 に抑制 した 。

(3)同 種 の生薬 であ って も、産 地 等 の違 いに よっ て活性 に あた え る影 響 に差

がみ られ る場合 が あ った 。

(4)生 薬 を配 合 した一場合 の酵 素 活性 測 定法 と して、Bluevalue法 お よび カ ッ

プ法 を改 良 し、生薬 中の妨害 物 質 の影 響 を受 けず 、 しか も簡便 な 方法 を確立

した 。
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第2章 生 薬 中 に 存 在 す る 酵 素 作 用 を

有 す る 物 質

前 章 で 、生薬 の消化酵 素活 性 にお よぼす 影 響 につ いて検 討 した が、種 々の

酵 素 の活 性 が 生薬 によ って差 はあ る もの の、 抑制 を受 ける こ とが認 め られ た 。

しか し、一 部 の生薬 では見 か け上酵 素 活性 を上昇 させ た ことか ら、 これ らの

生薬 中 に酵 素 が存 在す る こ とが 予測 され た。

植 物 中 には 、穀類 ・根 菜類 の α一 ア ミラ ーゼや β一 ア ミラーゼ10)、 果 樹

の プ ロメ ライ ン11}や パパ イ ン12)等 の プ ロテ ア ーゼ な ど、現 在 まで 多 くの

酵 素 が分 布 して いる こ とが報 告 され て いるが 、乾燥 ・加工 され た生 薬 中 の酵

素 につ い ての研 究 はな され て いな い。 そ こで 、種 々の 生薬 中の ア ミラーゼ を

検 索 し、 そ の う ち高 い濃 度 の β一 ア ミラ ーゼ を含 有 して いる ことを確認 した

ニ ンジ ン につ いて 、本酵 素 の抽 出 ・精 製 を行 い、 その酵 素 化学 的 ・たん 白化

学 的諸 性 質 に つ いて検 討 した 。

第1節 生 薬 中 の ア ミ ラ ー ゼ の 存 在 と

そ の 簡 便 検 索 法

ア ミラ ーゼ は、動 物 、植物 、微 生 物 界 に広 く分 布 して いる。 と くに、 β一

ア ミラ ーゼ(1,4一 α一D-glucanmaltohydrolase)は 多 くの高等植物 に含 まれ

て いる こ とが 古 くか ら知 られ て いたが 、微 生物 に よって も産 生 され る13)。

大 豆14)、 大 麦15)、 大 根16)、 甘藷17)な どに存在 す る β一ア ミラ ーゼ につ い

て はす で に分離 ・精 製 が なされ て い るが 、薬 用 と して 乾燥 ・加熱 等 の加 工 ・

調 製 を経 たの ち供 され る生薬 につ いて は、 ア ミラ ーゼ に関す る報 告 は未 だ な

い 。

と ころ で、 前章 で種 々の健 胃生薬 の消化 酵 素活 性 にお よぼす 影響 を検 討 し、

オ ウ レ ン、 カ ン ゾウ、ニ ンジ ンな どが ジァ ス ターゼ の活性 を若 干上 昇 させ る

こ とを認 めた 。 これ らの生薬 中 に ア ミラーゼ が存 在す る可能姓 が考 え られ る
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ことか ら、前章 で用 いた健 胃生薬 を 中心 に、 まずBluevalue法8)を 改 良 した

方法 を用 いて 、 ア ミラ ーゼ活 性 を有す る 生薬 の ス ク リーニ ング を行 った 。 す

な わち 、生 薬 を基 質(で んぷ ん)に 作 用 させ 、 ヨウ素 反応 の色 調(青 色)の

減少 を比 色 で求 め る ことによ って ア ミラーゼ(主 として α一ア ミラ ーゼ)の

有無 を検 討 した 。つ ぎ にでんぷ ん か らの還元 糖 の生成 量 を測定 す るSomogyi-

Nelson法18)を 用 いて 、各生薬 中の ア ミラ ーゼ(主 と して β一 ア ミラ ーゼ)

活性 の値 を測 定 し、生薬 中の ア ミラーゼ の 分布 を調 べた 。

材料 お よび方 法

1実 験 材料

生薬:前 報 で検 討 した18種36試 料 の健 胃生 薬 と、比較 的繁 用 され る以 下 の38

試 料 を加 えて 用 いた。 イカ リソ ウ、 イ ンチ ン コ ウ、オ ウギ、 オ ウ ゴ ン、 カ シ、

カ シュ ウ、 キ キ ョウ、 キジツ 、キ ンギ ンカ、 クコ シ、 ケ イガ イ、 ゴバ イ シ、

ゴ ミシ、 サ イ コ 、サ イ シ ン、 サ ン シシ、 サ ンシュ ユ、サ ンヤ ク、 ジオ ウ、 シ

コ ン、 シ ソ ヨ ウ、 ソ ウジュツ 、 タ イソ ウ、 タ ンジ ン、テ ンモ ン ドウ、 トウ キ、

トウジ ン、 トチ ュ ウ、バ クモ ン ドウ、 ビャ ク ゴ ウ、 ビャ クジ ュツ、 ブ ク リ ョ

ウ、ボ ウ イ、 ボ ウフ ウ、 ボ タ ンピ、 マオ ウ、モ クテ ン リョウ、 レンギ ョ ウ。

各 試料 生 薬 は 、す べ て粉 末 と した の ち、300umの 篩 を通 して粒 度 を一 定 に

した。

2ア ミラ ーゼ活 性 の測定

Bluevalue法 の 変法 に よる ア ミラ ーゼ のス ク リー ニ ング法:原 著8)の 方法

を以下 の よ うに改 良 し、簡便 に、 しか も微量 の ア ミラ ーゼ に も反応 す るよ う

に行 った 。 また、基 質 は ア ミロー スで はな く溶 性 でん ぷん を用 いた 。

生薬20mgを0.1%溶 性 でんぷ ん液(0.1N酢 酸 緩衝液 、pH5.0)10m1中 に

加え て振 り混 ぜ40℃ で1時 間放 置後 、 そ の1m1を とり、10刷 ヨー ド液(60

屈 ヨ ウ化 カ リ ウム お よび0.01N塩 酸 を含 む)IOmlに 加 え て振 り混 ぜ 、10mM

ヨー ド液 を対 照 として660nmで の 吸光 度(AT)を 測定 した。 別 に、 空試 験 と
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して 生薬 を溶 性 で んぷ ん液 に加 え た 直後 の液1m1に つ いて も同様 の操 作 を行

い、 吸光 度(AB)を 測定 した。

ア ミラ ーゼ の糖化 力 の測 定:生 薬 の試料溶 液1mlを1%溶 性 でんぷ ん液(

0.1N酢 酸 緩衝 液,pH5.0)1mlに 加 え、40℃ で1時 間放置 後 、生成 還 元糖 の

量 をSomogyi-Nelson法 で測定 した 。 なお♪ 活性 単 位 は、1分 間 に1μmoleの

マル トース を生 成 す る量 を1unitと した 。

結 果

胃腸 薬 に配 合 され る こ とが多 い18種 類36試 料 の健 胃生薬 を用 いて 、 ア ミラ

ーゼ の 存在 の 有無 とその力価 を検 討 した
。結 果 をTable4に 示 した 。

Bluevalueの 低 下 は、 北海 道 産 の ゲ ンチ アナ 、鳥取 産 の オ ウ レン、ベ トナ

ム産 のケ イ ヒ、韓 国産 のサ ン シ ョウ、 その他 ウ イキ ョウ、 チ ョウジ、 ダ イ ウ

イキ ョウ、 カ ンゾ ウに顕著 にみ られ 、 とくに、 中国東北 お よび西 北産 のカ ン

ゾ ウで はABに 対 す るATの 比が10%前 後 とな り、 強 い α一 ア ミラーゼ作 用 をも

つ こ とが推 察 され た 。 そ こで 、 これ らの試 料 中 に含 まれ るア ミラ ーゼ の力価

を測 定 す るた め 、各試 料500mgを と り、0.1N酢 酸 緩 衝液(pH5.0)10m1に 溶

か し振 り混 ぜ 、遠 心分 離 して上 澄液 を とった 。残 渣 に0.1N酢 酸 緩衝 液(pH

5.0)5m1を 加 えて振 り混ぜ 、遠心 分離 して上澄 液 を とる操 作 を2度 繰 り返

し、上澄 液 を集 めて透 析膜 に入れ 、5副 メル カプ トエ タ ノール を含 む0.1N

酢酸 緩 衝液(pH5.0)に 対 して4℃ で3日 間透 析 した 。得 られ た試料 溶液1

mlを1%溶 性 で んぷ ん液(0.1N酢 酸 緩 衝液 、pH5.0)に 加え て、 生成 還元

糖 の量 をSomogyi-Nelson法 で測 定 した。 そ の結果 、多 くの試料 中に β一ア

ミラ ーゼ の存 在 が確認 された が 、鳥 取産 の オ ウ レ ンに ア ミラ ーゼ 作 用が 強 い

のに比 べ 、 中国産 のオ ウ レ ンで は活性 が少 な く、 また 、 中国東北 産 の カ ン ゾ

ウに は ほ とん ど認 め られな いの に対 して西 北産 および ア フガニ ス タ ン産 の カ

ンゾ ウに強 い活性 が あ るな ど、 同種 の 生薬 で もsア ミラーゼ の含量 に差 が

認 め られ た 。
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Table 4. Blue Values and Starch Saccharifying Activities of Samples of Some 

 Stomachic Crude Drugs

Sample 

Name Place of origin
Blue value 

(AT/AB)a)
Starch  saccharifying 

 activity(units/g)b)

 Control') 

Gentian

Japanese Gentian

Swertia herb 

 Picrasma wood 

Sophora root 

Phellodendron bark

Coptis rhizome

Cinnamon bark

 Zanthoxylum fruit

Fennel

Ginger 
Clove

Star anise 
 Amomum seed 

Glycyrrhiza

Condurango 

Ginseng 
Rhubarb

Hokkaido 

 Pakistan 

 China,  Szechwan 

 China,  Liaoning 

 China,Kweichow 
Nagano 

Kagawa 

Korea 

Hokkaido 

 China,Tungpeh 

Tottori 

 China,Hupeh 
 China,  Szechwan 

 China,  Kwangnan 

 China,Kwangsi 

Vietnam 

Hyogo 

Nara 

China 

Korea 

Nagano 

 China,Hopeh 

 China,  Yunnan 

Madagascar 

Brazil 

Zanzibar 

 China,Kwangsi 

 Thailand 

 China,Tungpeh 

 China,  Sipeh 

Afganistan 

Ecuador 

Nagano 

 China,Kansuh 

 China,  Szechwan 

Hokkaido

 1.00 

 0.51 

 0.99 

 0.91 

 0.99 

 0.97 

 0.89 

 0.65 

 0.75 

 0.92 

 0.81 

 0.48 

 0.87 

 1.00 

 1.00 

 0.91 

 0.42 

 0.96 

 0.98 

 1.00 

 0.43 

 0.56 

 0.46 

 0.92 

 0.51 

 0.32 

 0.21 

 0.38 

 0.53 

 0.11 

 0.07 

 0.24 

 0.77 

 0.44 

 0.99 

 0.99 

 0.99

 0.0 

 0.9 

 N.  D 

 N.  D 

 N.  D 

 N.  D 

 N.  D 

  1.3 

 1.4 

 N.  D 

 N.  D 

11.4 

 0.9 

 0.6 

 N.  D 

 N.  D 

 0.7 

 N.  D 
 N.  D 

 N.  D 

 1.2 

 1.1 
 1.2 

 N.  D 

 0.5 
 0.6 

 1.2 

 1.6 
 0.8 

 0.3 

 13.6 

 9.9 

 1.9 

167 

 N.  D 

 N.  D 

 N.  D

a) Blue value was determined by the method described in the Experimental 
section. 
b) Enzyme activity was determined by the method described in the Experimental 
section. 
  N.D. represents not detected(<0.1 unit/g). 

c) No crude drug added.
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Table 5. Blue Values and Starch Saccharifying Activities of Some 
Crude Drugs 

Sample Blue value Starch saccharifying 
Name  (AT/AB)a)  activity(units/g)b) 

 Control 1.00 0.0 
Astragalus root 0.65 3.7 
Immature orange 0.65 1.5 
Lycium fruit 0.62 3.7 
Jujube 0.71 1.5 
Root of Salvia miltiorrhiza 0.79 3.5 
Root of Asparagus cochinchinensis 0.80 2.5 
Japanese angelica root 0.65 2.0 
Ophiopogon tuber 0.56 1.5 

 Sinomenium stem 0.56 2.6 
Ephedra herb 0.80 3.8 

a) Blue value was determined by the method described in the 
Experimental  section. 
b) Enzyme activity was determined by the method described in 
the Experimental section. 

  N.D. represents not detected(<0.1 unit/g). 
c) No crude drug added.

また 、Table4で 検 討 した試 料 以外 の 生薬 につ いても 、 ア ミラーゼ の存 在

有無 の ス ク リーニ ング を行 っ た。38試 料 の うちBluevalueが0 .8以 下 にな っ

た生薬 につ いて、 さ らに ア ミラーゼ の力 価 を測 定 した
。結果 をTable5に 示

した。

Bluevalueが0.8以 下 とな った 生薬 は、38試 料 中10試 料 で 、 その うち オ ウ

ギ、 クコ シ、 タ ン ジ ン、 マオ ウ等 で3units/g以 上 の β一ア ミラーゼ を含 有

す る こ とが確 認 され た。

考 察

ア ミラ ーゼ の活性 測 定法 と して は数種 類 の 方法 が あるが
、 ス ク リーニ ン グ

法 にBluevalue法 を改良 した方法 を用 いた 。高 等植物 中の ア ミラーゼ は β

一ア ミラ ーゼ であ る こ とが多 く
、 これ はで んぷ ん に対 す る糖 化力(還 元 力)

を測 定 す る ことに よ って力価 が測 定 で きる が、 ア ミラ ーゼの糖 化力 を測定 す
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る方法 で は、 生薬 中 の還 元糖 の影響 でブ ラ ンク値 がき わめ て高 くな り、測 定

値 の信頼 性 が低 くな る。 これ に対 して、生 薬 中 に はBluevalueに 影 響 す る よ

うな でん ぷん の量 は ご くわず かで 、活性 測 定 の妨 害 にはな らず 、再 現 性 も良

好 で あ った。Bluevalue法 の原 法 で は、基 質 にア ミロー ス を用 いて い るが 、

ア ミロ ース溶液 は低 濃 度 で不安 定 で調 製後 老 化 しやす い ことか ら19)、 調製

しやす く比較 的安 定 な溶性 で んぷ ん を用 いて、0.1%の 希 薄 濃度 に調 製 した 。

また 、植物 ア ミラ ーゼ の至適pHは 、 ほ とん どが4.8～5.5の 範 囲 にあ る こ と

か ら、基 質液 のpHを5.0に 設 定 した 。 ア ミラ ーゼのス ク リー ニ ン グの のち 、

Somogyi-Nelson法 で生薬 中の ア ミラーゼ の糖 化 力 を測定 したが 、生 薬 自体 が

乾燥 品で あ り低 分子 の糖類 な どの測 定妨 害物 質 を多 く含 ん で いる た め、 これ

らを透 析 によ って 除去 し、 ブ ラ ンク値 を十 分下 げてか ら行 った 結果 、 良好 な

成績 が得 られた 。

従 来 、高 等植物 中の ア ミラ ーゼ は、 大豆 等 の穀 類の種 子 や、 大根 、甘 藷 、

里 芋 等 の根菜 類 の根 茎 に多 く確認 され て いた が 、今 回の検 討 で、 よ り広 い範

囲 に分布 して い る ことが判 明 した 。 また 、生薬 は、収穫 後 、加 工 ・調 製 され 、

長期 にわ た って保存 され て いるに もか か わ らず 、高 いア ミラーゼ 活性 を有 す

る もの が あ る こ とが認 め られ た。 さ ら に、生 薬 は産地 、保 存 方法 、調 製 ・加

工 方 法 な どに よ って品 質 に差 が あ る こ とが知 られ ている 。今 回検 討 した試料

につ いて も、 同種 生薬 で あっ ても産 地 ・品質 を異 にす るため に ア ミラ ーゼ の

含有 量 が まった く違 うも のが認 め られ た 。 日本産 と中国産 の オ ウ レ ン とで は

調製 方法 が異 な り2°}、 ア ミラ ーゼ含 量 に極 端 な差 が認 め られた 。 これ は、

単 に調 製 方法 の違 いに よるも のか 、 それ とも品 質 的に異 な るた めか は検 討 の

余地 があ る 。 また、 カ ン ゾウにつ いて も、今 回用 いた3試 料 ともBluevalue

の顕 著 な低 下 が認 め られ たが 、 中国東 北 産 の もの ではSomogyi-Nelson法 に よ

る活 性 が ほ とん ど認 め られな か った 。

な お、 これ らの ア ミラ ーゼ を含 む健 胃生薬 数 種 を配 合 した総合 胃腸 薬 で は、

ジア ス ターゼ や 微生物 由来 の ア ミラーゼ な どの酵 素の活性 を相 加 的 に数%上

昇 させ て いる こ とが推察 され た 。
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第2節 ニ ン ジ ン 中 の ア ミ ラ ー ゼ の 抽

出 と 精 製

薬 用 人参(以 下 ニ ンジ ンと記す 。)Ginsengは 、漢 方 医学 で は虚症 に対 す

る補 養 剤 と して、 多 くの方剤 に配合 され て い る21)。 また 、民 間薬 と しても、

古来 よ り強壮 、強精 、 さ らには不老 不死 の高 貴 薬 として珍 重 され て きた。 し

か し、ニ ンジ ンの薬 物 として の科 学 的研究 は 、 その数 千 年 にわ た る伝統 的評

価 に かか わ らず甚 だ遅 れ て いたが 、近 年 、柴 田 らによ り、 その 有効成 分 の一

部 と考 え られ る種 々のサ ポニ ン、Ginsenosideが 分離 、構 造 決定 がな され た

22)23)24)
。 しか し、サ ポニ ン以 外 の水 あ る い はアル コール エ キ ス等 に 、多

くの薬理 作 用 が あ る とい う報 告が あ り25)、 ニ ンジン中に は、 未 だ究 明 され

て いな い有効成 分 が多 数 存在 す るも の と考 え られ る。

前節 で 、生薬 の うちニ ンジ ン中 に比較 的高 い濃度 の β一 ア ミラ ーゼ が存 在

す る こと を確認 した 。 そ こで 、 日本薬 局 方 ニ ンジ ン末 を用 いて 、本 酵 素 の抽

出 ・精 製 を行 った 。

材料 およ び方法

1ニ ンジ ン粗 抽 出液 の透 析

日本薬 局 方 ニ ンジ ン末20gを 、20mM酢 酸 緩 衝液(pH5.0)200m1で おだ

やか に攪 拌 しな が ら1時 間抽 出 した 。 この粗 抽 出液 を4℃ で3,000rpm、30

分 間遠心 分離 して上澄 液 をと り、20祕 酢酸 緩 衝液(pH5.0)に 対 して、4

℃ で4日 間透 析 した 。

2酵 素活 性 の測 定

で んぷ ん糖 化 力 の測 定:1%溶 性 で んぷ ん を含 む0.1N酢 酸緩 衝 液(pH

5.0)に 酵 素液1mlを 加 え、40℃ で10分 聞反応 後 、生成 還元 糖 量 をSomogyi-

Nelson法18)で 測 定 した。 なお 、活 性単 位 は 、1分 聞 に1μm1の マル トース

を生成 す る量 を1単 位 と した。
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で ん が ん 糊 精 化 力 の 測 定:1%溶 性 で ん ぷ ん を含 む0.1N酢 酸 緩 衝 液(pH

5.0)に 酵 素 液1mlを 加 え 、40℃ で10分 間 反 応 後 、 ヨ ー ド液(IOmMヨ ー ド、

60mMヨ ウ化 カ リ ウム お よび0.01N塩 酸 を含 む)4m1を 加 え て 、 水 を対 照 と し 、

660nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し、Bluevalueを も と め た 。

そ の 他 の 酵 素 力 価 の 測 定 は 、 す べ て 胃腸 薬 製 造 承 認 基 準6)中 の 消 化 力 の 試

験 法7)に 基 づ い て 行 っ た 。

3デ ィス ク ゲ ル 電 気 泳 動

Davisら の 方 法26)に よ っ て 、7.5%ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル に つ い て 、

pH9.4の 緩 衝 液 で 行 っ た 。 酵 素 た ん 白 は 、 ゲ ル1本 当 り約10μgを 用 い 、 室 温

で5飴 の 電 流 で1時 間 電 気 泳 動 を 行 っ た 。

結 果

市 販 の 局 方 ニ ン ジ ン末 を20mM酢 酸 緩 衝 液(pH5.0)で 抽 出 し、 さ ら に 、 同

じ緩 衝 液 を 用 い て4℃ で4日 間 透 析 し た 内 液 の ア ミ ラ ー ゼ 活 性 を測 定 した と

ころ 、 高 い 活 性 が 認 め られ た 。 そ こ で 、 β一 ア ミ ラ ー ゼ が 多 く含 まれ て い る

こ と が 知 ら れ て い る 大 豆 、大 根 、 里 芋 、 甘 藷 を 用 い て 、 ニ ン ジ ン の 場 合 と 同

様 に 透 析 して 、 β一 ア ミ ラ ー ゼ 活 性 を測 定 し比 較 した 。 そ の 結 果 、Table6

に示 した よ う に 、 ニ ン ジ ン末 中 に 、 比 較 的 高 い ア ミ ラ ー ゼ 活 性 の 存 在 が 認 め

られ た 。

Table6.ComparisonofPlantS-AmylaseActivities

Plantβ 一Amylase(units/gdrywt.)

Ginseng170

Soybean430

Japaneseradish2.7

Taro350

Sweetpotato290

A町1aseactivitywasdeteminedbythemethod

described.intheExperimentalsection.
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そ こで、ニ ン ジ ン20gか ら得 た透 析液 を20mM酢 酸緩 衝 液(pH5.0)で 平

衡 化 したDEAE-SephadexA-50カ ラ ム(2.8×24cm)に 負 荷 し、同 じ緩 衝 液

で十分 に洗 浄 後 、塩 化ナ トリ ウム の 直線 濃度 勾配 法 によ って溶 出 した。 そ の

溶 出パ ター ン をFig.2に 示 した 。No.35-41の 画分 を集 め て、 再びDEAF-

SephadexA-50で 分画 した。 この酵 素 溶液 をIOmMリ ン酸緩 衝 液(pH6.0)

に対 して 、4℃ で2日 間透 析後 半透 膜 に入れ た まま、 吸水剤 と してポ リエ チ

'レ ング リコ ール20 ,000を 用 いて5mlに まで濃縮 した 。 これ を0.1M塩 化 ナ

トリウム と1祕 メル カプ トエ タ ノール を含 むIOmMリ ン酸緩 衝 液(pH6.0)

で平 衡化 したSephadex(ト100カ ラム に 負荷 し、同 じ緩 衝液 で展 開、溶 出 を

行 った 。結果 をFig.3に 示 した 。活 性画 分No.4ユ ー46を集 め て水 に対 して4℃

で一 夜透 析後 、1並 メル カプ トエ タ ノール を含 む5祕 リン酸 ナ トリウム緩

衝液 で平 衡 に したHydroxyapatiteカ ラ ム に負荷 し、 同 じ緩 衝 液 で十分 に洗

浄 した 。酵素 たん 白は1祕 の メル カ プ トエ タ ノール を含 む5耐 か ら0.2Mの リ

ン酸緩 衝 液(pH6.5)の 直線 濃度 勾 配法 に よ って溶出 した 。 その溶 出パ ター

ンをFig.4に 示 した。活 性画 分No.31-48を 集 めて水 で透 析 して130units/

0.D.at280nmの 比活性 を有 す る酵 素標 品が 得 られた 。 精 製過 程 の要 約 を

Table7に 示 した 。

Fig. 2. Elution Profile of Ginseng  13-Amylase on Sephadex  A-50 

Column Chromatography 
 — ,amylase activity; ---,absorbance at 280 nm. 
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Fig. 3. Elution Profile of Ginseng  0-Amylase on Sephadex G-100 
Column Chromatography 

 — ,amylase activity; ---,absorbance at 280  nm.  Catalase(MW: 
232 kDa), aldolase(158 kDa), BSA(67 kDa),  ovalbumin(43 kDa), 
chymotrypsinogen A(25 kDa) and ribonuclease A(13.7 kDa) were 
used as molecular weight standards.

Fig. 4. Elution Profile of Ginseng  0-Amylase on Hydroxyapatite 
Column Chromatography 

 — ,amylase activity; ---,absorbance at 280 nm.
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  Table 7. Purification Procedure for Ginseng  p  -Amylase 

                           Total Specific 
Procedure  Volume activity activity Yield 

 (m1) (units) (units/mg) (%) 

Crude extract 400 5230 10.8 100 
DEAE-Sephadex A-50 65 2326  22.8  44.5 
DEAE-Sephadex A-50 50 1758  34.6  33.6 

 (rechromatography) 
Sephadex G-100 25 1707 81.5 32.6 
Hydroxyapatite 51 527 130 10.1

Fig. 5.  Polyacrylamide Gel Electrophoresis Pattern of Ginseng  P-Amylase 
   The purified enzyme solution (30  gl) containing 10  gg of protein was 

subjected to electrophoresis on a column at pH 9.4.

最 終酵 素標 品 をデ イス クゲル 電 気泳動 法 で検 討 した と ころFig.5に 示 した

よ う に単 一 バ ン ドが得 られ 、 この結 果 か ら、単 一 たん 白質 に まで精製 され た

ことが確 認 された 。以 後 の実 験 は 、主 と して この精製 酵素 標 晶 を用 いて行 っ

た。

考 察
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ニ ンジ ン中の ア ミラーゼ の抽 出 お よび精 製 を行 った が 、本酵 素 の精 製過 程

にお い て、硫 安 分画 は行 わず、 酢酸 緩 衝液(pH5.0)で 抽 出後す ぐ透 析 を行 っ

た。 これ は、 ニ ンジ ン末 か ら酵 素 が 同緩 衝液 に よ って100%近 く容易 に抽 出

され 、 しか も 、透 析 によ ってほ ぼ 無色透 明の酵 素液 が得 られた た め であ る。

また、 カ ラム クロマ トは、DEAE-SephadexA-50、SephadexG-100、Hydroxy-

apatiteの 順 で行 った が、著 者 らはDEAE-SephadexA-50ク ロマ トグ ラフ ィ ー

のあ と、酵 素 の精 製 に、 最近 よ く用 い られ て い るアフ ィニ テ イ クロマ トグ ラ

フィ ー を試 みた 。 と くに、Vretbladは 、Cyclohexaamylose(α 一CD)が 高 等

植物 β一 ア ミラーゼ の拮抗 阻害 剤 とな る こ とを利 用 して、 これ を リガ ン ドと

す るEpoxy-activatedSepharose6Bカ ラム を用 いて、容易 に精製 酵 素 を得 て

いる27)。 そ こで、 同様 に、 ア フ ィニテ イ ク ロマ トグ ラフ ィー を行 ったが 、

酵 素 の95%以 上 はカ ラム に吸着 せ ず 、素通 り した。本酵 素 が リガ ン ドに吸着

しな か っ た原 因 として、 α一CDと 酵 素 との親 和性 な どが考 え られ るが,詳 細

は不 明 で あ る。著 者 は、 ゲル ろ過 とHydroxyapatiteを 用 いた 吸着 クロ マ トグ

ラ フ ィー を用 いた結 果 、精 製酵 素 を得 る こ とが で きた。

第3節 ニ ン ジ ン 中 の ア ミ ラ ー ゼ の 諸

性 質 と ア ミ ノ 酸 組 成

第2節 で得 られ た、 ニ ンジ ン 中の β一 ア ミラ ーゼ の酵 素 化 学 的 ・た ん 白化

学 的諸 性 質 につ いて検討 し、従 来 か ら報 告 され て いる他 の高 等植物 の β一ア

ミラ ーゼ と比較検 討 した。

材 料 お よび方 法

1ペ ーパ ー ク ロマ トグラ フ ィー

ろ紙 は、東 洋No.50(40×40cm)を 用 い、展 開溶 媒 と してn-Butanol:

Pyridine:水=6:4:3を 用 いて上昇 法 で展 開 し、 アル カ リ性 硝酸 銀試薬
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で糖 を検 出 す るDip法28)を 行 っ た 。

2反 応 生 成 糖 の 変 旋 光

不 破 、 二 国 の 方 法29)に した が い 、5%溶 性 で ん ぷ ん 溶 液 を 用 い て酵 素 と

40℃ で 反 応 を 行 っ た 。 経 時 的 に 試 料 液 を採 取 し 、 炭 酸 ナ トリ ウム で 酵 素 反 応

を停 止 さ せ 、 直 後 の 旋 光 度 お よ び40℃ で1時 間 放 置 後 の 旋 光 度 をHoriba

SEPA-200を 用 い て 測 定 し、 そ の 差 か ら変 旋 光 を 求 め た 。

3等 電 点 の測 定

松 尾 ら の 方 法30》 に した が い 、-LKB社Electrofocusingカ ラ ム8100(110

皿1容 量)を 用 い 、 グ リセ リ ン で 密 度 勾 配 を つ く り、pH3.5～10のcarrier

Ampholitesを 使 用 して 、4℃ に お い て400V、40時 間 泳 動 を行 っ た 。1画 分2

mlつ つ 分 取 し、pHお よ び酵 素 活 性 を測 定 した 。

4分 子 量 の 測 定

ゲ ル ろ 過:あ ら か じめ 、 水 で膨 潤 したSephadexG-100を0.1M塩 化 ナ トリ

ウム お よ び1測 メ ル カ プ トエ タ ノー ル を含 むIOmMリ ン酸 緩 衝 液(pH6.0)

で平 衡 化 後 、 内 径2c皿 、 高 さ120cmの カ ラ ム に充 填 した 。 つ ぎ に 、 分 子 量 既

知 の 標 準 た ん 白Catalase(MW:232,000)、Aldolase(158,000)、Bovineserum

albumin(67,000),Ovalbumin(43,000),ChymotrypsinogenA(25,000),

RibonucleaseA(13,700)各2㎎ 、 お よ び 本 酵 素 の 混 合 液1mlを 上 記 カ ラ ム に

負 荷 し 、 平 衡 化 に 使 用 した と 同 組 成 の 液 で 下 降 法 に よ っ て 展 開 、溶 出 を行 っ

た 。

SDS一 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動(SDS-PAGE):Laemmliの 方 法31)

で 行 っ た 。 な お 、 分 離 ゲ ル の ポ リア ク リル ア ミ ドの濃 度 は10%、SDS(ド

デ シル 硫 酸 ナ トリ ウ ム)の 濃 度 は0.1%に な る よ う調 製 した 。 ま た 試 料 溶 液

は 、0.01Mト リス ー 塩 酸 緩 衝 液(pH6.8)、3%SDS、5%グ リセ リ ン、

8%2一 メル カ プ トエ タ ノ ー ル 、0.01%BPB(BromophenolBlue)を

含 む 液 と し、 酵 素 た ん 白 を加 え た の ち100℃ で5分 間 加 熱 処 理 し、 電 気 泳 動

をお こ な っ た 。 分 子 量 の標 準 マ ー カ ー と し てRabbitmusclephosphorylase

b(MW:97,400)、Bovineserumalbu皿in(66,200)、Heneggwhitealt)umin
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(42,700)Bovinecarbonicanhydrase(31,000),Soy-beantrypsin

inhibitor(21,500)の 各3ｵgを 含 む 混 液5ｵ1を ゲ ル に 負 荷 し 、 電 気 泳 動 を

行 っ た 。 泳 動 条 件 は 、 試 料 がStackingゲ ル 中 で は15mA、 分 離 ゲ ル 中 に 入 っ

た の ち は30mAの 定 電 流 で 約3時 間 泳 動 を行 っ た 。 た ん 白 質 の 染 色 液 は 、50%

メ タ ノ ー ル お よ び10%酢 酸 を含 む0.25%CBB(Coomassiebrilliant

BlueR-25)溶 液 を用 い た が 、 糖 類 の 染 色 に はSchiff試 薬 を用 い た 。

5ア ミ ノ酸 分 析

凍 結 乾 燥 した 酵 素 試 料 各80鰓 を 試 験 管 に い れ 、6N塩 酸 を 加 え て脱 気 後 、

減 圧 下 で 封 管 し110℃ で24、48、72時 間 加 水 分 解 を行 い 、 生 成 した ア ミ ノ酸

を 島津LC-3A自 動 ア ミ ノ酸 分 析 計 を用 い て 蛍 光 光 度 法 で 測 定 し た 。Cystine

とCysteineはMoorの 方 法32)に した が い 、 過 ギ酸 酸 化 してCysteicacidと し

た の ち 定 量 した 。 また 、TyrosineとTryptophanはGoodwinとMortonの 方

法33)に よ っ て 、 紫 外 部 吸 収 測 定 法 で 行 っ た 。

6酵 素 た ん 白 中 の 糖 の分 析

中 性 糖:凍 結 乾 燥 した 酵 素 試 料 を試 験 管 に いれ 、2NTFA(Trifluoro

aceticacid)を 加 え て 、減 圧 下 で 封 管 し、100° で6時 間 加 水 分 解 し た 。 水

解 した 糖 はSawardekerら の 方 法34)に した が っ てAlditolacetatesに 変

換 し、 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(1%Silar10Cカ ラ ム)を 行 った 。

ア ミ ノ 糖:凍 結 乾 燥 し た酵 素 試 料 を 試 験 管 に いれ 、2NTFAを 加 え て

減 圧 下 で 封 管 し、100℃ で6時 間 加 水 分 解 した 。 生 成 した ア ミ ノ糖 をDowex

50W×8の カ ラ ム に 吸 着 さ せ た の ち 、2N塩 酸 で 溶 出 した 。糖 のN一 ア セ チ

ル 化 は 、 炭 酸 水 素 ナ トリ ウ ム と無 水 酢 酸 を用 い て 行 い 、Sawardekerら の 方 法

34)に した が っ て
、Alditolacetatesに 変 換 し 、 ガス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を

行 っ た 。

結 果

1で ん が ん に対 す る 作 用
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Fig. 6. Hydrolysis of Starch by Amylase  from Ginseng and Other Plants 
 ----- ,ginseng  19-amylase;  ---,sweet potato  -amylase;   ,taka  - di

astase from Aspergillus oryzae;  ,diastase from  barley;------,a  - 
amylase from Bacillus subtilis .
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Fig. 7.  Paper  Chromatogram of Hydrolysis Product of Soluble Starch by 
Ginseng  e  -Amylase 

  50  al of enzyme solution was added to 200  gl of 2% soluble starch 
containing  0.1M acetate buffer(pH 5.0), and the mixture was incubated 
at  40°C. At the indicated time, 10  gl of the mixture were spotted. 

 M,  Standard oligosaccharides;  Cl1,Glucose;(32,Maltose;(33,Maltotriose; 
 (34,Maltotetraose. 
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Fig. 8. Time Courses of Maltose Formation from Soluble Starch by 

Ginseng  f3-Amylase 
   An amount of produced sugars , shown in Fig. 7, was expressed 

in  terms of maltose.
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Fig. 9. Changes in Specific Rotation During  Enzymatic Hydrolysis or 
Soluble Starch 

  The  experimental conditions are described in Experimental section. 
 O,  ginseng  0-Amylase ;  Wtaka-a-amylase;  A,  change and dimension in 

the optical rotation.
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で んぷ ん の分解 作 用:本 酵 素 お よび数 種 の でん ぷん消 化酵 素 を0.2%溶 性

でんぷ ん溶 液 に作 用 させ 、経 時 的 に分解 率 と ヨウ素呈 色 に よ る660n皿 にお け

る吸光 度 の変 化 を測定 した結 果 、Fig.6の よ うにな った 。本 酵素 は、分解 率

と吸光 度 の間 に直線 関係 が得 られ、 甘藷 β一ア ミラーゼ と同一 の結 果 とな っ

た。

で んぷ ん に対 する反 応 生成 物:2%で ん ぷ ん溶液200u1に 酵 素溶 液50ｵ1

(1unit)を 加 え、40℃ にお いて作 用 させ た 。 その反応 生成 物 を経 時 的 に10

ｵ1つ つサ ンプ リング して、ペ ーパ ー クロ マ トグラ フィーで 生成糖 を検 討 した 。

結果 をFig.7に 示 した が、反応 初期 か ら生成 す るオ リゴ糖 は マル トース のみ

であ り、24時 間後 にお い ても反応 液 の ヨー ド呈 色 は赤紫 色 を呈 して いた。 ま

た、各 反応 時 間 に おけ るマル トース の 生成 率 を調 べ、Fig.8に 示 した が、24

時 間後 で約47%で あ った。

2反 応生 成糖 のア ノ マー型

基 質 に5%溶 性 でんぷ ん溶 液 を用 い、不 破 、二 国の 方法29)に した が い、

生成 糖 の変旋 光 を検 討 した 。結 果 をFig.9に 示 した。酵 素 反応 の停 止 は炭酸

ナ トリウム を添 加す る こ とに よ って行 ったが 、矢 印はそ の ときの変 旋光 の方

向 と大 き さ を示 した。本 酵素 に よる生成 糖 の変旋 光がTaka一 α一ア ミラ ーゼ の

場合 と異 な り、正 で ある こ とか ら、生成 糖 の ア ノマ ー型 は βタ イプ であ る こ

とが判 明 した 。

3pH、 熱 に よる影 響

本 酵素 の至適pHとpH安 定性 をFig.10に 示 した。40℃ にお け る至 適pH

は5.0付 近 であ り、pH5～7で40℃ 、10分 処理 後 も100%活 性 を保 持 して

いた。 また、 至適 温度 と温度 安定性 をFig.11に 示 した。至 適 温度 はpH5.o、

10分 間の 反応 にお いて50℃ 付 近 で あ り、50℃ までは91%以 上 活性 が残 存 して

いる が、65℃ にお いて100%失 活 した。

4酵 素 の等 電 点

DEAE-SephadexA-50カ ラム ク ロマ トグラ フ ィー分画後 の酵 素 溶液10単 位 を

負荷 して密 度 勾配 等電 点 電気泳 動3°)を 行 い、等 電点 を検 討 した 。そ の泳動
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Fig. 10. Optimum  pH and  p  H-Stability of Ginseng  0-Amylase 
   Optimum  pH(()): The reaction mixtures, consisting of 500  gl of the 

enzyme solution, 1 ml of  1% soluble starch and 500 gl of 0.2  M acetate 
buffer of various  pHs, were incubated at  40°C for 10  min. pH-Stability 

 (•): The enzyme solution(250  gl) was mixed with 250  gl of 20 mM acetate 
buffer of various  pHs and incubated at  401] for 1 h. Then 500  gl of 0.2 

 M acetate buffer and 1 ml of 1% soluble starch were added and the 
activity was measured.
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Fig. 11.  Optimum Temperature and Thermostability of Ginseng  13-Amylase 
   Optimum  temperature(0): The activity was assayed in the usual manner 

except for the incubation temperature.  Thermo  -stability(0): The activity 
was measured in the usual way at  40°C after incubation of the enzyme 
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Fig. 12. Electrofocusing Column  Chromatogram of Ginseng  0-Amylase 
    The experimental conditions are described in the Experimental 

section.  ---,amylase; ---,absorbance at 280  nm;  ---,pH.
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Fig. 13. Determination of Molecular Weight of Ginseng  13-Amylase by Gel 
Filtration on Sephadex G-100 

   (1)blue dextran; (2)catalase; (3)aldolase; (4)bovine serum albumin; 
 (5)ginseng  -Amylase;(6)ovalbumin;(7)chymotrypsinogen;(8)ribonuclease A.
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Fig. 14. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoretic Pattern of Ginseng 
 $  -Amylase 

   (1)Molecular weight standard; (2)7.5  Ag of the enzyme without SDS 
and mercaptoethanol treatment; (3)15  Ag of the enzyme treated in the 
same way as (2);  (4)7.5  Al of the enzyme with SDS and mercaptoethanol 
treatment; (5)15  Ag of the enzyme treated in the same way as (4). 
Rabbit muscle phosphorylase b(MW: 97.4  kDa), bovine serum  albumin(66.2 
kDa), hen egg white ovalbumin(42.7 kDa), bovine carbonic anhydrase(31 
kDa), soybean trypsin inhibitor(21.5 kDa) were used as molecular 
weight standards.

Fig. 15. Determination of Molecular Weight of Ginseng  13-Amylase by 
10% SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

   (1)rabbit muscle phosphorylase b; (2)bovine serum albumin; (3) 
ginseng  0-Amylase; (4)hen egg white ovalbumin; (5)bovine carbonic 
anhydrase; (6)soybean trypsin inhibitor. 
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パ タ ー ンをFig.12に 示 した。本 酵素 の等 電点 は5.3で あ り、本操 作 に よ り多

くの共存 たん 白が除 去 された 。

5分 子 量 の測 定 喞

Sephadex-G100に よる ゲル ろ過法:SephadexG-100を 用 いたゲル ろ過 に よ

り、 本酵 素 の 分子 量 を推定 した。結 果 をFig.13に 示 した 。溶 出位置 に対 す る

各標準 た ん 白の分 子量 の対数 値 か ら、図 に示 した ような 直線 関係 を得 た。 こ

れ に、本 酵 素 の溶 出量 をプロ ッ トす る と、分 子量 は約63,000で あ る こ とが 認

め られた 。

SDS一 ポ リアク リル ア ミ ドゲル 電 気泳 動 法(SDS-PAGE)に よる方 法:本

酵 素 のサ ブユ ニ ッ ト構造 を調 べ るた め、sDs-PAGEを 行 った結 果 をFig.14に 示

した 。SDSお よび メル カプ トエ タ ノール 処理 前 後 の酵 素 に泳動距 離 の差 は

み られず 、 しか も いつれ も単 一 バ ン ドを示 した 。 この こ とか ら、本酵 素 はサ

ブユ ニ ッ トをも つ酵 素 で はな い こ とが 確認 され た。分 子量 の対数値 と泳動 距

離 か ら、Fig.15に 示 した よ うな 関係 が得 られ 、 これ に本酵 素 の泳 動距離 を プ

ロ ッ トす る と、分 子量63,000～64,000と な り、 ゲル ろ過 の場合 と同様 の結 果

とな った 。

6金 属 イ オ ン と化 学試薬 に よる影 響

金 属 イオ ンお よび 阻害剤 に よ る影 響 を検 討 した結果 をTable8に 示 した。

基 質 に試 薬 を加 え、40℃ で5分 間前 処理 した の ち、酵 素 反応 を行 い、残 存 活

性(%)を も とめた 。 この結果FeC12、HgCl2、PbC12、CuC12、SnC12、PCMB

等 で強 い活 性 低下 が み られた 。な お 、本酵 素 はSH阻 害剤 であ るPCMBの 処 理

で著 しい活 性 低下 が み られた が、Cysteineま た は メル カプ トエ タ ノール 等 の

還元 剤 の添 加 によ って再 び活性 の回 復 がみ られ た 。

7Michaelis定 数(Km)と 阻 害物 質定 数(Ki)

本 酵 素 の基 質 お よび 阻害剤 に対 す る親 和性 を検 討 した35)。 結 果 をFlg.16

に示 した 。基 質 に溶 性 で んぷ ん を、 阻害 剤 と してCyclohexaamylose(α 一

CD)とCycloheptaamylose(β 一CD)を 用 いて行 った 。 それ ぞれ 、加水 分解

速 度 を測 定 し、両逆 数 プ ロ ッ トを行 った 。 この図か ら、 本酵 素 のKm値 は
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 Table 8. Effects of Metal Ions and Chemical Reagents on Ginseng 
-  V-Amylase

Metal or chemical 

    reagent

Concentration 
 (mM)

Residualactivity 
     (0/0)

None 

 NaCl 

CaC12 

 BaC12 

 MgC12 

MnC12 

 CoC12 

NiC12 

ZnC12 

 FeC12 

HgC12 

PbC12 

CuC12 

 SnC12 

 Iodoacetic acid 

Dithiothreitol 

PCMB 
EDTA 

 ALEthylmaleimide

10 

10 

10 

10 

10 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 
1 

1 

1 

 0.1 

1 
1

100 

94 

96 

83 

81 

106 

79 

68 
70 

32 

13 

16 

17 

31 

66 

95 

23 

80 

74

  The reaction mixtures, consisting of 1 ml of  1% soluble 
starch and 0.2 ml of reagent at 10 times the concentration shown 
in the table, were incubated at  40°C for 10  min. Then, 0.8 ml of 
the enzyme solution was added and the activity was measured in 
the usual way. PCMB,  p-chloromercuribenzoate; EDTA, ethylenedia-
minetetraacetate.

 1/[S]  (%)  -1 

Fig. 16.  Lineweaver  -Burk Plots of Ginseng  13-Amylase in the Presense 
of Cyclodextrins. 

 O,control;  •,0.2 mM  cyclohexaamylose;  A,5 mM cycloheptaamylose. 
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0.61%、Vm、 、 は1.1×10-'(M/min)で あ り、 ま た 両 阻 害 剤 は 拮 抗 型 で あ

り、KI値 は α一CDに 対 して0.!'、 β一CDに 対 し て1.6祕 .であ た 。

   Table 9. Amino Acid Composition of Ginseng  -Amylase 

                             Moles amino acid 

Amino acid per  63,000.g Nearest 
 proteins) integer 

Aspartic acid  59.5, 60 
Threonine  19.3" 19 
Serine  33.4'). 33 
Glutamic acid 61.6 62 

 Proline 31.4 31 
Glycine 37.1 37 
Alanine 32.2 32 
Cysteine  1.5') 2 
Valine 33.5 34 
Methionine 12.3 12 
Isoleucine 20.9 21 
Leucine 57.7 58 
Tyrosine  27.0d) 27 
Phenylalanine 23.9 24 
Histidine 9.4 9 

 Lysine 27.0 27 
Arginine 15.7 16 
Tryptophan  7.7d) 8 

Total 512 

a) Values of about 8.5% sugar per 63,000 g of enzyme were 
determined by phenol-sulfuric method. 
b) Extrapolated to zero time from 24, 48 and 72 h hydrolyzates. 
c) For 18 h hydrolyzates after performic acid oxidation. . 
d) Method of Goodwin and  Morton").

8精 製 酵 素 の ア ミノ酸 組成 と糖含 量

本 酵素 の ア ミ ノ酸組成 につ い て検 討 した結 果 をTable9に 示 した。 常法 に

よ り酸 加 水 分解 後 ア ミノ酸 分析 計 を用 いて行 った。加 水分 解時 間 は24、48、

72時 間 の3点 を と り、各 々平 均値 で示 した。但 し、ThreonineとSerineは

24、48、72時 間加 水分解 時 に お ける値 か ら0時 間 での値 を外挿 して測 定 した 。
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Cysteineは 過 ぎ酸 酸 化後 に18時 間加水 分 解 した 。 またTyrosineとTryptophan

につ いて は 、紫外 部 吸収 測定法33)で 行 った。

な お 、本 酵 素標 品 中 の糖 含量 をフ ェ ノール 硫酸 法 で測定 した ところ 、 グル

コース に換 算 して約8.5%の 糖 を含 有 す る こ とが確認 され た 。本酵 素 は、 先

のSDS-PAGEに お いて、 たん 白質確 認 の た めCBB試 薬 で染 色 を行 った が 、

泳動後 、CBB試 薬 のか わ りにSchiff試 薬 で糖 を染 色 した ところ、 た ん 白

質 と同部 位 に糖 が検 出 され た。 さ らに、 この糖 の分析 を行 うため 加水 分解 し

Sawardekerら の方法34}でAlditolacetatesに 変換 し、ガ ス クロマ トグラ

フ ィー を行 った と ころ、 グル コース 、 ガ ラ ク トース、 マ ン ノース 、 ア ラ ビ ノ

ース等 に 由来 す る糖 アル コール が検 出 され た
。 しか し、 ア ミ ノ糖 は検 出され

なか った 。 以上 の結 果 か ら、本酵 素 の 分子 量 と糖含量 を考 慮 して 、本 酵素 の

ア ミノ酸 数 は512程 度 であ る こ とが 認 め られ た。

考 察

本 酵素 の でんぷ ん に対 す る作 用 機 作 を検 討 した が(Fig.6～8)、 で んぷ

ん に対 す る分解 作 用 お よび反応 生 成物 を調 べた ペ ーパ ー クロマ トグ ラフ ィ ー

の結 果 か ら、 あ き らかに非 還元 性 末端 か らマル トース単 位 でexowiseに 加 水

分解 して いた 。 さ らに反応 生成 糖 の変 旋 光 か らも β一マル トース を生成 して

いる こ とを確認 した が、著 者 は、 ニ ンジ ン粗 抽 出液 を用 いた実験 でも 同様 の

結果 を得 て お り、ニ ンジ ン中の ア ミラ ーゼ は β一ア ミラ ーゼ のみ であ る こ と

が判 明 した。

一 方
、本 酵 素 は、PCMB等 のSH阻 害 剤 で失 活 し(Table8)、Cysteine

な どの チ オ ール化 合物 によ って活性 が 回復 す る こ とか ら、他 の高等 植物 起 源

の β一ア ミラーゼ と同様 、そ の分 子構 造 中にSH基 を有 して いる ことが推 察

された 。今 回精 製 したニ ンジ ンの β一 ア ミラ ーゼ と、現 在 まで に検 討 され て

いる高等 植 物 の β一ア ミラ ーゼ の性 質 と を比 較 し、Table10に 示 した 。本 酵

素 は、他 の β一 ア ミラ ーゼ と大 きな相 違 はな いが 、甘 藷 の β一ア ミラーゼ の

一42一



                 Table 10. Comparison of Properties of Plant  $  -Amylase 

                                         Origins P
roperties 

                Ginseng  Soybean") Japanese  radish") Sweet  potato") 

Optimum  pH 5.0 5-6  6.0-6.5  4-5(30'C) 
 (Substrate:starch) 

 p  H-stability 5-7 5-7 5.7-6.5  4-9 
Molecular weight 63  57--61.7  58-62  206(tetramer) 

 (Oa)  50-57.2(monomer) 
 Ela',. 16.7 17.3  17.1-17.7 

Isoelectric point 5.3 5.2-5.9 4.9 4.7-4.8 
Inhibitor PCMB  PCMB Glucose, maltose 

     Fe, Hg, Pb, PCMB 
 Cu,  Sn Ag 
 IC.  0.61,Ostarch 1.8  dl/maltotriose 1.1 mg/ml/amylopectin 0.073  mM/amylose 

                       0.42  MM/maltotetraose  0.021%/starch 
                           2.5  mM/ml/amylopectin 

 I(i  Cyclohexaamylose 0.08 mM 0.35  mM 0.17 mM 
 Cycloheptaamylose 1.6 mM 0.98 mM 

                                            PCMB;  2.58X10-'M

よ うな サ ブユ ニ ッ トをも つ多 量体 で はな くモ ノマ ーであ る ことが確 認 され た

(Fig.13)。 また 、今 回 の どの カ ラム クロマ トグ ラフィ ーにお い ても活 性 ピ

ー クが1本 で ある こ とか ら
、Table10中 の他 の高 等植 物 の よ うに 、分子 量 や

若干 性 質 の異 な る β一 ア ミラ ーゼが 共存 して いる可能性 はほ とん どな い。 さ

らに 、本酵 素 中の糖含 量 は約8.5%で あ り、 これ ほ ど多 くの糖 を含 む β一ア

ミラ ーゼ の存 在 は他 の高 等植物 で は まだ報 告 され て いな い。 また、 ア ミノ酸

分析 の結果 か ら、本酵 素 の分 子量 を63,000と す る と、1分 子 中2molの

Cysteineが 含 まれ るが 、 この値 は他 の高 等植 物 由来 のsア ミラ ーゼ、例 え

ば大 豆 由来 の もの(Cysteine5mo1)14)36)と 比較 して少な い 。

とこ ろで 、朱 らは、稲 や野 菜 な どの種 子 を ニ ン ジン液 につ け てお く と発芽

に必 要 な ア ミラーゼ を賦 活 して でん ぷ んの糖 化 を促進 し、生 長 を早 め る と述

べ て い るが37)、 この発 芽 の促進 にニ ンジ ン中の β一 ア ミラーゼ が 関与 して

いる可 能性 が十分 考 え られ る。
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第4節.」 丶 括

前章 で 、数種 の生 薬 が ア ミラーゼ の作 用 を賦 活す る こ とを示 した が 、そ の

原 因 を検 討 し、 以下 の結 果 を得 た。

(1)オ ウ レン、 カ ン ゾ ウ、ニ ンジ ンな どの健 胃生薬 に ア ミラーゼ の存在 を確

認 した 。

(2)ア ミラ ーゼ を含 む 生薬 を検 索 す る 方法 と して、で んぷ ん糊精 化 力 を測 定

する場合 に用 いるBlueValue法 を改 良 した 方法 を用 いて、 ス ク リーニ ング を

行 い、 つ ぎ にSomogyi-Nelson法 で ア ミラ ーゼ活 性 を測定 した結果 、種 々 の生

薬 中 のア ミラ ーゼ を簡便 に測 定す る こ とが で きた 。

(3)オ ウ レ ンや カ ン ゾ ウで は、産 地 ・品質 等 の違 いによ って ア ミラ ーゼ作 用

に差 が認 め られ た。

また、薬 用 ニ ンジ ン中 のア ミラ ーゼ の精製 と、 その酵 素化 学 的 ・た ん 白化

学 的性 質 お よび 作用 機作 につ いて検 討 した 結果 、 以下 の こ とが判 明 した 。

(4)DEAE-SephadexA-50、SephadexG-100お よびHydroxy-apatiteの 各 ク ロ

マ トグラ フ ィ ーを行 い、本酵 素 を単 一 に まで精 製 した 。

(5)本 酵 素 は、 で んぷ ん に対 す る作 用機 作 力・ら β一 ア ミラーゼ 、 す なわ ち

1,4一α一D-glucanmaltohydrolase(EC.3.2.1.2)で ある。

(6)本 酵 素 の主 な性 質 はTable10に 示 した とお りで ある 。

(7)本 酵 素 の分 子 量 を63,000と して、 ア ミノ酸 分 析値 お よび糖 含 量 の測 定 か

ら、Cysteineは1分 子 中に2mo1と 、他 の β一 アミ ラーゼ に比 べ て少 な く、

また 中性 糖 はグル コース に換 算 して8.5%で あ り、 これ まで報 告 され た他 の

高等植 物 の β一 ア ミラ ーゼ に比 べ て非常 に多 い。

..



第3章 生 薬 の 品 質 と 酵 素 阻 害 物 質

現在、 日本薬局方に収載されている生薬は、油脂、エキス、エキス製剤を

含めると約200品 目にものぼ っている。生薬の品質を左右する要因として、

原植物の品種はもとより、生産方法(産 地、栽培 ・野生の別、採取時期 ・方

法)、 調製 ・加工技術の優劣、保存期 間 ・方法等の違いがあげられる38)。

生薬 の品質確保 は、生薬 を原料 とする漢方製剤などへの利用の面からも、極

めて重要な問題である。しかし、生薬の晶質の検討は、従来からおもに形態

学的あるいは成分分析等の理化学的手段を中心になされてきた。

第1章 で、同種 の生薬 であるにもかかわらず産地などの違いによって、種

々の消化酵素活性に与える影響に差がみられた。そこで、本章ではケイヒ、

サンショウ、ダイオウなどの生薬について、産地、品質、性状等の異なる多

くの試料を収集 して活性にあたえる影響を詳細に検討し、生薬の生化学的な

品質評価を試みた。

また、酵素活性を抑制する物質の本態、およびその性質についても検討を

行った。

第1節 ケ イ ヒ に つ い て

ケイヒCinnamonbarkは 、一般用医薬品の胃腸薬のうちの、実に約45%の

製剤 に配合 されており、1日 の服用量 が約20～200mgと 比較的多 い生薬であ

る。また、漢方製剤の原料としてあるいは独特の芳香から食品原料への利用

頻度も高い。その産地は、中国を中心に広く東南アジアから日本にまで広がっ

ており、また、品種も豊富である。 そこで、産地、部位等の異なる15種 類

のケイヒを収集 して、おもにパ ンクレアチンなどの酵素のたん白消化作用に

およぼす影響について検討し、活性抑制作用と品質との関係を検討 した。

材料および方法
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1実 験 材料

ケ イ ヒ:試 料 は局 方品11と 、桂枝 片 、桂 枝 尖 、桂葉柄 、桂 衣 砕 とい われ る

もの各1、 合 計15種 類 を用 いた 。各 試 料 の乾燥 減 量、灰 分 、精 油含 量 は 日局

生薬 試 験 法 に よ り試験 した。 な お、 試料 はすべ て粉末 に したの ち 、300ｵmの

篩 を通 し、粒 度 を均 一 に した 。

酵 素:パ ンク レアチ ン(ウ シ膵臓 由来)お よび トリプ シン(Merck社 製 、

20,000E/g)、 α一キモ トリプ シ ン(Merck社 製 、45mU/mg)を 用 いた 。

2酵 素 活 性 の測定

力ゼ イ ン ーフ ォ リン法 によ る プ ロテ アーゼ 活性 の測 定:パ ンク レア チ ンの

たん 白消 化 力 の測定 は、第1章 の とお り行 った 。パ ン ク レア チ ン以外 の酵 素

につ いて そ の プ ロテ アーゼ活 性 を測 定 す る場合 は、パ ンク レアチ ン溶 液 の代

わ りに トリプ シ ン(0.01%)、 α一 キモ トリプ シ ン(0.02%)を それ ぞれ 試

料溶 液 と した。

カ ッ プ法 に よる プ ロテ アーゼ活 性 の測 定:第1章 第3節 の方 法 で行 った。

3フ ォ リン反 応陽 性 物質 の測 定

生薬5mgを と り、水11mlを 加 えて10分 間振 とう したの ち濾過 す る。濾 液2

m1を と り、無水 炭酸 ナ トリウム溶液(3→50)5.Om1お よび うす めた フ ォ リ

ン試液(1→3)1.Omlを 加 え、40℃ で20分 間放 置 した の ち、 この液 につ き

波長660nmに お ける吸 光度 を測 定 した。

結 果

1各 種 ケ イ ヒ試 料 の パ ンク レア チ ンの たん 白消化 作 用 にお よぼ す影 響

15種 類 のケ イ ヒ試 料(Table11)を 用 いて 、パ ンク レアチ ンのた ん 白消化

力 に対 す る影響 をカゼ イ ンー フ ォ リン法 で検 討 した。 結果 をTable12に 示 し

た。

各 種 ケ イ ヒの添加 によ り、パ ンク レア チ ンのた ん 白消化 力 は29～95%と 、

かな りの 変動 を示 した 。今 回実験 に供 した ケ イ ヒ試料 に つ いて、 プ ロテ ア ー
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Table 11. Properties of Cinnamon Barks

Sample Part of 

plant

Place of 

origin

Loss on 
drying(%)

Acid-insoluble 
 ash(%)

Volatile oil 
 content 

 (ml/30g)

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

IX 

 X 

XI 

XII 

XIII 

XIV 

XV

Bark 

Bark 

Bark 

Bark 

Bark 

Bark 

Bark 

Bark 

Bark 

Bark 

Bark 

Branch 

Twig 

 Petiole 

Bark from 
small  bra branch

Kuangnan 

Vietnam

Vietnam 

Kuangnan 

Kuangnan 

Kuangnan 

Kuangnan 

Kuangnan 

Vietnam 

Vietnam 

Vietnam 

Vietnam

 9.9 

 10.  0 

 9.9 
 8.9 
 10.3 

 9.9 

 9.  0 
 8.  7 
 11.0 

 10.7 

 10.6 
 8.  8 

 8.3 
 10.2 

 9.8

3.4 

3.2 
2.2 

 3.5 
2.3 
 4.5 

 3.5 
1.1 
2.2 
2.4 

 1.9 
 1.1 
 2.0 

 5.8 
1.8

 1.79 

 1.31 

 0.06 
 N.  D. 
N. D. 

 1.00 
 2.13 

 0.60 
 0.87 
 0.83 
 1.46 

 0.02 
N. D. 

N. D. 
 1.05

Table 12. 

and Folin-

Effects of 

Ciocalteau

Cinnamon Barks on 

Reagent-Positive

 Proteolytic 

Substances in

Activity of 

Samples

Pancreatin

 Samples)
 Activity(%)b)

by Casein-Folin method by Cup method

 Folin-Ciocalteau Reagent-
  positive substances  (0

.D.at 660  nm)

 Control`) 
 I 

 II 
 III 

 IV 
 V 
 VI 

 VII 
 VIII 
 IX 

 X 
 XI 

 XII 
 XIII 
 XIV 

 XV

 100" 
69 

60 
94 

69 
45 
80 
71 

85 
47 

59 
54 
95 

61 
52 
29

 100" 
69 

53 
88 
72 

52 
71 
65 

66 
38 
58 
55 

72 
66 

50 
44

 0.215 
 0.276 

 0.100 
 0.222 

 0.317 
 0.079 
 0.216 

 0.087 
 0.357 
 0.200 
 0.  291 

 0.  089 
 0.212 

 0.301 
 0.466

a) Five  mg of a cinnamon bark were added per tube or cup. 
b)  Each value represents the remaining activity(%). 
c) No crude drug added. 
d) Each value represents the average of 6 samples.
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ゼ活性 へ の影響 と精 油含 量 との間 の相 関性 、 さ らに、灰 分量 、乾燥 減 量 等 と

の間 の相 関性 も認 め られ なか った 。 なお 、各 ケ イ ヒ試料 の添加 によ る反応 液

中のpHの 変 動 もみ られ なか った 。

ケ イ ヒ添加 によ る、酵 素活性 の測 定法 と して 用 いた カゼ イ ンー フ ォ リン法

では 、第1章 第3節 に示 した よ うに、試 料 に よ ってはA2値(ブ ラ ンク値)

が比較 的 大 き くな る場合 が あ り、ケ イ ヒ中に フ ォ リン試 薬 に反応 す る物 質が

存在 す る可能 性 が考 え られ た。 そ こで 、試 料II、III、XVに つ いて、 ケ イ ヒ

量 とパ ン ク レア チ ンのた ん 白消 化力 活性(吸 光度)と の相 関 関係 を調 べ た 。

結果 をFig.17に 示 した。活性 阻 害 が 中程度 の試料IIで は、A、 値(主 検 値)

は5mg添 加 の とき最低 で 、5mgよ り多 くて も少 な くても 大 とな った 。 しか し、

A2値 は 試料 の量 に比例 して 大 き くな った 。活性 低下 の小 さ い試 料IIIで は 、

A2値 は 試料IIと 同様 に添加 量 に比例 して 大 き くなる が、A、 値 は試 料 の量

にあ ま り影響 され なか った。 強 い活性 阻 害 を認 めた試料XVで は、A、 値 は試

料IIと 類 似 した 曲線 を示 した が 、A2値 は試料II、IIIと 比較 して急 勾配 の

直線 が得 られ た。3試 料 ともA2値 は試料 の量 に比例 して増 大 す る点 で 共通

して いた 。

Fig. 17. Effects of Cinnamon Barks on Proteolytic Activity of Pancreatin 

  0,  A  (with pancreatin); A,  A  2  (Without  pancreatin);  •,  Al-A 2. 
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2ケ イ ヒ中の フ ォ リン反 応陽 性 物 質 につ い ての検討

Fig.17に 示 した よ うに、 ケ イ ヒ中 にフ ォ リ ン反応 陽性 物 質 の存 在 が示 唆 さ

れた ことか ら、供試 したケ イ ヒ中 の フ ォ リン反 応 陽性 物 質 を定量 した(Table

12)。 その結 果 、 と くに試料V、IX、XVの よ うに活性 低 下 の著 しいケ イ ヒ に

は、水 溶 性 の フ ォ リン反応陽性 物 質 が 多 く存在 して いる こ とが認 め られ た。

3カ ッ プ法 によ る検 討

ケ イ ヒ によ るパ ンク レアチ ンのた ん 白消化作 用 への影 響 につ いて、 カゼ イ

ンーフ ォ リン法 以外 に、ケ イ ヒ試 料 中の フ ォ リ ン反応 陽性物 質 に よ る影響 を

除 くた め に、第1章 第3節 に示 した カ ップ法 を用 いて検 討 した(Table12)。

そ の結果 、 カ ゼ イ ンー フ ォリン法 で の測定 結果 とほぼ 同様 の成績 が得 られ た。

しか し、 この両 法 で得 られ た活性 値 はカ ゼ イ ンー フォ リ ン法 で50%～70%程

度 の 活性 を示 した試 料 につ い ては 、 カ ップ法 で もほぼ 同等 の値 を示 した が 、

全 般 的 に カ ップ法 で得 られ た活性 値 の方 が、 カゼ インー フ ォ リン法 の 場合 よ

りも 再現 性 の点 で優 れ て いた。

Fig. 18. Relationship between Folin-Ciocalteau Reagent-Positive Substances 
in Cinnamon Barks and Proteolytic Activity of Pancreatin 

   Enzyme activity was determined by (a)Casein-Folin method and (b)Cup 
method.  rp: correlation coefficient. 
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Table 13. Effects of Cinnamon Barks on the Trypsin and 

Chymotrypsin Activities

 Samplea)  Trypsie  Chymotrypsin°

 Controlc) 

 I 

 II 

 III 

 IV 

 V 

 VI 

 VII 

 VIII 

 IX 

 X 

 XI 

 XII 

 XIII 

 XIV 

 XV

 100.0d) 

39.4 

29.9 

76.2 

54.5 

29.2 

70.3 

65.2 

56.9 

13.7 

 9.4 

24.7 

84.1 

26.5 

21.1 

 3.4

 100.0') 

 67.0 

 38.2 

 92.7 

63.9 
17.8 

 86.1 

 66.1 

 68.5 

21.3 

 33.6 

 37.5 

 83.0 

36.4 

37.3 

10.5

 100 
dP 

4.3 
0 
 A 

E 50 

N 

 (1.1 

ri 

0 
t0 

N

a) Five  mg of a cinnamon bark were added per tube. 
b) Enzyme activity was determined by the  Casein  -Folin 
method. 
  Each value represents the remaining activity(%). 

c) No crude drug added. 
d) Each value represents the average of 3 samples.

100

50

   0 0.25 0.5 0 0.25 0 .5 
 O.D. at 660  nm 

                  Folin-Ciocalteau reagent-positive substances 

Fig. 19. Relationship between Folin-Ciocalteau Reagent-Positive Substances 

in Cinnamon Barks and Proteolytic Activity of Trypsin and Chymotrypsin 

 rp: correlation coefficient.
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4酵 素活 性 と フ ォ リン反 応 陽性 物 質 の相 関性 について

15種 類 の ケ イ ヒ試 料 につ い て、パ ンク レア チ ンのた ん 白消 化力 の残 存 活性

と、試 料 中の フ ォ リン反 応陽性 物 質 の量 との相 関 性 をカゼ イ ンー フ ォ リン法

およ び カ ップ法 で検 討 した。 結果 をFig.18に 示 した。

活 性 を強 く抑制 した試 料 ほ どフ ォ リ ン反応 陽性物 質 が多 く存在 し、酵 素活

性 とフ ォ リン反応 陽性 物 質 との 間に 明 らか に 直線 的な相 関 関係 が み られ た。

その相 関 係数 を求 めた ところ、 カゼ イ ンーフ ォ リン法 で 一〇.953、 カ ップ法

で 一〇.838と な り、そ の相関 はカゼ イ ン ーフ ォ リン法 の方 で顕著 に認 め られ

た。

さ らに、 トリプ シ ン、 α一 キモ トリプ シ ンを用 いて もパ ンク レアチ ンの場

合 と同様 な相 関 関係(相 関係数 は、 トリプ シ ン ー0.805、 α一 キモ トリプ シ

ン ー0.891)が 認 め られ た(Tablel3、Fig.19)。

考 察

産 地 、性 状 等 を異 にす る各種 ケ イ ヒのた ん 白消 化作用 に与 え る影響 を検 討

し、異 な った酵素 活 性 阻害 を示 す こ とを見 い出 した。パ ンク レアチ ンのたん

白消化 活性 を カゼ イ ンー フ ォ リン法 で検 討 す る際 、ケ イ ヒ中の フ ォ リ ン反応

陽性 物 質(タ ンニ ン、低 分子 フ ェ ノール な どの フ ェノール性 水酸 基 をもつ物

質な ど)の 存 在 に よ り、真 の活性 値 が 求 め難 い。 した が って、 フ ォ リン反応

陽性 物 質 の影 響 を受 けな いカ ップ法 につ いて も あわせ て検 討 した。

フ ォ リ ン反応 陽性 物 質 の少 な いケ イ ヒほ ど一般 に酵 素活性 へ の影 響 も少 な

く、 また フ ォ リン反応 陽性物 質が多 いも ので は酵 素活性 へ の影 響 も大 き く、

活性 は低 下 した。 各種 ケ イヒ中 に存 在 す る フ ォ リン反応陽性 物 質 とた ん 白消

化活 性 との間 に明 らか な相関 関係 が認 め られ た。 また、 パ ン クレア チ ン以外

に、 トリプ シ ン、 α一 キモ トリプ シ ン等 の プ ロテ アーゼ を用 いても 同様 の傾

向が得 られ た。
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第2節 サ ン シ ョ ウ に つ い て

サ ンシ ョウZanthoxylumfruitは 、 ケ イ ヒ と同様 、芳 香性 健 胃薬 と して粉

末 で 胃腸 薬 に配合 され 、 また 、香辛 料 と して食 用 に供 され る 。

サ ンシ ョウは、 日本薬 局 方 には 「ZanthoxylumpiperitumeDeCANDOLLEま

た はそ の他 同属植 物(Rutaceae)の 成 熟 した果 皮 で、果 皮 か ら分離 した種 子

をでき るだ け 除 いたも の」 と規定 され て い る39)。 したが っ て、 原植 物 に は

サ ン シ ョウ以外 に アサ クラザ ン シ ョウ、 フユ ザ ンシ ョウ等 も薬 用 と して広 く

生産 、使 用 され る一 方4°)、 近年 中国産 山椒(一 般 に花 椒 と称 され る)も 市

場 に出 まわ り需要 の増 大 と ともに輸 入量 も年 々伸 びつ つあ る41)。 苑 椒 は

Z.simulanceHANCEを 基原 と し、薬 用 ある い は食 用 と して 日本産 サ ン シ ョ

ウ(こ こで は便宜 上 、各 種和 山椒 、花 椒 な どを総称 してサ ンシ ョ ウ と記 した 。

また 、局 方品 を示 す場 合 は山椒 また は 日本薬 局 方 サ ンシ ョウ と表 記 した 。)

とほ ぼ同 等 に取 り扱 われ るこ とが多 い。 また、 山椒 とは異 な る独 特 な 芳香 と

辛 味 を有 す るた め、 山椒 よ りも良 品 と して扱 わ れ る傾 向 さえ ある 。 しか し、

その薬 効 、成 分 につ いて はまだ十 分解 明 され て いな い。

本節 で は 、芳香 性健 胃生薬 と して繁 用 され るサ ンシ ョウにつ いて、 ケ イ ヒ

と同様 の検 討 を行 った。 山椒 、花椒 、 さ らに犬 山椒(Z.schinifoliumsieb.

etZucc.)等 の各種 の試 料 を収集 し、パ ンク レァチ ンな どの酵 素 のた ん 白消

化作 用 に お よぼす 影響 を調べ 、活性 値 と試料 中 に存在 す る フ ォ リ ン反応 陽 性

物 質 およ び精 油含 量 との間 に相 関関係 の有無 を検 討 した 。 さ らに 、 山椒 と花

椒 とで この相 関 関係 に差 が あ るか ど うか につ いて も検 討 した。

材料 お よ び方法

実 験材 料

サ ン シ ョウ:供 試 した 試料 を、Table14に 示 した。試 料XXを 除 いて、 すべ

て局 方 品 と して市販 され て いる もの を用 いた。 各試料 の乾燥 減量 、灰 分 、酸
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              Table 14. Properties of Zanthoxylum Fruit 

                      Purity  a) 
Sample Placeof   Total Acid-insoluble Volatile 

       origin Seeds Peduncles and ash ash  oil content 
            (%) twigs(%) (%) (%)  (m1/30g) 

I China  0.6  0.5  5.6  0.2  1.63 
II China  2.5  2.4  6.3  0.7  2.51 
III China  0.4  1.  6  6.0  0.5  1.17 
IV China  31.7  2.4  5.6  0.1  0.66 
V Wakayama  4.8  0.7  7.0  0.7  1.54 
VI  Wakayama  8.0  0.9  4.8  0.3  1.26 
VII Wakayama  20.  0  7.  6  5.8  0.2  1.  32 
VIII Tottori  1.9  9.8  5.3  0.7  1.88 
IX Tottori  9.2  0.6  6.2  0.3  2.34 
X Tottori  9.6  34.3  5.9  0.4  1.80 
XI Tottori  36.8  5.7  4.7  0.6  1.54 

 XII Nara  20.5  12.  1  6.  1  0.4  1.35 
XIII Hyogo  22.0  3.1  6.9  0.5  1.00 
XIV Hyogo  63.3  8.  7  6.  7  0.4  1.  14 
XV  15.2  11.  9  5.  1  0.2  1.80 
XVI  21.5  8.7  5.7  0.4  1.01 
XVII  56.5  4.4  6.5  0.5  0.82 
XVIII  1.7  1.4  4.6  0.2  1.26 
XIX  48.1  2.2  5.3  0.2  0.69 
XX Korea  7.2  10.  1  6.4  0.  5  0.  30 

a) Foreign matters in  each sample were less than  0.  1%.

不溶 性灰 分、精 油 含 量 な どは 日局 生薬 試 験法 に よ り測定 した。 な お、試 料 は

すべ て粉 末 と した の ち 、300ｵmの 篩 を通 し、粒 度 を均一 に した 。収穫 年 度 は

試料XVIIIが1978年 、VI、VII、VIIIが1979年 、1、III、IX、IX、XV、

XXが1981年 、II、V、X、XI、XII、XIII、XIV、XVII、 が1982年 の もの 、IV 、

XIXが1970年 以 前 の 古 いもの であ る。

性状:1～IVは 中 国産花椒 で、果 皮 の多 く は開裂 し、表 面 に小 さな 突起 が

多 くみ られ 、 内果皮 は薄 い。種子 はIV以 外 は ほ とん どな く、 あ っても極 めて

少な い。 果皮 も細 く短 い。その粉 末 は1、IIは 赤 褐色 であ るが 、IIIは 暗褐

色 、IVは 暗紫 褐 色 。 また、 山椒 とは明 らか に異 な る特 異 な芳 香 と辛 味 を有す

る。な おVは 和歌 山産 山椒 であ るが 、1の 花 椒 に形状 、芳 香 等 が酷似 して い
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るた め花椒 に加 えた 。XXは 韓 国産 犬 山椒 で、果 皮 は灰 緑 色 に近 く、内果 皮 は

薄 く、 芳 香 は特異 で不快 臭 を有 す る。 また 、 その粉末 は灰 白色 で あ る。他 の

試料VI～XIXは 日局 サ ンシ ョウで多 少果 皮 の大 きいも の(VI)、 小 さ いもの

(X、XI)、 果皮 の 色が やや緑 色 を帯 て いる もの(IX、X)、 開裂 の 少な い

もの(VII、XV、XVI)、 外面 突起 の多 いも のな どがあ る。 また 、種 子 の含 量

比が50%を 越 え るも の(XIV、XVII)も あ る。 そ の粉 末 の色 も赤 褐 色 、暗 赤

褐色 な ど多 様 で あ った。 さらに 、芳 香、辛 味 な ども産 地 、 ロ ッ ト等 によ り差

が み られ た(Table14)。

酵素:消 化酵 素 のパ ン クレア チ ン(ウ シ膵臓 由来)お よび プ ロテ ア ーゼ で

あ る トリプ シ ン(Sigma社 製 、2回 再 結 晶 、 ウ シ膵臓 、12,000BAEEunits/

㎎)、 α一 キモ トリプ シ ン(Sigma社 製 、3回 再 結 晶、46units/㎎)を 用 い

た。

2酵 素 活性 の測 定

力ゼ イ ン ーフ ォ リン法 によ る プ ロテ アーゼ 活性 の測 定:パ ンク レア チ ンの

たん 白消 化 力 の測定 は、前節 の とお り行 った 。 パ ンク レァチ ン以 外 の酵 素 活

性 を測 定 す る場 合 は 、パ ンク レアチ ン溶液 の代 わ りに トリプ シ ン、 α一 キモ

トリプ シ ンの各0.002%溶 液 を用 い、pH7.5で 酵 素反応 を行 った。

カ ップ法 による プ ロテア ーゼ活 性 の測 定:第1章 第3節 の 方法 で行 った 。

3フ ォ リン反応 陽 性物 質 の測 定

前節 の とお り行 った 。

4精 油 成分 の抽 出 と ガス ク ロマ トグ ラフ ィ ー

精 油成 分 の抽 出は 、試料 粉末5gをn一 ヘ キサ ン25mlで24時 間冷 浸 後濾 過

し、 試料 液 と した 。

ガス ク ロマ トグ ラフ ィーの 条件 は、以 下 の とお り行 った。 使 用機 器:島 津

GC-6A(F.1.D)、 カラ ム:2%、PEG-20MonChromosorbW

(AW-DMCS)100～120メ ッシュ 、3mm×3m、 カラム温 度:50℃ ～200℃(

5℃/分 昇 温)、 検 出器温 度:230℃ 、 レ ンジ:2.56V、 感 度:103MΩ 、

試料 液注 入 量:3μ1。
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.
な お、各 成 分 の確認 は、試料 液 と標 品 につ いて 同一 条件 下 で のガ ス ク ロマ

トグ ラフ ィーの保 持 時間(tR)を 比 較す る こ とによ り行 った 。

結 果

1サ ン シ ョウのパ ンク レアチ ン た ん 白消化 活性 に およぼ す影 響

各 種 サ ンシ ョウに よ るパ ンク レア チ ンの たん 白消化 作用 へ の影 響 はTable

15の とお りで あ った 。各試料 の添 加 に よ り、パ ンク レアチ ンのた ん 白消 化力

  Table 15. Effects of Zanthoxylum fruit on Proteolytic Activity of 
 Pancreatin and Folin-Ciocalteau  Reagent-Positive Substances in Samples 

 Activity(%)  b) Folin-Ciocalteau  Reagent-
Sample)   positive substances 

       by  Casein-Fol  in method by Cup method  (O.  D.  at 660 nm) 

 Control') 100.Od) 100.  Od) 
I  28.8  52.6  0.551 
II  22.  5  52.5  0.  641 
III  36.3  50.7  0.418 
IV  51.  8  71.  4  0.  475 
V  33.0  46.0  0.487 
VI  12.3  55.4  0.487 
VII  26.2  43.2  0.349 
VIII  7.9  38.5  0.573 
IX  6.9  31.9  0.608 
X  19.7  54.0  0.446 
XI  25.  0  54.  0  0.  359 

 XII  22.5  38.2  0.432 
XIII  52.5  60.4  0.243 
XIV  29.3  42.2  0.374 
XV  10.7  32.9  0.548 
XVI  48.  8  54.9  0.  248 
XVII  34.  1  54.  5  0.  302 

 XVIII  11.5  43.7  0.536 
XIX  44.8  57.7  0.264 
XX 79.4 72.8 0.163 

a) Five mg of a cinnamon bark were added per tube or cup. 
b) Each value represents the remaining  activity(%). 
c) No crude drug added. 
d) Each value represents the average of 6 samples. 
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Fig. 20. Relationship between Folin-Ciocalteau Reagent-Positive Substances 
in  Zanthoxylum Fruit and Proteolytic Activity of Pancreatin 

   Enzyme activity was determined by (a)Casein-Folin method and (b)Cup 
method.  rp: correlation coefficient.  0,1simulance  HANCE;  A,  Z.piperitum 
DC;  41,  Z.schinifolium sieb. et Zucc.

はカゼ イ ンーフ ォ リン法 で測定 した場 合 、対照 の21～95%に 低 下 した 。カ ッ

プ法 では カゼ イ ンーフ ォ リン法 よ り若 干高 い残 存 活性値 を示 した が 、 ほぼ 同

傾 向 の活 性 低下 が確認 された 。T'

2パ ンク レアチ ンのたん 白消 化作 用 へ の影 響 とフ ォ リン反応 陽 性物 質 の

相 関性

試 料 中 に は フ ォ リン反応 陽性 物 質 の存 在 が認 め られた た め、本 物 質 の含 量

と上 記酵 素活 性値 の相 関性 を検 討 した(Fig.20)。 そ の結果 、(a)カ ゼ イ ン

ーフ ォ リン法 で測定 した場合 、水 溶性 の フ ォ リン反応 陽 性物 質 は酵 素 活性 低

下作 用 の 大 き い試料(VIII、IX、XVな ど)で 多 く、活 性 へ の影 響 が 比較 的

小 さ い試 料(IV、XX)で 少 な い ことが確 認 され た 。(b)カ ップ法 で も同 じ傾

向が認 め られ 、それ ぞ れ の相 関係 数 を求 めた とこ ろ、 カゼ イ ンーフ ォ リン法

で一 〇.844、 カ ップ法 で 一〇.709と な り、負 の比 較的 高 い相 関係数 が得 られ

た。 した が って、 以下 の酵素 活性 測 定 は主 と して カゼ イ ンーフ ォ リン法 によ

る こ とと した 。
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また 、各 試料 を花椒(1～V)と 山椒(VI～XIX)と に分 け、 そ れ ぞれ に

つ いて残 存 活性 値 とフ ォ リン反 応 陽性 物 質含 量 との相 関性(回 帰 直線 お よび

相 関係数)を 検討 した。 フ ォ リ ン反応 陽 性物 質 含 量 を示 す660nmで の 吸光 度

をx軸 、残 存 活性 をy軸 とす る と、 カ ゼ イ ンー フ ォ リン法 で は花椒 がy=-

69.3x十66.5、rp=-0.997、 山椒 がy=-117.3x十73.5、rp=-0.962

であ った。

3そ の他 の プ ロテ ア ーゼ活 性 へ の影 響

サ ン シ ョウ添加 によ り、パ ンク レア チ ンのた ん 白消化 活性 の低 下 が認 め ら

れ た こ とか ら、 そ の他 のプ ロテ ア ーゼ と して トリプ シ ンと α一キモ トリプ シ

ンとを用 いて検 討 した(Fig.21)。 トリプ シ ンで は、試 料lv、Xlx(古 い試

料)とXX(犬 山椒)が 図 の左 上部 、1、II、III、V(花 椒)が 右 上部 、他

(山椒)が 下部 に集 合 した。 また 、 α一 キモ トリプシ ンで は試 料IV、XXが 左

上部 、1、II、III、Vが や は り右 上 部 、他 が 下部 に ほぼ一本 の線 上 に集 合

した 。花 椒(1～V)で は、 フ ォ リ ン反応 陽 性 物質 が多 い試 料 でも活 性 を50

%以 下 に低 下 させ る こ とはな か った 。 山椒(VI～XIX)に つ いて、 プ ロテ ア

ーゼ活性 と試 料 中 の フ ォ リン反応 陽性 物 質 との間 の相 関性(回 帰 直線 、相 関

係数)は トリプ シ ンでy=-101.2x十66.1、rp=-o.681、 α一 キ

モ トリプ シ ンでy=-92.1x十55.2、rp=-0.901で あった 。

4サ ン シ ョウの各 部位 に よる パ ン ク レアチ ンのた ん 白消化 作 用 への影 響

サ ン シ ョウ は、一般 に果皮 、種子 、果柄 な どか ら構 成 され て い るが、 日本

薬局 方 で は 「果皮 か ら種 子 をで き るだ け除 いた も の」 と規定 され て いる。 そ

こで 、サ ンシ ョウにつ い ても比較 的 強 い活性 低 下 を認 めた試 料XVを 用 い て、

果 皮 、種 子 、果柄 お よび枝 の各 部位 に分 別 し、各 々パ ンク レアチ ンの たん 白

消化 作用 へ の影 響 を調 べ た(Table16)。 そ の結 果、 果皮 で活性 低 下 が最 も

顕著 で 、 フ ォ リ ン反応 陽性物 質 も多 く、種 子 で は活性 をま った く低 下 させ ず 、

フ ォ リン反応 陽性物 質 の量 も少 な い こ とが認 め られ た。

5サ ンシ ョウ中 の精 油量 と酵 素 活性 の相 関 性

サ ンシ ョウ中の精 油 と、 パ ン ク レアチ ンの たん 白消化 作 用へ の影響 お よび
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in  Zanthoxylum Fruit and Proteolytic Activity of Trypsin and Chymotrypsin 

 rp: correlation coefficient.  0,1simulance HANCE;  A,  Z. DC; 

 41,Zschinifolium sieb. et Zucc.

di) •••-• 

4-) 

 0 
0 

 0 5 
50 

0 

0 

C4

0 1.25 2.5 
Volatile oil content(ml/30 g) 

      Fig. 22

(1/ 

4) 

 co  e 
O 0 

  0, 

  uo 
 (1) 

ai-1-1ro
(1) 
)4 • 

 0 • 
 of  0 

 (1) 
4-1 co 

as 0 
0 0  O  

of 
 I  4i 

C.) al 
I .4 
•0 -ri 

0

0.6

0.3

 y=0.241x+0.076 
rP=0.939

0 1.25 2.5 
Volatile oil  content(m1/30 g) 

        Fig. 23

Fig. 22. Relationship between Volatile Oil Content of  Zanthoxylum Fruit 

and Proteolytic Activity of Pancreatin 
  Enzyme activity was determined by  Casein  -Folin method.  rp: correlation 

coefficient.  0,Isimulance  HANCE;  A,Lpiperitum DC;  41,Ischinifolium 

sieb. et Zucc. 

Fig. 23. Relationship between Volatile Oil Content of Zanthoxylum Fruit 

and Proteolytic Activity of Pancreatin . 
  Enzyme activity was determined by  Casein  -Folin method.  rp: correlation 

coefficient.  0,Isimulance  HANCE;  A,Lpiperitum DC;  II,Ischinifolium 
sieb. et Zucc. 
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Table 16. Effects of Parts of  Zanthoxylum Fruit (Sample XV) on  Prot  - 
eolytic Activity of Pancreatin, and Folin-Ciocalteau Reagent-Positive 
Substances in Each Part 

Part of  plants)  Activity') Folin-Ciocalteau reagent-positive 
                               substances  (0.D. at 660  nm) 

 Control°  100.0d) 
Pericarps 25.1 0.606 
Seeds 100.3 0.133 
Peduncles and twigs 27.9 0.503 

a) Five mg of a sample were added per tube. 
b) Determined by  Casein  -Folin method. 

  Each value represents the relative remaining activity. 
c) No crude drug added. 
d) Each value represents the average of 3 samples.

試料 中の フ ォ リン反応 陽 性物 質 の量 との間 に相 関性 が認 め られ るか どうか を

検 討 した(Fig.22、Fig.23)。Fig.22に 示 す よ うに、精 油含 量 の多 い試 料 で

は酵 素 活性 を強 く低 下 させ、精 油 の 少 な い試 料 では活性 に与 える影響 も小 さ

く(相 関係 数 一〇.854)、 また 、Fig.23に 示 す よ うに、精油 の多 い試 料 で は

水溶 性 の フ ォ リン反応 陽 性物 質 も多 く存 在 して いた(相 関係数0.939)。 さ

らに 、種 子 の混入 が著 しい試 料(IV、XVII、XIX)で は本物 質 の量 も少 な

く、精 油含 量 も わず か で、 した が って活 性 に与 え る影響 も わず か であ った 。

6精 油成 分 の ガス ク ロマ トグ ラ フ ィー

Table16で 、精 油 成 分 の最 も多 い果皮 で活性 の低下 が強 く、 また、Fig.22

に示 す よ うに、試料 中の精油 含 量 と残 存酵 素 活性 値 との 間 に相 関性 が認 め ら

れ た こ とか ら、サ ンシ ョウ中 の精 油 のた ん 白消化 作 用 にお よぼす影 響 につ い

て検 討 した。 各試 料 か ら抽 出 した精 油 をパ ン ク レアチ ンに添 加 した が、 たん

自消 化 力 の低 下 はほ とん ど認 め られ なか った 。 したが って、精 油 自体 が活 性

を阻害 す る物 質 で はな いが 、精 油含 量 と活性 低 下 作用 との間 に何 らか の関連

性 が あ る こ とが考 え られた。 また、 山椒 と花 椒 と を比較 す る と、同 じ精 油含

量 で あ って も花椒 の方 が若干 活性 低 下作 用 が低 い(Fig.22)。
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Table 17. Chemical Constituents of Volatile Oil 
from Zanthoxylum simulance HANCE 

Peak No.in Fig.24 Compounds 

   1  a  -pinene 
   2 sabinene 

  3 myrcene 
     4 limonene,  1,8  -cineol 

   5  $-phallandrene 
   6 linalool 
   7 isopulegol 
    8  terpinene  -4  -ol 

   9  a  -terpineol 
   10  niveritone

従来 、 山椒 の精 油成 分 につ いて はSakaiら42)を は じめ、多 くの研 究報 告

が ある が、花 椒 は我 国 で の需 要 が新 しいた め、 その精油 成 分 に つ いての研 究

は安 田 らの報 告43)が あ るの みで あ る。 そ こで 、今 回収 集 したサ ンシ ョウ試

料 の うち、花 椒 に つ いて品質 評価 の一 環 と して 、ガス クロマ トグラ フ ィー に

よ る精 油成 分 の検 索 を安 田らの 方法 を用 いて 行 った(試 料1～IIIの ガ ス ク

ロマ トグ ラム をFig.24に 示 した 。)。 そ の結果 、外観 、性 状等 が ほぼ 同一 の

花椒 で あ って も、含 有成 分量 にかな りの差 が あ る ことが 明 らか にな った 。す

なわ ち1はlimonene、isopulegolを 、IIはsabinene、S-phellandreneを 、

またIIIはisopulego1を それ ぞれ 主成 分 と して いた。 その他 に、 α一pinene,

myrcene,linaloolな どが各試料 中 に含 まれ た いた 。 いず れ も 日本産 山椒 とは

異 な るパ ター ンを示 した が、 試料1は 安 田 らが述 べて いる 「花椒1級 品 」 と、

試料IIは 「花椒2級 品 」 と類似 の精 油成 分 を含 有 して いた 。試料1と 試 料II

は採 取 年度 が 異 な るが 、入手経 路 、 品質 等 が 同等 として 取 り扱 われ て いた も

ので ある 。試 料IIIの ガス クロマ トグラム は1、IIと 異 な るパ ター ンを示 し

た 。
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考 察

サ ンシ ョウ は品種 が豊 富で 、従 来 の国 内生 産 品 に加 え て輸 入 品も多 く市場

に流 通す る よ うにな った 。 また 、サ ンシ ョウ は消化酵 素剤 に配 合 され る こ と

が多 く、酵 素 活性 に お よぼす影 響 も考慮 す る必要 が あ るた め、酵 素活 性 へ の

影響 と各 種 サ ンシ ョウの 品質 につ いて検 討 した 。

Fig.20、Fig.21で 、パ ンク レアチ ンお よび トリプシ ン、 α一 キモ トリプ シ

ンを用 い て、各 種 サ ンシ ョウ中 のフ ォ リン反亦 陽 性物 質 の量 と残 存 プ ロテ ア

ーゼ活 性 値 との相 関性 を調 べ た と ころ
、 山椒 と花 椒 に分別 した場合 顕 著 な相

関が認 め られ た。

サ ンシ ョウの構成 成 分 の うち、 たん 白消 化酵 素 を最 も強 く阻害 した のは果

皮 で あ った(Table16)、 果皮 には精 油成 分 が多 い。精 油 自体 が 阻害 の原 因

物 質 で はな いが、Fig.22、Fig.23で サ ンシ ョウ中の精 油含 量 とた ん 白消 化酵

素 の残 存 活性 お よび フ ォ リン反応 陽 性物 質 含量 との間 に比 較 的高 い相 関関係

が得 られ た こ とか ら、精 油 とこれ ら2者 の間 に は何 らか の関連 性 が あ る こ と

が推 察 され た 。 さ らに、 フ ォ リン反 応 陽性物 質 の測定 法 と酵素 活性 阻 害 の測

定 法 な ど を多角 的 に組 み合 わせ て 、将来 、サ ンシ ョウの 品種 の分類 、新 鮮度

な どの判 定 の 目安 と して応 用 で きる もの と考 え られ る。

各種 サ ン シ ョウ試 料 中 の精 油成 分 のガ ス クロ マ トグラ フ ィー に よる検 討(

Fig.24)か ら、花椒 と山椒 とで はそ の成 分 に顕 著 な差 が認 め られ た こ とか ら、

両種 の生 薬 は品質 的 に異 なる もの で ある と思 わ れた 。安 田 らは 、花椒 の種類

がガ ス ク ロマ トグラ ムの パ ター ンか ら2種 類 に分 類 され た と報 告 して いるが

43)
、本 節 で の検 討 で はさ らに多種 に分類 され る こ とが推 察 され た 。 また 、

日本産 の 山椒 中 にも 中国産 山椒 と同様 の形 状 、成 分 を示 す もの が認 め られ た

ことか ら、 今後 、 花椒 の 取 り扱 いは も とよ り、客 観 的な 晶質評 価 法 も早 急 に

確立 され る必要 が あ る。
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第3節 ダ イ オ ウ に つ い て

ダ イオ ウRhubarbは 、主 と して緩 下 を 目的 に、漢 方 方剤 に、 また瀉 下剤 原

料 と して用 い られ る。 さ らに 、便秘 症 の緩 下効 果 を兼 ね て、 他 の生薬 と とも

に胃腸薬 に配合 され る こ とも あ る。

ダ イオ ウは、多 くを 中国か らあ輸 入 に依存 して いるが 、 中国産 の薬 用 ダイ

オ ウ はそ の産 地 、性 状 か ら、一 般 に錦 紋 系 と雅黄 系 の2系 統 に大 別 され る 。

前節 まで に、 ケ イ ヒお よびサ ンシ ョ ウの酵素 活性 にお よぼす 影響 を調 べ 、 そ

れ らの 品 質 に よって プ ロテア ーゼ活 性 に与 え る影 響 に差異 が認 め られ た 。 そ

こで、 今 回、 ダイオ ウの市場 品 で あ り、 また品 質 を異 にす る錦紋 系、 雅 黄系 、

さ らに 日本 国 内 で栽培 されて い る北 海 大 黄(北 海 道 で栽培 ・生産 され る ダイ

オ ウ44)。)の 各 試料 を用 いて、酵 素 のた ん 白消化作 用 だ けでな く、で んぷ

ん消 化作 用 、 脂肪 消化 作 用、せ ん い素 消 化作 用 に およぼ す影 響 と、試 料 中 に

存在 す る フ ォ リ ン反応 陽性物 質 との 間 の相 関 関係 の有無 に つ いても詳 細 に検

討 した 。

材 料 お よ び方 法

実 験 材 料

ダ ィオ ウ:供 試 した試 料 は錦 紋 大 黄11、 雅黄10、 北海 大黄13の 計34試 料 で、

その晶 質 、産 地 、部 位等 はTable18に 示 した とお りで あ る。各試 料 はす べ て

粉 末 に した の ち、300ｵmの 篩 を通 して粒 度 を均一 に した。

酵素:胃 腸 薬 に繁 用 され る ジアス ターゼ(大 麦 由来)、 ビオ ジアス タ ーゼ

2,000(Aspergillusoryza.e由 来)、 パ ンク レア チン(ウ シ膵臓 由来)、 お

よび α一 ア ミラ ーゼ(Sigma社 製 、Bacillus属 由来)、 α一ア ミラ ーゼ(

Sigma社 製 、 ブ タ膵臓 由来)、 β一 ア ミラーゼ(Sigma社 製 、大 麦 由来)、 ト

リプ シ ン(Sig皿a社 製 、 ウシ膵 臓 由来)、 α一 キモ トリプ シ ン(Sigma社 製 、

ウシ膵 臓 由来)を 用 いた 。
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Table18.EffectsofRubarbson

ActivitytestedStarchsaccharifyingStarch

Sample
.EnzymesourceDiastaseb1⊃Pancreatin;iiDiastaseb2)

PlaceoforiginpH5.07.0-"5.O

Controlの100100100

錦 紋 系

1糖 黄 .67.751.2100.O

II六 成 中 吉70.021.798.5

111六 成 片67.732.599.9

1V七 成 片66.844.1100.O

V八 成 中吉 甘 粛 ま た61.434.699.9

VI八 劇 ・吉 は 青 海 産65.233.898.9

VII九 成 申吉81.051.6100.O

VIII九 成 小 吉68.729.8100.O

IX小 小 吉76.35.295.O

X統 貨69.648.3100.O

XI水 根 ・72.228.8100.0

雅 黄 系

%II
%II、}一 等'4560:12630:li° °96:1、
%IV

%V

%VI}二 等 四 川 摩55.765.151.64.830.523.095.299.492.8

羃}・}三 等 広東産66.959.944.618.720.324.811;1
%X63.527.596.4

XXI軽 身56.316.498.9

北海大黄

羅1}欟85.162.357.6馨;11§1;1

辮 部 一57.157.363.060.835.328.232.525.11;;
XXIX根 茎部61.048.596。2

懃1}蠶)難.52.96°.358.670.073.125.428.937.532.145.694.393.797.599.998.O

a)EnzymeactivitiesweredeterminedbythemethodsdescribedintheExperimentalsection.

b)Theconcentrationofeachenzymesolutinwasasfollows:bl)0.1%,b2)0.05%,b3)0.2%,b4)

c}Fivemg/mlofcrudedrugwereaddedtotheenzymesolutionexceptcl)(1mg/ml)andc2)

d)Hocrudedrugadded.
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on Various Digestive Enzymes

Residual  enzyme activity(%) ')

dextrinizing Protein peptic Lipid peptic Cellulose saccharifying

 PancreatinM 
 7.  0

 Biodiastase" 
 3.0

 Pancreatin" 
   8.5

 Pancreat  inn)) 
 8.0

 Biodiastaseni 
     4.5

100 100 100 100 100

 32.4 

9.8 

 12.2 

35.8 

 16.2 

18.3 

42.1 

 20.4 
 3.6 

 60.0 
 32.8

 89.  7 

 93.  7 

 92.  5 

 94.9 

 90.  9 

 94.9 

 92.  1 

 94.9 

 89.  7 

 100.0 

 94.5

 37.1 

22.9 

21.7 

38.3 

32.8 

32.9 

43.8 

25.4 

15.9 

45.8 

31.3

 82.0 

51.3 
 57.8 

 84.6 

 82.1 

 73.2 

82.1 

 77.8 

 42.6 

 100.0 

 87.8

 73.6 

 70.0 
 70.9 

 84.5 
68.2 

 73.9 

 67.9 

 53.9 
 66.7 

 81.2 

 74.2

 10.7 

11.3 

 1.0 

16.3 

 3.9 
2.2 

 5.4 
 11.2 

 27.0 

 19.4

 99.6 
 89.  3 

 88.  1 

 90.3 

 100.0 
 95.6 

 89.3 
 87.4 

 100.0 

 87.  7

 21.7 
 25.8 

 13.8 

 30.4 

 20.  8 
 20.0 

 24.0 
 18.3 

 30.8 

 24.8

 84.2 

 75.0 

 65.6 

 88.0 

 74.5 

66.8 

78.1 
 71.7 

 70.5 

 66.4

 50.0 

 68.2 

 64.2 

77.9 

 52.4 

 60.9 

 79.7 

52.1 

 89.7 

 44.5

62.5 

36.8 

 39.2 

29.6 

 13.7 

18.8 

17.3 

44.9 
 19.1 

15.9 
23.5 

30.1 

 45.4

 94.6 

 93.1 

 95.5 

 100.  0 

 100.  0 

 99.  1 

 94.6 

 100.  0 

 100.  0 

 92.2 

 100.  0 

 92.1 

 93.  3

 52.1 

 36.5 

 41.  6 

 39.7 

 30.  2 

 38.6 

 38.9 

 43.5 

 37.0 

 37.2 

 33.2 

 36.3 

 53.8

 100.0 

 93.3 

 90.5 

 74.4 

81.3 

 79.4 

 84.4 

 87.5 

 74.7 

 78.0 

 100.0 

95.1 

 100.0

 100.0 

74.6 

 76.5 

77.3 

 76.0 

77.8 

72.6 

83.3 
77.3 

 71.2 

72.3 

61.2 

 78.7

 1.  07). 
(10  mg/m1).
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2酵 素 活 性 の測 定

各酵 素 の活性 測定 法 は、酵 素製 剤 の力 価検 定 法 として現在 一般 に用 い られ

てい る統 一 試験 法(胃 腸薬 製造 承 認基 準6}中 の消化力 試験 法7))を 準 用 した 。

消化 力試 験 は、 でん ぷん糖 化 力 、 でんぷ ん糊 精 化力 、た ん 白消 化力 、脂肪 消

化力 、 せ ん い素糖 化力 につ いて行 った 。各酵 素溶 液 の濃度 は、活 性値 の増 加

が酵 素濃 度 に比例 す る範 囲内 と した 。 ダ イオ ウ試料 は 、水 で一定 濃 度 に溶 か

し、酵 素 溶 液 に作 用 させ た。 な お、 反応 液 のpHは 各 酵 素 の至適pH付 近 で

行 った 。す な わ ち、 ジアス ターゼ 、 ビオ ジァス ターゼ 、 タカ ジァ ス ターゼ 、

β一ア ミラ ーゼ ので んぷ ん消 化力 はpH5.0、 パ ンク レアチ ン、 α一ア ミラ

ーゼ の でん ぷ ん消 化力 はpH7 .0、 ビオ ジアス ターゼ 、 タカ ジア ス ターゼ の

たん 白消 化 力 はpH3.0、 パ ンク レア チ ンのた ん 白消 化 力 はpH8.5、 トリ

プシ ン、 α一キ モ トリプ シンの たん 白消 化力 はpH7.5、 パ ンク レアチ ンの

脂肪 消化 力 はpH8.0、 ビオ ジ アス ターゼ のせ ん い素 糖 化力 はpH4.5で そ

れ ぞれ検 討 した 。

結 果

1ダ イオ ウの各種 消 化酵素 に およ ぼす影 響

各種 ダ イ オ ウの消化 酵 素 によ る でんぷ ん 消化 力(糖 化 力 と糊精 化 力)、 た

ん 自消化 力 、 脂肪 消化 力 、せ ん い素糖 化 力 に お よぼす影 響 を検 討 した 。結 果

をTable18に 示 した 。酵 素 は、 胃腸薬 に配合 され る こ とが多 い ジアス ターゼ 、

ビオ ジア ス タ ーゼ および パ ン ク レアチ ンを用 いた 。で んぷ ん糖 化力 は、 ジァ

スタ ーゼ 、パ ン ク レア チ ンとも活 性低 下 が認 め られ た が、 そ の低下 はパ ンク

レアチ ンの 方が顕 著 で 、 コン トロ ール に比 べ て5～52%に 低 下 した。 でんぷ

ん糊精 化 力 は、 ジアス タ ーゼ の場 合 ほ とん ど影 響 を受 けな いが 、 パ ン ク レア

チ ンでは で んぷ ん糖 化力 と同様 、1～63%に 低 下 した 。 また 、た ん 白消 化力

は、 ビオ ジアス ターゼ の場合 ほ とん ど影 響 を受 けな いが、 パ ンク レア チ ンで

は活 性低 下 が著 しく、14～54%に 低 下 した。 また 、パ ンク レアチ ンの脂肪 消

・.



Table 19. Effects of Rhubarbs on  or-Amylase and Proteases

Residual enzyme  activity(%)")

     Activity 

 Sample')

tested Starch dextrinizing Protein peptic

 a-Amylase')") 
5.0 7.0

 Trypsind2) 
 7.5

 a  -Chymotrypsin") 
 7.5

 Control') 100 100 100 100

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

IX 

X 

XI

19.7 

 5.7 
11.1 
23.7 
20.8 
15.1 
37.6 
16.1 

0.0 
37.7 
17.2

 34.7 
15.8 
23.3 
 50.0 
 40.7 
31.2 
 63.9 
 36.1 
2.2 

54.2 
 29.7

59.1 
29.0 
49.2 
92.8 
 58.7 
68.4 
77.2 
68.3 
33.6 
82.5 
75.4

86.4 
47.5 
60.4 
95.4 
72.8 
66.2 
 92.5 
60.0 
15.4 
88.8 
72.7

XII 
XIII 
XIV 
XV 
XVI 
XVII 
XVIII 
XIX 
XX 
XXI

5.4 
5.7 
3.8 

12.2 
2.9 
0.7 
8.8 
2.2 

24.4 
 5.7

18.8 
19.3 
10.4 
35.6 
7.4 

13.4 
16.9 
11.4 
31.6 
23.8

64.5 
72.0 
54.2 
68.4 
41.2 
60.7 
58.6 
 74.1 
70.0 
61.3

40.7 
54.5 
34.6 
53.8 
32.7 
45.3 
39.6 
 48.3 
68.3 
51.4

XXII 
XXIII 
XXIV 
XXV 
XXVI 
XXVII 
XXVIII 
XXIX 
XXX 
XXXI 
XXXII 
XXXIII 
XXXIV

44.1 
15.7 

22.5 
12.8 
11.8 
14.1 
16.0 
33.5 
12.8 
9.6 

14.7 

15.4 
22.2

 70.4 
 25.6 

39.6 
25.6 
24.4 
23.6 
25.2 
50.0 
22.8 
20.4 
 27.2 

35.1 
64.3

94.8 
74.1 
 89.1 
82.2 
70.5 
81.5 
 88.1 
92.2 
84.8 
 89.5 
79.0 

92.4 
94.1

90.8 
88.7 
85.4 
77.0 
67.0 
72.6 
75.3 
87.2 
75.1 
74.7 
71.0 

79.9 
91.5

a) Enzyme activities were determined by the methods described in the Experimental 
section. 
b) Five  mg/ml of crude drug were added to the enzyme solution. 
c) from Bacillus species. 
d) The concentration of each enzyme solutin was as follows:  d1)0.01%,  d2)0.002%. 
e) No crude drug added.
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化力 、 ビオ ジア ス ターゼ のせん い素 糖 化力 もそれ ぞれ若 干 の活 性低 下 が認 め

られた 。 なお 、パ ンク レアチ ンの 各作 用 に お よぼす ダ イオ ウの影 響 を検 討 し

た 結果 、 同一 条件 で は でんぷ ん糖 化力 が最 も強 く阻害 された 。

2ア ミラ ーゼ およ び プ囗テ ア ーゼ への影 響

各種 消 化酵 素活 性 が 、 ダイオ ウの存 在 によ り減 弱す る こ とか ら、 単一 酵 素

として ア ミラ ーゼ お よび プ ロテ ア ーゼ を選 び 、 ダイオ ウの影 響 につ いて検 討

した 。結 果 をTable19に 示 した 。反応pHは 、各酵 素 の至適pH付 近 と して

行 ったが 、Bacillus属 由来 の α一 ア ミラ ーゼ は 、同濃度 にお いてpH5.0とpH

7.0で の活性 がほ ぼ等 しい ことか ら、 両pHに お けるア ミラ ーゼ活 性 へ の影

響 を検 討 した 。 α一 ア ミラーゼ の活 性 は 、反応 液 のpHが7.0よ りも5.0の 方

が強 い阻 害 を受 け、pH5.0で は活性 が0～44%に 低下 した 。 またpH5.0で 著

しい活性 低 下 を示 した 試料 ほ ど、pH7.0に お いても強 い活性 低 下 が認 め られ

た。 一 方 、 プロテ ア ーゼ に対 して は α一ア ミラーゼ ほ ど顕 著 な活性 低 下 は認

め られ な か ったが 、 トリプ シ ンで29～95%、 α一 キモ トリプ シ ンで15～95%

に低 下 した。

各 酵素 に対 して、 中程度 の 阻害活 性 を示 した ダイオ ウ試 料IIを 用 いて 、詳

細 な検 討 を行 った(Fig.25～27)。 な お、各 酵 素溶液 の濃度 は、 でん ぷ ん糖

化力 は ジ ア ス ターゼ0.15%、 でん ぷ ん糊精 化 力 は ジァス ターゼ0.1%、 たん

白消 化力 はパ ン ク レア チ ン0.05%を 基 準 と して、 ほぼ 同程 度 の比活性 とな る

よ うに各酵 素 溶液 を調 製 した 。Fig.25で 、 で んぷ ん糖 化 力 に お よぼす 影響 を

検 討 した 結果 、 微生物 由来 の ビオ ジア ス ターゼ 、 タカ ジ アス タ ーゼ等 は、 ダ

イオ ウ10mg/mlに よ っても ほ とん ど活 性 低 下 は み られ なか った。 しか し、精

製 ア ミラー ゼ で はいず れも強 い活 性 阻害 が認 め られ、 と くに ブ タ膵臓 由来 の

α一 ア ミラ ーゼ で最 も顕 著 であ った 。Fig.26で 、でん ぷん糊 精 化 力 に お よぼ

す 影響 を検 討 した結 果 、 ジアス ターゼ 、 ビオ ジァス ターゼ 、 タ カ ジア ス ター

ゼ は影 響 を受 け に くいが 、パ ンク レアチ ンお よび α一ア ミラーゼ で活 性 低下

が著 しく、 ブ タ膵臓 由来 の α一ア ミラーゼ で は 、 ダイオ ウ1mg/皿1に よ って

完全 に失 活 した。 さ らに、Fig.27で 、 た ん 白消化 力 にお よぼ す影 響 を検 討 し
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た結 果 、 タカ ジ アス タ ーゼは活性 低 下 が わず か で ある のに比 べ て、 や は り、

パ ン ク レアチ ンで は阻 害効果 が大 き く、 ダ イオ ウ10mg/mlに よっ て約20%に

低 下 した。精 製 プ ロテ アーゼ もパ ンク レア チ ン と同様 の傾 向 を示 したが 、 活

性低 下 は α一 キモ トリプ シ ンよ りも トリプ シ ンでやや 大 とな った 。

訥

0 5 10 -         0 5 10 

    Rhubarb added  (mg/ml)                                            Rhubarb added  (mg/ml) 

   Fig. 25 Fig. 26

Fig. 25. Effects of Rhubarb on Saccharification by Various Enzymes 
    Starch saccharifying activities of crude digestive enzymes and 

 amylases were assayed in the presence of varying concentration of 
 rhubarb(sample II) solution according to the method described in the 

Experimental section.  O,diastase;  •,biodiastase; A,takadiastase; 
 ^,pancreatin;  0,a  -amylase from Bacillus  species;11,a  -amylase from 

porcine  pancreas;)<,0  -amylase from barley. 

Fig. 26. Effects of Rhubarb on Dextrinization by Various Enzymes 
    Starch dextrinizing activities of crude digestive enzymes and 

 amylases were assayed in the presence of varying concentration of 
 rhubarb(sample II) solution according to the method described in the 

Experimental section.  O,diastase;  •,biodiastase; A,takadiastase; 
 ^,pancreatin;  C],a  -amylase from Bacillus  species;11,a  -amylase from 

porcine  pancreas;><,13  -amylase from barley. 
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Fig. 27. Effects of Rhubarb on Proteolysis by Various Enzymes 
  Proteolytic activities of crude digestive enzymes and proteases were 

assayed in the presence of varying concentration of rhubarb (sample II) 
solution according to the method described in the Experimental section. 

 0.05M Lactate buffer, pH 3.0(for biodiastase and takadiastase),  0.05M 
phosphate buffer, pH 8.5 (for pancreatin) and  0.05M phosphate buffer, 
pH 7.5(for trypsin and  a  -chymotrypsin) were used.  •,biodiastase; A, 

 taka-diastase;  AL, pancreatin;  [1, trypsin;  II,a  -chymotrypsin.

3酵 素 活 性 への影 響 とフォ リン反 応 陽性 物 質 との相 関性 の検 討

ダイ オ ウ試料 中 には多量 の フ ォ リ ン反応 陽性物 質 が認 め られ 、本物 質 の含

量 によ り各 酵 素 の活性 値 が変動 す る ことが考 え られ た。 そ こで 、各 試料 中の

フオ リ ン反 応 陽性物 質 の量 を測 定 し(Table20)、 各 酵 素 の残 存 活性 値(

Table18、19)と の 間 の相 関性 を検 討 した(Fig.28～30)。 そ の結 果 、全 体

にフ ォ リ ン反応 陽性 物 質 が多 い試料 ほ ど、活 性 を強 く低 下 させ る こ とが認 め

られ た 。 また 、一般 に本物 質 は錦紋 系 ダイ オ ウで比較 的 少な く、雅 黄系 ダ イ

オ ウで多 い こ とが 確認 された(660nmで の吸 光度 の平 均値 は、錦 紋 大黄 が

0.309、 雅 黄 が0.655。)。 そ こで 、試 料 を錦紋 系 と雅黄 系 、 さ らに北海 大

黄 とに分 別 し、各 々につ いて フ ォ リ ン反応 陽 性物 質含 量 と活性 値 との相 関 性

につ いて検 討 した 。
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Table 20. Absorbance at 660 nm of Various Rhubarb Samples by the 
Folin-Ciocalteau Reagent 

Sample a) A660"Samplea)  A660b) 

I  0.285 XVIII  0.654 
II  0.332 XIX  0.709 
III  0.308 XX  0.434 
IV  0.382 XXI  0.724 
V  0.444 
VI  0.303 XXII  0.225 
VII 0.222 XXIII  0.435 
VIII  0.318 XXIV 0.311 
IX  0.327 XXV 0.450 
X 0.201 XXVI  0.  560 
XI  0.281  XXVII  0.387 

                    XXVIII 0.481 
XII  0.567 XXIX  0.255 

 XIII 0.629 XXX  0.489 
XIV  0.930 XXXI  0.  489 
XV  0.485  XXXII  0.450 
XVI  0.672  XXXI  II 0.517 
XVII  0.744 XXXIV 0.210 

a) Three  mg of crude drug were added to 22  ml of water, shaken 
well for 10  min, and filtered. The filtrate was used for the 
color reaction with Folin-Ciocalteau reagent. 
b) Absorbance at 660 nm was determined by the method described 
in the Experimental section.

Fig.28で 、 消 化 酵 素 の 各 作 用 に つ い て検 討 した 。 そ の う ち 、 た と え ば パ ン

ク レ ア チ ン の た ん 白消 化 作 用 で は 、 両 者 の 間 の 相 関 係 数 は 、 ① 全 試 料 に つ い

て は 一 〇.670で あ る が 、 ② 錦 紋 大 黄(1～XI)で は 一 〇.412(フ ォ リ ン反

応 陽 性 物 質 含 量 を示 す660nmで の 吸 光 度 をx軸 、残 存 活 性 をy軸 とす る と、

回 帰 直線y=-57.7x+49.5)、 ③ 雅 黄(XII～XXI)で は 一 〇.886(y=

-33
.2x+4生8)、 ④ 北 海 大 黄(XXII～XXXIV)で は 、-0.889(y=-

51.7x+60.8)と な っ た 。 錦 紋 系 に つ い て の相 関 は低 い が 、 ⑤IVお よ びV

を 除 い た 場 合 の 係 数 は 一 〇.911(y三 一202x+88.7)と な り、 高 い 負 の相 関

が 得 られ た 。 な お 、 ⑥ これ ら2試 料 を 雅 黄 系 に加 え た 場 合 一 〇.921(y=
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Fig. 28. Relationship between Various Didestive Enzyme Activities 
and Folin-Ciocalteau Reagent-Positive Substances in Rhubarb 

   Enzyme activity was determined by the methods described in 
Experimental section.  (),Kinmon daiwo;  A,Gawo;  WHokkai daiwo.
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Fig. 29. Relationship between  Amylase Activity and Folin -Ciocalteau 
 -Reagent-Positive Substances in Rhubarb 

    Starch dextrinizing activity of  a-amylase(from Bacillus species) 
was determined by the method described in Experimental section . pH 
of reaction mixture was adjusted at pH  5.0(0.1N sodium acetate buffer 
was  used.), or 7.0 (0.1N phosphate buffer was  used .).  ()

,Kinmon  daiwo;A,Gawo; daiwo.

Fig. 30. Relationship between Protease Activity and Folin-Ciocalteau 
Reagent-Positive Substances in Rhubarb 

  Proteolytic activities of trypsin and  a-chymotrypsin were  determined 
by the method described in  Experimental section. 

 (),Kinmon daiwo;  A,Gawo;  WHokkai daiwo.
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一40 .1x+49.8)と な り、 ③ と比 較 し て あ ま り差 が な い。 こ の傾 向 は 他 の 酵

素 に つ い て も ほ ぼ 同様 に 認 め られ 、 パ ン ク レ ア チ ンの で ん ぷ ん 糖 化 作 用 に つ

いて も 、 ① 一 〇.705、 ② 一 〇.360(y=-74.6x+57.8)、 ③ 一 〇.866(y=

-48 .1x+53.8)●-0.884(y=-67.Ox+63.7)Q-0.762(y=-

250x+105)、 ⑥ 一 〇.909(y=-56.7x+66.0)と な り、 ② よ り も ⑤ が 相

関性 が 大 で 、 ま た ③ と⑥ が 同 程 度 で あ っ た 。 こ の こ とは 、 ア ミ ラ ー ゼ お よ び

プ ロ テ ア ー ゼ に つ い て も 同様 で(Fig.29、30)、 と く にBacillus属 由 来 の α

一 ア ミ ラ ー ゼ(pH5
.0で 測 定)で は 、 ⑤ が 一 〇.953(y=-265x+93.7)で 、

極 め て 高 い相 関 が 得 られ た 。 と こ ろ で 、 雅 黄 と北 海 大 黄 と で は 回 帰 直 線 に 大

き な 違 い は 認 め られ な か った が 、 フ ォ リ ン 反 応 陽 性 物 質 含 量 は0.5付 近 を 境

と して 雅 黄 で 多 く、 北 海 大 黄 で 少 な い こ と が 判 明 した 。

Table21.EffectsofSomeComponentsofRhubarbsonProteolytic

ActivityofPancreatin

Compounds)Residualenzy皿eactivity(%)

Controlb)100

SennosideA97.3

SennosideB86.O

Rhein99.O

a)0.02mg/mlofeachcompoundgasaddedtotheenzymesolution.

b)Nocompoundwasadded.

4ダ イ オ ウ 中 の 主 成 分 と 酵 素 活 性 と の 関 係

ダ イ オ ウ に よ る 酵 素 活 性 へ の 影 響 が 、 試 料 中 の フ ォ リ ン反 応 陽 性 物 質 と の

間 に 密 接 な 関 係 が あ る こ とが 認 め ら れ た こ と か ら、 阻 害 の本 体 が フ ォ リ ン試

薬 に 反 応 す る も の で あ る 可 能 性 が 考 え られ た 。 ダ イオ ウ成 分 中 の 瀉 下 成 分 で

あ るsennoside類 、 そ の 他 に よ る 活 性 へ の 影 響 をも 考 え 、sennosideA、

sennosideB、 お よ びrheinを 用 い て パ ン ク レ ア チ ン の た ん 白 消 化 作 用 に お

よ ぼ す 影 響 を検 討 した(Table21)。 そ の 結 果 、 これ ら化 合 物 に よ る 活 性 低

下 は わ ず か で あ り、 また 成 分 含 量 と酵 素 活 性 値 と の 間 の 相 関 性 も 認 め ら れ な
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か った こ とか ら、 これ らの成 分 は ダ イオ ウ中の阻 害物 質 とは関連 がな い こと

が確認 され た。

考 察

ダ イオ ウは、 ゲ ンチ アナ、 カ ンゾ ウ、ケ イ ヒ、 オ ウバ ク等 の健 胃生 薬 に比

べ て、 消化 酵 素 に配合 された処 方 は 少 な く、現 在 、市 販 胃腸 薬 中の7%に 配

合 され て い る1)。 しか し、 ダイオ ウは緩 下薬 と して単 用 す る機 会も多 く、生

体 酵 素 に与 え る影 響 を考慮 す る必要 が あ る ことか ら、種 々の酵素 活性 にお よ

ぼす影 響 につ い て検 討 した。

今 回 の検 討 で、 ダイオ ウは一 部 の酵 素 の作 用 を除 いて 、 でんぷ ん 、た ん 白、

脂肪 、せ ん い素 の各 消 化酵素 活性 に対 して阻 害 が認 め られた(Table18)。

とくに、 で んぷ ん 消化作 用 は ビオ ジ アス ターゼ 、 タカ ジアス ターゼな どの粗

製酵 素 剤 以 外 は、 わず かな ダ イオ ウ の存在 で活性 が低 下 した(Fig.25、26)。

村 田 らは、 ケ イ ヒに よ る種 々 のア ミラ ーゼ 活 性 阻害作 用 につ いて、So皿ogyi-

Nelson法 を用 い、 同一一pHに お いて検 討 し、や は り、 活性 の低 下 は ジアス タ

ーゼ で大 き くビオ ジアス ターゼ で小 さ い こ とを報 告 して い る45)
。 一 方 、

本節 で は、 ダイオ ウによ るでん ぷん 消 化酵 素 の抑 制効果 が、 同一酵 素 に対 し

ても糖 化 力 と糊 精化 力 とい う測 定方 法 の相 違 、 さ らには反応pHの 差 に よ っ

ても異 な る こと を明 らか に した 。 と こ ろで 、 ダイオ ウが ア ミラ ーゼ 、プ ロテ

アーゼ 等 の精 製 酵素 の活性 も顕著 に抑制 した こ とか ら(Table19、Fig.25～

27)、 消 化 酵素 に配 合 した場 合 の 、酵 素 に お よぼす影 響 だ けでな く、投与 し

た際 、種 々の生 体酵 素 に与 え る影響 につ いても検 討す る必 要 が ある と思 われ

た。

Fig.28～30で 、 ダイオ ウ中 の フ ォ リ ン反応 陽性 物質 の量 と残 存酵 素 活性 値

との相 関 を詳細 に検 討 したが 、試料 を品種 ごとに分別 した場 合 、 この相 関 は

雅黄 と北 海 大黄 で と くに顕著 で、錦 紋 につ いても2試 料(IV、V)を 除 けば

極 めて高 い相 関係 数 が得 られ た 。 この錦 紋大 黄 の2試 料 を雅 黄 に含 めて 同様
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に検 討 して も、雅 黄 の み につ いて の相 関係数 お よび 回帰 直線 に はほ とん ど変

化 が み られず 、 したが って 、 この2試 料 は雅 黄 に近似 のも の であ る こ とが示

唆 され た 。 また 、各 試料 中の フ ォ リン反応 陽性 物 質含 量 の 差 か ら、雅 黄 と北

海 大黄 の 分類 が 可能 とな るこ とが示 唆 され た 。な お、上 記 の相 関 が比 較 的顕

著 に確 認 された酵 素 作 用 はパ ン ク レアチ ンの で んぷん糖 化 作 用 と糊 精 化 作 用

お よび た ん 白消 化作 用 で あっ た。

第4節 ケ イ ヒ 中 の 酵 素 阻 害 物 質 の 諸

J,」生 質

3節 まで で、 ケ イ ヒ、 サ ンシ ョウ、 ダ イオ ウ等 に存 在 す る フ ォ リン反応 陽

性物 質 が酵 素 阻害 と関連 があ る こ とが示 唆 され た 。そ こで、 これ らの酵 素 活

性 を強 く抑 制 した生薬 の うち 、極 め て重 要 で最 も需要 が 多 く、 また食 品 中 に

も添 加 され る こ とが多 いケ イ ヒにつ いて、酵 素 阻害物 質 の性 質 の究 明 お よび

検索 を行 った 。

植 物 中 の酵 素活 性 阻害 因子 と して は、 タ ンニ ンやた ん 白性 の酵素 阻 害物 質

な どが考 え られ る。 ケ イ ヒ中の酵 素 阻害 物 質 につ いて は、 フ ォ リン反 応 陽性

物 質 との 関連性 か らタ ンニ ン様 の物 質 で あ る こ とが推察 された が 、 そ の本態

につ いて 、 さ らに詳 細 に検討 を行 った 。

材 料 お よび方 法

1実 験 材料

ケ イ ヒ:試 料 は、第3章 第1節 に お いて、 た ん 白消 化活 性 を最 も 強 く抑制

した桂 衣 砕 を用 いた 。な お、本 試料 は粉末 に した のち、300μmの 篩 を通 し、

粒 度 を均 一 に した 。

酵素:パ ンク レアチ ン(ウ シ膵臓 由来)、 トリプシ ン(Sigma社 製 、2回

再 結 晶、 ウ シ膵臓 、12,000BAEEunits/㎎)、 α一キモ トリプ シ ン(Sigma
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社 製 、 ウ シ膵 臓 、3回 再 結 晶、46units/mg)、 カルポ キシペ プ チ ダーゼA(

Sigma社 製 、2回 再 結 晶 、46units/mg)サ ブチ リシ ンBPN'(Sigma社 製 、

再 結 晶、Bacillusamyloliquefaciencellunits/㎎)、 パ パ イ ン、 プ ロメ

ラ イ ン、 ペ プ シ ン(い ず れ も片 山化 学 製)を 用 いた 。

2酵 素活 性 の測 定

パ ンク レア チ ンの酵 素 活性 の測定 は、第1章 第1節 の とお り行 った。

また、 パ ンク レアチ ン以外 のプ ロ テ アーゼ の活 性測 定 に は、パ ンク レ アチ

ン溶 液 のか わ りに種 々のプ ロテ アーゼ をパ ン ク レアチ ン0.05%濃 度 での 活性

とほ ぼ 同程 度 にな る よ うに酵 素溶 液 を調製 した 。な お、 カゼ イ ン溶 液 のpH

は トリプ シ ン、 α一 キモ トリプ シ ン、サ ブチ リシ ン、パパ イ ン、 カル ポ キシ

ペ プ チ ダ ーゼAに 対 して は7.5、 ブ ロ メライ ンに は4 .5、 ペ プ シ ンに は1.2

に調 整 して用 いた。

3抽 出 お よび透 析

ケ イ ヒ1gを と り、25%エ タ ノール溶 液50m1を 加 えて水 浴上 で2時 間還 流

した 。エ タ ノール を蒸発 させ 、 水 を加 え て50m1(ケ イ ヒ末20mg/mlの 抽 出液

に相 当す る)と し、透 析 チ ュ ーブ(内 径28.6mmの ビス キ ングセ ル ロ ース チ ュ

ーブ)に 入 れ
、1,000皿1の 蒸 留 水 に対 して5℃ で24時 間透 析 した 。外液 は褐

色の着 色物 質が透 析 チ ュ ーブか ら溶 出 しな くな る まで数 回 と りか え、 外液 を

集 め て50m1に なる まで減 圧濃 縮 した 。内液 と濃 縮 した 外液 の各1m1を と り、

パ ンク レアチ ンの たん 白消化 活性 に お よぼ す影 響 を調 べ た。

4皮 粉処 理

タ ンニ ン物 質 を吸 着 除去 す る方法 と して、ALCA公 定 法46)に よる皮 粉処 理

を行 った 。 活性 化 した皮 粉(乾 燥 品4g相 当量)を4等 分 し、各 々 に前 記 の

透 析操 作 で得 られ た内液 、外 液 、未 透 析液(ケ イ ヒ末20mg/m1の 抽 出液 に相

当す る)お よび0.1%局 方 タ ンニ ン溶液(1㎎/ml)16m1を 加 え 、25℃ で10

分 間振 とう したの ち、皮 粉 と接 触15分 後 に濾過 し、濾液 各 々1m1を と りパ ン

クレア チ ンの たん 白消化 活性 にお よ ぼす影 響 を調 べた 。

5プ 囗ナ ーゼ処 理
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阻 害 物 質 に対 す る プ ロ ナ ー ゼ 処 理 の 影 響 を検 討 す る た め 、 長 時 間 プ ロ ナ ー

ゼ と接 触 さ せ 、 阻 害 活 性 の 変 化 を検 討 した 。 反 応 混 液 は 、0.1Mリ ン酸 抽 出

液(pH8.0)3.9ml(ケ イ ヒ末200㎎ に相 当 す る)と0.8%プ ロ ナ ー ゼ 溶 液

0.1ml(800ag)と し、37℃ で イ ン キ ュ ベ ー トした 。5時 間 毎 に35時 間 ま で

反 応 混 液 か ら0.1m1(ケ イ ヒ末5㎎ と プ ロ ナ ー ゼ20ｵg、 す な わ ち15チ ロ シ ン

単 位 に 相 当 す る)を と り、 パ ン ク レ ア チ ン の た ん 白消 化 力 の 変 化 を調 べ た 。

結 果

1ケ イ ヒ成 分 め パ ン ク レア チ ン た ん 白 消 化 活 性 に お よ ぼ す 影 響

ま ず 、 ケ イ ヒ試 料 を 日局 生 薬 試 験 法 中 の 精 油 定 量 法 を 用 い て 、 精 油 成 分 、

水 溶 性 成 分 お よ び 残 渣 と に分 離 し、 各 成 分 の 酵 素 活 性 に お よ ぼ す 影 響 を検 討

した 。 結 果 をTable22に 示 した 。 活 性 低 下 は 、 試 料 の 水 溶 性 部 分 に 最 も 強 く

認 め られ 、 残 渣 に も 若 干 認 め ら れ た が 、 精 油 成 分 に は 活 性 抑 制 作 用 は 認 め ら

れ な か っ た 。 さ ら に 、 ケ イ ヒ 中 の 主 成 分 で あ る ケ イ ヒ酸 、 ケ イ ヒ酸 メ チ ル 、

ケ イ ヒ ア ル デ ヒ ド、 ケ イ ヒ ア ル コ ー ル の4成 分 に つ い て 、 パ ン ク レ ア チ ン の

た ん 白消 化 活 性 に お よ ぼ す 影 響 を検 討 した(Table23)。 そ の 結 果 、0.1㎎/

Table22.EffectofEachFractionofCinnamonBarkonthe

ProteolyticActivityofPancreatin

Addeda)Residualenzymeactivity(%)b)

NoneC)100.O

Volatileoilfraction100.O

Water-solublefraction75.9

Residualfraction80.7

a)Eachfractioncorrespondingto5mgoforiginalcinnamon

barksa皿plewasaddedtotheenzymesolution.

b)EnzymeactivitywasdeterminedbytheCasein-Folinmethod.

Eachvaluerepresentstherelativeremainingactivity(%).

c)Nofractionwasadded.
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Table23.EffectofVariouscomponentsofCinnamonBarkonthe

ProteolyticActivityofPancreatin

、Compounds)Residualenzymeact・ivity(%)b)

Controlc).100.O

Cinnamicacid101.9

Methylcinnamate90.6

Cinnamaldehyde97.2

Cinnamylalcohol105.3

a)0.1mg/mlofeachcompoundwasaddedtotheenzymesolution.

b)EnzymeactivitygasdeterminedbytheCasein-Folinmethod.

Eachvaluerepresentstherelativeremainingactivity(%).

c)Nocompoundwasadded.

Table24.LocalizationofAntiproteolyticActivityofCinnamon

BarkafterDialysis

Addeda)Residualenzymeactivity(%)b)

NoneC) .100.0

25%Alcoholextract6.6

1nnersolution37.5

0utersolution67.6

a)Eachsolutioncorrespondingto20mgoforiginalcinnamon

barksamplewasaddedtotheenzymesolution.

b)EnzymeactivitywasdeterminedbytheCasein-Folinmethod.

Eachvaluerepresentstherelativeremainingactivity(%).

c)Nofractionwasadded.

tube(ケ イ ヒ5㎎ 中 に 最 高2%含 有 さ れ る と 仮 定 し た と き の 量)の 添 加 で も

活 性 低 下 は ほ と ん ど認 め ら れ ず 、 こ れ ら の 物 質 が 阻 害 物 質 と は 異 な る も の で

あ る こ と が 判 明 し た 。 「

2ケ イ ヒ 抽 出 液 の 透 析

実 験 方 法 で 記 し た 操 作 に し た が い 、 ケ イ ヒ の25%エ タ ノ ー ル 抽 出 液 を 透 析

し た 液 に つ い て 、 パ ン ク レ ア チ ン の た ん 白 消 化 活 性 に お よ ぼ す 影 響 を 検 討 し
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た(Table24)。 その結 果、透 析 内液 ・外液 の いずれ によ って も酵 素 活性 阻

害 が認 め られ 、 しか も 内液 の方 が強 く活 性 を阻 害 した。 同様 な透 析 条 件 で、

ケ イ ヒ中の抗 トリプ シ ン作用 をもつ物 質 が透 析膜 を完 全 に通 過 す る と い う古

沢 らの報 告47)と 異 な る結果 とな った 。 しか し、 ケイ ヒ中 の フ ォ リン反応 陽

性物 質 はか な り多 く透 析 膜 を通過 して お り、 ケ イ ヒ中 に存在 す るプ ロテ アー

ゼ阻害物 質 は単一 物 質 で はな い こ とが推 察 され た 。

さ らに、 ケ イ ヒ抽 出液 をスペ ク トラポ ール の透 析チ ュ ーブ を用 いて分 子量

1,000以 下 、1,000～2,000、2,000～3,500、3,500～8,000、8,000～10,000、

10,000以 上 に分 画 し酵 素活性 に対す る影響 を検 討 した ところ 、各 画分 に阻害

作用 が認 め られ た 。

3酸 ・アル カ リお よび熱 に対 する 安定 性 とプ ロナーゼ 処理

ケ イ ヒ試 料 中の 阻害物 質 が 、高分 子(分 子量1万 以上)の たん 白性 プ ロテ

ァーゼ イ ンヒ ビター であ る可能性 も考 え られ る ため、 そ の諸性 質 につ いて検

討 した 。 まず 、阻害 物 質 の熱 とpHに 対す る安 定性 を検 討 した 。結果 をFig.

31に 示 した 。 ケ イ ヒの0.1Mリ ン酸塩 抽 出液(pH8.0)をpH1～11に 調整 し、

100℃ で10時 間 まで還 流 を行 った結 果 、酸 性 、 とくにpH1.0で は阻害 活 性 が

著 しく低 下 し、不溶 性 の褐 色沈 殿物 を生 じたが 、pH5.0以 上 で は長 時 間 の加

熱 で も強 い阻害 を示 し、 アル カ リに対 して は極 め て安 定 で あ った 。

っ ぎに 、阻害 物 質 がた ん 白質 あ る いはペ プ チ ドの場 合 、通 常 プ ロナ ーゼ と

の接 触 に よ り、プ ロ テ アーゼ に対 す る阻 害 活性 が低下 す る ことか ら、プ ロナ

ーゼ処理 を行 った
。結 果 をFig.32に 示 した 。 リン酸抽 出液(pH8.o)に プ ロ

ナ ーゼ を37℃ で35時 間 まで作 用 させ たが 、 阻害 活性 の低 下 はほ とゆ ど認 め ら

れ な か った。 な お、 プ ロナー ゼ の添加 量 は 、一般 に植 物成 分 か ら抽 出 され る

た ん 白性 プ ロテ ア ーゼ イ ンヒ ビター の阻害 効 力 を数時 間 で失 活 させ るの に十

分 な量 で あ る。

4皮 粉 処 理 に よる検 討

前 章第1節 に お いて 、ケ イ ヒ中の フ ォ リン反応 陽性 物 質 と酵 素活 性 との間

に相 関 関係 が み られ た こ とか ら、阻害 物 質 が タ ンニ ン類 な どの フ ェ ノール 性

1
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   Inhibitor solution was heated at  100V for various time intervals 

at pH indicated. Then an aliquot corresponding to 10 mg/0.38 ml of 
original cinnamon solution was added to the 0.02 ml of trypsin solution 
(240 BAEE units) and protease activity was determined.
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Fig. 32. Pronase Digestion of Inhibitor 
  The reaction mixture consisted of 0.1 ml of extract(corresponding 

to 5 mg of original cinnamon bark) and 15  units. of pronase. 
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水酸基をもつ物質であることが考えられた。タンニンは皮粉に特異的に吸着

されるため、皮粉法を用いて阻害物質がタンニン関連物質であるかどうかを

検討した。結果をTable25に 示 した。25%エ タノール抽 出液(未 透析液)、

内液、外液について皮粉処理 を したのち、酵素活性への影響を調べた。外液

は処理後、褐色物質が完全に皮粉に吸着され、また活性阻害もほとんど認め

られなくなった。一方、内液には処理後も褐色物質が存在 し、阻害物質はほ

とんど皮粉に吸着されなかった。したがって、外液すなわち透析膜を通過 し

た褐色物質はタンニンである可能性が強くなったが、内液に含まれる阻害物

質は、タンニン以外の物質であることも考えられた。

Table 25. Effect of Hide Powder Treatment of Dialyzed Cinnamon Bark 
on the Proteolytic Activity of Pancreatin 

 Added Residual enzyme  activity(%)h) 

                 Without hide powder With hide powder 
               treatment treatment 

 Nonec) 100.0 100.0 

25% Alcohol extract 27.9 32.0 
Inner solution 44.8 46.4 

Outer solution 79.9 96.9 
Tannic acid° 92.0 91.5 

a) Each solution corresponding to 20 mg of original cinnamon bark 
sample was added to the enzyme solution. 
b) Enzyme activity was determined by the  Casein  -Folin method. 

  Each value represents the relative remaining activity(%). 
c) No fraction was added. 
d) One  mg of tannic acid was added to the enzyme solution.

5ケ イ ヒ中 の阻 害物 質 に対 す る阻害 様 式

ケ イ ヒ 中の阻 害物 質 がパ ンク レア チ ンのた ん 白消化 作用 に対 して どの よ う

な阻害 様 式 を示 す か を、 ケイ ヒ末 と透 析実 験 で得 た内液 ・外 液 を用 いて検 討

した(Fig.33、34)。 酵 素濃 度 とケ イ ヒ添 加 量 を一定 に して 、基 質 濃度 をか
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Fig. 33.  Lineweaver  -Burk Plots of Proteolytic Activity 

of Pancreatin in the Presence of Cinnamon Bark 
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Fig. 34.  Lineweaver  -Burk Plots of Proteolytic Activity of 
 Pancreatin in the Presence of Dialyzed Cinnamon Bark 

 •,control;  0,255/0 alcohol extract;  Ak,inner solution; 

 A,  outer solution.
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Table 26. Effect of Preincubation of Cinnamon Bark with Substrate on 

the Proteolytic Activity of Pancreatin

Residual enzyme  activity(%)a)

Sample Assay method Starch dextrinizing Protein peptic

 Control° 

With cinnamon

Standard  method 

Standard  method') 

Modified  methods)

 100.0 

11.9 

 69.8

100.0 

47.0 

84.0

a) Enzyme activities were determined by the method based on the 
approval standards for the manufacture and import of gastrointestinal 
crude drugs. 
b) Cinnamon bark from Kwangnan was used. 
c) No cinnamon bark added. 
d) Cinnamon bark was preincubated with pancreatin for 5  min at  40°C 
and then substrate was added. 
e) Cinnamon bark was preincubated with substrate for 5  min at  40°C 
and then  pancreatin was added.

Table 27. Effects of Cinnamon Bark on Various Proteases

Residual enzyme  activity(%)a)

 Sample') Protease 

 pH

 Trypsin 

 7.5

 a  -Chymotrypsin 

 7.5

Subtilisin 

 7.5

 Control° 

Cinnamon bark

100 

16

100 

22

100 

39

Residual enzyme  activity(%)a)

 Sample')  Protease 

 pH

Papain Bromelain Pepsin Carboxypeptidase A 

 7.5 4.5 1.5 7.5

 Control° 

Cinnamon bark

100 

56

100 

67

100 

98

100 

20

a) Enzyme activity was determined by the method described in the 
Experimental  section. 

  Each value represents the relative remaining activity(%). 
b) Five mg of cinnamon bark were added to the enzyme solution. 
c) No cinnamon bark was added.
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え てプ ロテ アーゼ 活性 の変動 を調 べ た基 質濃 度 曲線 か らLineweaver-Burkプ

ロッ トを得 た 。活性 阻 害物 質 は、 ケ イ ヒ末 、 ケ イ ヒ抽 出液 お よび透 析 内液 ・

外液 の いず れ につ いても認 め られ 、 不拮 抗型(Non-competitive)の 阻害 様

式 を示 した 。

さ らに、 ケ イ ヒ中の阻 害物 質 が酵 素 とのみ特 異 的 に相 互 作 用す るも ので あ

るか ど うか を、パ ンク レアチ ンので ん ぷ ん消化 活性 とたん 白消化 活性 につ い

て検 討 した 。結 果 をTable26に 示 した 。 ケ イ ヒ末 と基 質 を前処 理 した のち酵

素 を添 加 した 場合 、酵 素 にケ イ ヒ末 を接 触 させ てか ら基 質 を加 え る標 準 法 に

比 べ て、阻 害 が緩 和 され た。 したが って 、阻害 物 質が 必ず しも酵 素 と特異 的

に反応 して いな いこ とが確認 された 。

6種 々 の プ ロデ アーゼ に対 する 影 響

ケ イ ヒ中 の阻害 物 質 の検討 を、今 まで お も に粗 製の酵 素 混合 物 で あ るパ ン

クレァチ ンを用 いて行 って きた が、 活 性残 基 の異 な るプ ロテ ア ーゼ を用 いて

ケ イ ヒの影 響 を検 討 した。結 果 をTable27に 示 した。 ケ イ ヒ末 の添 加 によ っ

て、セ リンプ ロテ ァ ーゼ と金 属 プ ロ テ アーゼ が 強 く阻 害 され 、酸 性 プ ロテ ア

ーゼ で は活 性 低 下 はほ とん ど認 め られ な か った
。

考 察

ケ イ ヒ 中の薬 効成 分 に 関す る研究 は 、従来 精 油成分(ケ イ ヒ油)が 主体 で

あ り、 これ らの成 分 によ る中枢 抑制 作 用48)、 心 臓抑 制作 用49)、 抗黴 抗毒

作用50)等 が知 られ て いる。 しか し、水 溶性 成 分 につ いて の報 告 は比較 的 少

な い(ケ イ ヒ水 製 エ キス が抗 補 体作 用 を有 す る とい う報 告51)が ある 。)。

ところ で、 アル デ ヒ ド類 は多 くのプ ロテ アーゼ剤 に対 して強 力 な阻 害剤 とな

るこ とが報 告 され て いる52)。 しか し、本節 で検 討 した ケ イ ヒ中 の酵 素 阻害

物質 は明 らか に水 溶性 成 分で あ り、 ケ イ ヒの主成 分(ケ イ ヒ酸 、 ケ イ ヒ酸 メ

チル 、 ケ イ ヒァル デ ヒ ド、ケ イ ヒ アル コ ール)と は まった く異 な る物 質 で あ

る(Table23)。
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ケイヒ中の酵素阻害物質は、熱やアルカリに対 して極めて安定で(Fig.

31)、 また長時間のプロナーゼ処理 によっても、活性阻害に影響がみられな

かったことから(Fig.32)、 たん 白性プロテァーゼインヒビターではないこ

とが明らかになった。

また、ケイヒ中の酵素阻害物質はその一部が透析膜を通過することから(

Table24)、 本物質は単一構造 の分子 からなる物質ではないことが示唆され

た。この阻害物質の透析液を皮粉処理 し除タンニンした結果ぐ内液中にも強

い阻害活性が認められたことから、この物質は古沢らが検討したタンニンと

異なることが推察された。この内液中の阻害物質については、外液中の阻害

物質とは① まったく異なるもの、②同じものであるが、重合体などのポリマ

ーを形成 している、③この物質と他の大きな分子との結合体、のいずれかで

あると考えられた。一方、外液中の阻害物質はタンニンである可能性が高く

なった。

阻害物質の阻害型式は、そのLineweaver-Burkプ ロッ トから不拮抗型 で

あった(Fig.33、34)。 また、酵素活性測定 の際、阻害物質と基質の添加順

序をかえることによって、阻害活性に差が生 じたこと、活性残基の異なる多

種のプロテアーゼについても阻害が認められたことから、本物質の阻害様式

は非特異的なものと考えられる。

第5節 ケ イ ヒ 中 の 酵 素 阻 害 物 質 の 抽

出 一 単 離

前節までの検討で、ケイヒ中の酵素阻害物質の本態がタンニン関連物質で

ある可能性が考えられたことから、ケイヒ末から阻害活性の強い成分 を抽出

・単離 したのち機器分析を行い、その化学構造の究明を試みた。

材料および方法
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1実 験材 料

ケ イ ヒ:広 南 ケ イ ヒ(CinnamomumcassiaBLUME)を 粉末 に した も の を用

いた。

2酵 素 活性 の測 定

パ ンク レア チ ンの酵素 活性 の測定 は、第1章 第1節 の とお り行 った 。抽 出

過程 に おけ る阻害 活性 の測定 には 、パ ンク レアチ ンの でん ぷ ん糊 精 化力 お よ

び たん 白消化 力 に対 す る抑制 を指 標 と した 。

3高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フィ ー(HPLC)に よ る分 蕋

ケ イ ヒ抽 出物 の単 離 に用 いたHPLCの 測 定条 件 は以 下 の とお りで あ る。

装置 はWaters600、 検 出器 はLC-Spectrophotometer、 カ ラム は μBondapak

C、8、 μ8-10、7.8m×30cm、 移 動 相 は メ タ ノール 、流 速 は1mlんin 、注

入量 は5ｵ1で 行 った 。

4赤 外吸 収ス ペ ク トル(lR)

装 置 はJEOL製JIR-100(FT-IR)を 用 い、臭 化 カ リ ウム 法 で行 った。

5核 磁 気共 鳴 ス ペ ク トル(NMR)

装 置 はBruker製AM-400を 、溶媒 は メ タ ノール ーd4、 アセ トンーd6+重 水

を用 いた。

結 果

ケ イ ヒ末3KgをFig.35の よ うに、 酢酸 エ チル 、 水、 エ タ ノール(各3旦)

の順 に室 温 で抽 出 した結 果、 エ タ ノ ール 抽 出物30gを 得 た 。各抽 出物 に よる

パ ンク レア チ ンの阻害 作 用 は酢 酸 エ チル 抽 出物 で はほ とん ど認 め られず 、 ア

セ トンお よび 水抽 出物 でわず か でエ タ ノール抽 出物 で最 も強 く認 め られ た。

そ こで 、 この エ タ ノール抽 出物 をセ ラ イ トカラ ム(ナ カ ラ イテス ク社製 、

Celite545)に 負荷 し、酢酸 エ チル 、 アセ トン、 エ タ ノール の順 に溶 出 した 。

各溶媒 に よ って得 られ た抽 出物 の酵 素 活性 に対 す る影 響 をTable28に 示 した 。

エ タ ノール 抽 出物(8g)に 最 も強 い阻害 作 用 が認 め られ た。
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Fig.35.ExtractionofInhibitorfromCinnamonBark

Table 28. Effect of Elutes from Celite Column on Enzyme Activities 

                         Residual enzyme  activity(%)a) 
 Fraction') 

                 Starch dextrinizing Protein peptic 

 Control' 100 100 
 Fr.1 (AcOEt ext.)  37.0  18.7 

 Fr.2 (Acetone ext.)  26.8 23.7 
 Fr.3 (Ethanol ext.) 2.0 14.7 

a) Each value represents the relative remaining activity(%). 
b) One mg of each fraction was added to the enzyme solution. 
c) No fraction was added.

こ こ に 得 られ た エ タ ノ ール 溶 出 物 を さ ら にSephadexLH-20カ ラ ム(

PharmaciaFineChemica1社 製 、 粒 径25～100ｵm)に か け 、 西 沢 ら の 五 倍 子

か ら の ガ ロ タ ンニ ン の 単 離 法53)を 利 用 し て 、 メ タ ノ ー ル 、 メ タ ノー ル ー ア

セ トン 、 メ タ ノ ー ル ー ア セ トン ー 水 の 溶 媒 系 の 順 で溶 出 した 結 果 、 最 初 の メ

..



Fig. 36.  HPLC of Ethanol Fraction  from Celite Column 
 column,  Wacosil 5C18  7.5$X300 mm;  solvent,  methanol; 

flow rate, 1.0  ml/min; wave length, 254  nm.

タノール 画分(Fr.1、3g)に 極 め て強 い酵 素抑 制作 用 が認 め られ た。 そ こ

で このFr.1をHPLCで 分取 精製 した とこ ろ、Fr.1、0.2gか ら60㎎ の収

量 で、極 めて強 い阻 害活 性 を示 す物 質(ピ ー ク1)が 得 られ た。 そ の ク ロマ

トグラ ム をFig.36に 示 した。 この物 質 につ いて 、紫外 部吸 収 スペ ク トル(u

v)、IRお よびNMRで 検 討 を行 った(Fig.37、38)。uvス ペ ク トル で

は、285nm付 近 に最 大 吸収 が認 め られ た 。 また 、Fig.37のIRス ペ ク トル で

は、波数1,500cm-1お よび1,600cm-1付 近 にベ ンゼ ン環 、3,400c皿 一1付近 に

水酸基 の強 い吸収 が み られた 。Fig.38に 本 物 質 の1H-NMRス ペ ク トル を

示 した が 、分子 量 が大 き く、 また 測定 に必 要 な 試料濃 度 が得 られ ず 明 らか な

知見 は得 られ なか った。 しか し、Morimotoら のケ イ ヒ中の タ ンニ ンの化 学構

造 の検 討 デ ー タ54)か ら、 シ ンナム タ ンニ ンであ る こ とが推察 され た。 さ ら

に、13C-NMRス ペ ク トル で も検 討 した が 、本物 質 はサ ンプル 量 の 関係 か

ら、12,000回 積 算 にもか かわ らず 、 明 らか な ピー クは得 られ な か った 。 しか

し、以 上 の結 果 か ら本物 質 はフ ェ ノ ール 性物 質 の重合 体 、す な わ ち シ ンナ ム

タ ンニ ンA、 ～A4の いず れか 、 も しくはそ の類 似物 質 であ る こ とが 推察 され

た。
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Fig. 37. Infrared Absorption Spectrum of Inhibitor from Cinnamon Bark 

 IR spectrum was performed by potassium bromide disk method .
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Fig. 38. 'H-NMR Spectrum of Inhibitor from Cinnamon Bark 

  solvent:  Methanol-d4
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考 察

ケ イ ヒ中の酵 素 阻害 物 質の抽 出操 作 にお い て、本検 討 の前 に 、ケ イ ヒ抽 出

液 を イオ ン交換 ク ロマ トグラフ ィー お よび ゲル クロマ トグ ラフ ィ ーを用 いて

検討 したが 、 阻害物 質 はDEAESephadexA-25お よびSephadexG-50で は完

全 にカ ラム に 吸着 し、CMSephadexC-25で は褐 色 の着 色成 分 と とも にカ ラム

を素通 りす る な ど、分 画 はで きなか った 。 そ こで、エ タ ノール 抽 出物 をセ ラ

イ トに吸 着 させ溶 出後 、有機 溶媒 で分 画可 能 なSephadexLH-20カ ラム を用

いて 、あ る程 度 の精 製 が可能 とな った 。 さ らに 、HPLCに よ る分取 によ っ

て、 ほぼ 単一 物 質 に まで精製 で きた が 、得 られ た阻害物 質 は赤 褐 色 を呈 して

いるが 時 聞 の経過 ととも にや や黒 味 を帯 び 、 阻害 活性 もわず か つ つ低 下す る

こ とが認 め られ た。 この原 因 は不 明 で あ るが 、 おそ ら く酸 化 な どに よる もの

と考 え られ た 。

ケ イ ヒ中 の タ ンニ ンは、エ ピカテ キ ンが 数個 重合 した縮合 型(カ テ コ ール)

タ ンニ ンで あ る こ とが報 告 され て いる が54)、 今 回得 られ た阻害 物 質 は、I

Rス ペ ク トル でベ ンゼ ン環お よび水 酸 基 を多 く含 んで お り、 またNMRス ペ

ク トル で分 子 量 が比 較 的大 き いこ とが示 唆 され た ことか ら、数 個 の シ ンナ ム

タ ンニ ンの うち の いずれ かで あ る と推 定 され る。

第6節 ・弓、 括

生 薬 の 品質 と酵 素活 性 にお よぼす 影 響 との 関連 につ いで検 討 した結 果 、 以

下 の こ とが判 明 した 。

(1)ケ イ ヒ 、サ ンシ ョウ、 ダイオ ウで はフ ォ リン試薬 で顕 著 に呈 色 を示 す生

薬試 料 ほ どプ ロテ アーゼ 活性低 下作 用 が 強 い傾 向が認 め られ た 。

(2)ケ イ ヒ で は、品 質 、産地 の違 いに関 係 な く、 フ ォ リン反 応陽 性物 質 とプ

ロテ アーゼ 活 性抑 制 とのあ いだ に高 い相 関 が み られた 。

(3)サ ンシ ョウで は、 国産 の和 山椒 と中国 産 の花椒 とで異 な る相 関 が得 られ
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た 。 しか し、試料 中の精 油含 量 とフ ォ リン反応 陽性物 質含 量 との間 に高 い相

関関係 が認 め られた 。

(4)ダ イオ ウで は、錦 紋 大黄 、雅 黄 、北 海 大黄 とで、 それ ぞれ異 な る相 関が

得 られ た 。

(5)以 上 の ことか ら、 これ らの生薬 につ いて は 、試料 中 のフ ォ リン反 応 陽性

物 質 の量 を測定 す る こ とに よ り、生 化学 的 な 品質 評価 の可 能性 が示 唆 され た。

また、 ケ イ ヒ中の酵 素 阻害物 質 の諸性 質 の究 明 とその抽 出 ・単離 を試 み た

結果 、以 下 の こ とが判 明 した 。

(6)ケ イ ヒ中の酵 素 阻害 物質 は精 油成 分 とは関 係 ない こ とが認 め られ た。

(7)ケ イ ヒを塩基性 下 で加熱 、 あ る いはアル コール の存在 、プ ロナ ーゼ処理

等 に よっ ても 阻害 活性 が 減弱 しな い こ とか ら、 阻害物 質 は たん 白性 の イ ンヒ

ビタ ーで はな いこ とが判 明 した 。

(8)ケ イ ヒの抽 出成 分 を透析 膜 で分 子量 別 に分 画 して も阻害 活性 が広 い範 囲

に認 め られた こ とか ら、本物 質 は単 一構 造 の分 子 か らな るも ので はな い こ と

が判 明 した。

(9)ケ イ ヒに よる酵 素活 性 の阻害 は、酵 素 と特 異 的 に反応 して お らず 、 また

その阻害 様 式 は不拮 抗型 を呈 した。

(10)ケ イ ヒのエ タ ノ ール 抽 出物 をセ ライ ト、 つ いでSephadexLH-20カ ラム で

分離 分 画 し、 この エ タ ノール 溶 出画 分 中 の酵 素 阻 害物 質 をHPLCで 分 取精

製 した結 果 、本 抽 出物 はフ ェ ノール 性物 質 の重 合 体 、す なわ ち シ ンナ ム タ ン

ニ ンA、 ～A4の いずれ か 、も しくは その類 似物 質 であ る と推 定 され た 。
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第4章 ラ ッ ト の 消 化 酵 素 活 性 に お よ

ぼ す 生 薬 の 影 響

前 章 までで 、 ケ イ ヒ、サ ン シ ョウな どの生薬 が1ηvitroに お いて酵 素 の

活性 を抑制 す る こ とを明 らか に した が 、 そ の阻害 作用 は製 剤 と して配 合 され

た酵 素 だ け でな く、実 際 に、生薬 を服 用 した場合 、生体 酵 素 の うち で も と く

に最初 に 出会 う、 消化 管 中の消 化酵 素 に対 しても認 め られ るか どうか不 明 で

あ った 。 しか し、invivoに お ける 消化 酵素 の阻害 に関 す る研究 は未 だ報 告

され て お らず 、 この種 の研究 成 果 が期 待 され て いた。 そ こで、 ケ イ ヒ、サ ン

シ ョウ等 の生薬 に よる生体 内酵 素 へ の影 響 を、 シロネ ズ ミ を用 いてinVIVO

で検 討 を行 った 。

第1節 生 薬 の ラ ッ ト 消 化 酵 素 活 性 に

お よ`ま す 影 響

動物 の消 化液 中 には、酵 素だ け で な く、粘 液 、胆汁 をは じめ種 々の分 泌物

が存 在 して い る こ とか ら、 これ らが 生薬 に よる酵素 阻害 効果 を減 弱 させ る可

能性 も考 え られ る 。そ こで、 まず シ ロネ ズ ミか ら胃液 お よび腸液 を採取 して、

これ らの 消化 液 中の酵素 活性 に お よぼ す 生薬(ケ イヒお よび サ ン シ ョウ)の

影 響 をinvitroで 検 討 した。

材 料 お よ び方法

1実 験 材 料

生 薬:ケ イ ヒ(CinnamomumcassiaBLUME、 中国広南 産)と サ ンシ ョウ(

ZanthoxylumpiperitumDECANDOLLE、 兵 庫 県養 父郡産)を 用 いた。各 試 料

はすべ て 粉 末 に した の ち、300ｵmの 篩 を通 して粒 度 を均一 に した 。

酵素:胃 腸 薬 に繁 用 される ジ アス タ ーゼ(大 麦 由来)、 ビオ ジ ァス ターゼ
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2,000(Aspergillusoryzcl8由 来)、 パ ン ク レァチ ン(ウ シ膵臓 由来)を 用

いた 。

酵素 活 性 の測定:第1章 第1節 の 方法 に した が い行 った。

2ラ ッ ト消化 液 の採取 と反 応 条件

採取 法:実 験 にはWista.r系 雄性 ラ ッ ト(9～10週 令 、体 重250±10g、

closedcolony)4匹 を用 いた。24時 間絶 食 した ラッ トを、 エ ーテル また は

ネ ンブ タ ～ル(ペ ン トバル ビタ ール ナ トリウム)麻 酔 下 で開腹 し、 胃噴 門部 、

幽門部 、 小腸 上 部(幽 門部 か ら約5cm)の3ヶ 所 で結 紮 し、腹 部 を縫 合 した。

一夜 絶 食 ・絶 水 して
、翌 朝断 頭 と殺 後 、再 び 開腹 して 、注 射器 で 胃お よび腸

に滞 留 して いる消化 液 を採取 した 。

消 化 液 の性 状:4匹 の ラッ トか ら採取 した 消化 液の量 は、 胃液 が2.2～6.3

m1、 腸 液 が2.5～4.2m1。 色 は、 胃液 が やや に ご りのあ る透 明 、腸液 が 茶褐 色 。

また 、pHは 胃液 が3.8～6.3、 腸 液 が7.3～7.7の 範 囲 であ った。

消 化液 の酵 素反 応 条件:胃 液 のた ん 白消 化力 の測定 に際 して は、 胃液5μ1、

反応液 のpHは2.0、 反 応時 間 は30分 で行 った。緩 衝液 は0.05M乳 酸 溶液 に

0.1N塩 酸 溶 液 でpH2.0に 調整 した もの を用 いた。

腸液 の たん 白消化力 の測定 に際 して は、腸 液20ｵ1、 反 応 液 のpHは8.0、

反応 時 間 は60分 で行 った 。緩 衝液 は0.05Mリ ン酸 ニナ トリウム溶液 に0.1Nの

塩酸 また は水 酸化 ナ トリウム溶 液 でpH8.0に 調 整 した もの を用 いた 。

腸液 の でん ぷ ん糊精 化 力 の測定 に際 しては 、腸液20ｵ1、 反応 液 のpHは

7.0、 反応 時 間 は20分 で行 った 。緩 衝液 は0.1Nリ ン酸 塩緩 衝 液(pH7.0)

を用 いた 。

各 消化 液 のた ん 白消化 力 の個体 間 の バ ラツ キ は、 胃液 で大 き く(C.V.=18

%)、 腸 液 で は比較 的小 さい(C.V.=5%)こ とか ら、 胃液 は最 も比 活性 の

高 いラ ッ トのも の を、腸 液 は ラ ッ ト4匹 分 を混 合 した もの を用 いる こ とと し

た。 な お 、 胃液 と腸液 各1m1あ た りの たん 白消 化力単 位 を比較 した ところ 、

それ ぞれ1,770unitsと168unitsで 、 胃液 の方 が約10倍 活性 が 高 い こ とか

ら、腸 液 よ りも4倍 希 釈 して実験 を行 った 。
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結 果

た ん 白消 化酵 素 に対 す る阻 害 が比 較 的大 きか った ケ イ ヒとサ ン シ ョウ を用

いて 、 ラ ッ ト消 化液 にお よぼ す 影響 を検 討 した。 用 いた試料 は、Table1の

広南 産 ケ イ ヒと兵 庫 産 サ ンシ ョウで ある。

ラ ッ トか ら得 られ た消 化液 の至 適pHを 調 べ た結 果 、 胃液 のたん 白消化作

用 は2.0、 腸 液 ので んぷ ん糊 精 化力 は7.0、 腸 液 のたん 白消化 力 は9.0(但

し、pH6～9の 範 囲 にお いて)付 近 であ った(Fig .39)。 しか し、腸 管 内

のpHは9以 上 にな らな い こ とか ら、消化 液 中の酵素 活性 の測定 は 胃液 の た

「

Fig. 39.  p  H Profile of  Dextrinization and Proteolysis by Gastric 
Juice and Intestinal Juice 

 Starch  -dextrinizing and protein-peptic activities of gastric 
and intestinal juices were assayed at various pH according to the 
methods described in Experimental section . As buffers,  0.05M 
lactate buffer(pH 1.0-3.8) and  0.05M phosphate buffer(pH 5.4-9.0) 
were used.  O,dextrinizing by intestinal juice;  A ,proteolysis by 
gastric juice;  ^,proteolysis by intestinal juice . 
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Fig. 40. Effects of Crude Drugs on Dextrinization by Intestinal Juice 
    Starch-dextrinizing activity of intestinal juice was assayed in 

the presence of various amounts of crude drugs according to the method 
described in Experimental section.  0,cinnamon bark;  A,zanthoxylum 
fruit. Values are the  means±S.D.(n=3).
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Fig. 41. Effects of Crude Drugs on Proteolysis by Gastric  and Intestinal 
Juice 

   Proteolytic activity of either gastric or intestinal juice was assayed 
in the presence of various amounts of crude drugs according to the method 
described in Experimental section.  0,cinnamon bark; A,zanthoxylum fruit. 
Values are the  means±S.D.(n=3).
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ん 白消化 作 用 はpH2.0、 腸液 ので んぷ ん糊 精 化 作用 はpH7.0、 腸液 のた ん 白

消化作 用 はpH8.0で 行 った。

ラ ッ ト腸液 を用 い て、 でんぷ ん糊 精 化力 に対 す るケ イ ヒお よび サ ンシ ョウ

の影響 を検 討 した結 果 をFig.40に 示 した 。両 生 薬 によ って でんぷ ん糊 精 化力

の低 下 が認 め られ た が、 サ ンシ ョウの方 で よ り強 い阻害 を示 した。 ケ イ ヒ5

㎎/tubeの 添加 によ って 、活性 が71%に 低 下 した のに対 して、 サ ンシ ョウ5

㎎/tubeの 添加 で活 性 が52%に 抑制 され た。

つ ぎに、 胃液 および 腸液 の たん 白消 化作 用 にお よぼす 両生 薬 の影 響 を検 討

した 。結 果 をFig.41に 示 した 。 ラ ッ ト胃液5ulに 対 す る影響 を調 べ た結 果 、

ケ イ ヒ5mg/tubeの 添 加 で若 干 の低 下 が認 め られ た(93%)以 外 、 これ らの

生薬 によ る影響 はほ とん ど認 め られ なか った 。 また、腸液20u1に 対 す る影響

を検 討 した 結果 、 ケ イ ヒ5mg/tubeの 添 加 に よ って活性 が87%に 、 サ ンシ ョ

ウ5㎎/tubeの 添 加 に よ って活 性 が64%に 抑 制 され、腸液 ので んぷ ん糊 精化

力 に対す る作 用 と同様 の結 果 が得 られ た 。

考 察

ケ イ ヒお よび サ ンシ ョウを、 ラ ッ トか ら採 取 した 胃液 お よび腸 液 に加 えて

酵素 活性 の変動 を検 討 したが 、 胃液 のた ん 白消 化 力は これ らの生 薬 に よ る影

響 を まっ た く受 けず 、腸液 の でん ぷ ん糊精 化 力 お よび たん 白消化 力 が抑 制 さ

れた 。 この こ とは、invitroで 今 まで検 討 して きた、 これ らの生 薬 が ビオ ジ

アス ター ゼな どの酸 性 域 で作 用す る酵 素 の たん 白消化力 を抑制 せ ず 、一 方 、

パ ンク レアチ ン等 の膵臓 性 酵素 ので んぷ ん糖 化 力 お よび た ん 白消 化力 を顕著

に抑 制 したの と同様 の結 果 とな った 。 また 、第1章 第1節 でも 、ケ イヒが 胃

か ら分泌 され る ペ プ シ ンな どの酸性 プ ロテ ア ーゼ の活性 を阻 害 しな か った こ

とか ら、 これ らの生薬 の存在 によ って も、酸 性 域 で作用 す る プロ テ アーゼ 等

は活 性 阻 害 を受 け に く.いもの と考 え られた 。
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第2節1251一 ア ル ブ ミ ン の 消 化 吸 収 に

お よ ぼ す 生 薬 の 影 響

第1節 で 、 シロ ネズ ミの腸 液 中 の酵素 活性 が ケ イヒお よびサ ン シ ョウの添

加 に よ って低 下 した こ とか ら、 あ らか じめ、 ケ イ ヒ末 お よびサ ン シ ョウ末 の

水溶 液 を シロネ ズ ミに投 与 した のち 、1251で ラベル した アル ブ ミ ンを経 口

的 に投与 して1251一 チ ロ シ ンの血 中へ の移 行 を調 べる ことに よ って、 これ ら

生薬 の消化 管 プ ロテ ア ーゼ にお よぼ す影 響 を検 討 した 。

材 料 お よび 方法

1実 験 材料

生 薬:ケ イ ヒ(CinnamomumcassiaBLUME、 中国広 南産)と サ ンシ ョ ウ(

Zanthoxylu皿piperitumDECANDOLLE、 兵庫 県 養父郡 産)を 用 いた 。 各試 料

はす べ て粉 末 に した の ち、300ｵmの 篩 を通 して粒 度 を均一 に した。

21251一 アル ブ ミンの消化(吸 収)に お よぼ す生 薬 の影 響

1251一 アル ブ ミン の調製:Na1251(NEN社 製
、NEW-033A)1mCiを 、 ク

ロ ラ ミ ンT55)56)法 を用 いて 、牛血 清 アル ブ ミン(Sigma社 製 、 フラ ク シ ョ

ンV)お よび卵 白アル ブ ミン(Sigma社 製 、 グ レー ドIII)に 標 識 し、 ゲル

濾過(SephadexG-100)を 行 い分離 精 製 した。 この標 識化 合物 を 、そ れ ぞれ

20%の 牛 血 清 アル ブ ミ ン(BSA)お よび卵 白アル ブ ミン(EWA)溶 液 に

注入 し、3ml(ア ル ブ ミン600mg含 有)中 に5μCiの 放射 能 を有す るよ うに

した 。

1251一 アル ブ ミン の投与 と採 血:実 験 に は
、Wistar系 雄 性 ラ ッ ト(9～

10週 令 、体 重250±10g、closedcolony)12匹 を用 いた 。BSA投 与 の ラ ッ

トは、生 薬 投与 群 とそ の コン トロール 群 各3匹 つ つ を実験 に供 し、1週 間後

に交 差試 験 を行 った 。EWA投 与群 につ いて も同様 に行 った。

24時 間絶 食 した ラ ッ トに、各 生 薬10%水 溶 液(100mg/m1)1mlを 経 口投与
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し、10分 後 、37℃ に予 温 してお いた1251一 アル ブミ ン溶液3m1(5ｵCi、 ア

ル ブ ミン0.6g)を 経 口投与 した。1251一 アル ブミ ン投与 後 、 それ ぞれ30

分 、60分 、120分 、.180分 後、経 時 的 に非 麻酔 下 でラ ッ トを固 定 し、 頸静 脈 か

ら約300μ1採 血 した57)。 コ ン トロ ール は、生 薬水溶 液 のか わ りに水 を投与

し、以 下 同様 に操 作 した 。

放 射能 の測定 と計算:採 取 した血 液 か ら200μ1を 小試 験 管 に と り、

Packard社 製Auto-GammaScintillationSpectrometer5220型 で放 射能 を

測定 した。

結 果

ラ ッ トに、 生薬 水溶 液100mg/m1を 経 口投与 し、10分 後 に1251-BSA

5ｵCiを 含 む20%BSA溶 液3mlを 経 口投 与 し、経時 的 に血 中 の放射 能 を測

定 し、 生薬 無投 与 の ラ ッ トの血 中放 射 能 と比較 した(Fig.42、43)。

BSAを 投与 した場 合 の結果 をFig.42に 示 した 。経 時 的 に血 中の放 酎能 を

測定 した ところ、 生薬 無投 与 の ラ ッ ト群 と比較 して有 意差 はほ とん ど認 め ら

れな か った 。サ ン シ ョウを投 与 した場 合 の60分 後 の放 射能 が 、 コ ン トロール

に比 べ て86%に 低下 した以外 は、数%以 内 の低下 であ った。 した が って、

BSAの 消化 吸 収 は、 ケ イ ヒおよび サ ン シ ョウの投与 に よ って影 響 を受 けな

いこ とが 明 らか とな った。

EwAを 投 与 した場合 の結 果 をFig.43に 示 した。BsAの 場 合 と同様 の検

討 をお こな った が 、ケ イ ヒまた はサ ン シ ョウの投 与 によ り血 中放射 能 が低 下

した 。 しか も、 ケ イ ヒよ りもサ ンシ ョウの方 が強 い低下 を示 した 。 とくに30

分 後 で は、 ケ イ ヒが対照 群 の83%で あ るの に対 して、 サ ン シ ョウで は64%に

低 下 した 。 この低 下 の幅 は、サ ンシ ョウの場合60分 、120分 、180分 と、 時

間の経 過 と ともに小 さ くな り(そ れ ぞれ80、84、96%)、 ケ イ ヒ、サ ンシ ョ

ウとも180分 で それ ぞ れ96%と な った 。 な お、5時 間以 後 で は コ ン トロ ール

とほ ぼ同 等 の カ ウ ン ト数 にな る こと を確 認 して い る。 した が って 、EWAに
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Fig. 42. Effects of Crude Drugs on Digestion of  1251-Bovine Serum Albumin 
 Prior to oral administration of  1251-bovine serum  albumin(5  aCi/600  mg), 

animals were tube-fed with 100  mg of crude drug. At the indicated time 
after  '25I-albumin administration, blood was drawn from juglar vein and 
radioactivity transferred to the blood was determined.  40,A, control; 

 O,  cinnamon bark;  A,zanthoxylum fruit. Values are the  means±S.D.(n=6).

つ いて は 、ケ イ ヒお よび サ ンシ ョウの投与 に よ って、 とくに初期 の消化 吸 収

が抑制 され る こ とが 明 らか とな った 。

と ころ で、 第3章 第4節 に お いて 、ケ イ ヒが基 質 に対 して非特 異 的 に結 合

す るた め 、ケ イ ヒをあ らか じめ基 質 に接触 させ た のち酵素 を加 えた 場合 、活

性 阻害 が減 弱 す る こ とを示 した が、 同様 の結 果 が 、inVIVOに お いて も得 ら

れ るか否 か を検 討 した。

ラ ッ トに、 まず1251一 アル ブ ミ ン5μCiを 含 む20%ア ル ブ ミ ン溶液3ml

を経 口投 与 し、10分 後 に生 薬 水溶液100㎎/mlを 経 口投 与 し(基 質 と阻害 剤
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Fig. 43. Effects of Crude Drugs on Digestion of  125I-Egg White Albumin 
 Prior to oral administration of  '"I-egg white  albumin(5 gCi/600  mg), 

animals were tube-fed with 100 mg of crude drug . At the indicated time 
after  '251  -albumin administration, blood was drawn from juglar vein and 
radioactivity transferred to the blood was determined .  4110, AL, control; 

 O,  cinnamon bark;  A,zanthoxylum fruit. Values are the  means±S .D.(n=6).

の投 与順 序 を逆 に した。)、1251一 アル ブ ミン5ｵCi投 与 時 か ら経 時 的 に

血 中の放,射能 を測 定 し、 生薬 無投与 の ラ ッ トの血 中放 射能 と比較 した。結 果

をFig.44に 示 した 。BsAを 投 与 した場 合 、両 生薬 ともFig.43で の検 討 とほ

ぼ 同様 の結 果 が認 め られ た。EWAを 投 与 した 場合 、30分 後 の1血中放 射 能 は

ケイ ヒは わず か 、サ ンシ ョウは75%、60分 後 でケ イ ヒ、 サ ンシ ョウ とも約83

%程 度 の低 下 に とど まった。 また120分 、180分 で はコ ン トロ ール との差 は認

め られ な か った 。 したが って 、本検 討 にお い ても 、invitroで の結 果 が再

現 され る ことが認 め られ た。 さ らに 、 アル ブ ミン投与 後 に これ らの生 薬 を投
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Fig. 44. Effects of Crude Drugs on Digestion of  "'I-Albumin 
  After oral administration of  '25I-albumin(5ACi/600mg), animals 

were tube-fed with 100  mg of crude drugs. At the indicated time 
after  '1-albumin administration, blood was drawn from jugler 
vein and radioactivity transferred to the blood was determined . 

 41,control;(),cinnamon  bark;A,zanthoxylum fruit. Values are the 
 meansItS.D.(n=6).

与 した 場合 、生薬 を先 に投与 した もの よ りも血 中放 射能 の測定値 のバ ラツ キ

が大 き くな る こ とも確認 され た 。

考 察

生 薬 を 経 口投与 した のちizsI-BSAを 投 与 した場 合 、1251一 チ ロ シ

ンの血 中 へ の移行(BSAの 消化 吸収)に は ほ とん ど影 響 がな か った が 、
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1251-EWAを 投与 した場合
、EWAの 消 化 吸収速 度 は遅 くな った 。 この

結果 は、種 々の たん 白質 をラ ッ トの 胃 内に 直接 投 与 し、 消化 管 に残存 す る抗

原量 を経 時 的 に測定 した結果 、BSAが 大 半 胃で消化 を受 けるの に対 してE

WAの 消化 吸収 部位 は小腸 中下 部 で あ る とい う、岩井 らの報 告58)か ら理 解

で き る。す な わ ち、 は じめに投 与 した生薬 水溶 液 はアル ブ ミ ンよ りも先 にペ

プ シ ンお よび膵 液 と接触 して いる 。invitroで 検討 した ように 、 これ らの

生薬 は 胃か ら分 泌 され るペ プ シ ンの活性 を抑制 せ ず、膵臓 性 酵 素 で あ るパ ン

クレア チ ンの活性 を抑制 した 。 した が って、 小腸 にお いて消化 吸収 を受 け る

EWAの 血 中へ の取 り込 みが 抑制 され た もの と考 え られ る。 なお 、24時 間絶

食 した ラ ッ トに、 これ らの生 薬 水溶 液100㎎/m1を 投与 し10分 後 に 開腹 した

ところ 、 その一 部 はす で に小 腸 中部 まで移 行 して いる こ とを確 認 して いる。

また、1251-EWA投 与 後 、時 間 と とも に血 中放射 能 が上 昇 し、 コ ン ト

ロール に近 づ くが 、 これ は阻 害剤 であ る生薬 が消 化管 内 の基 質EWAと 結合

して いき、 阻害 活性 を徐 々に失 っ て い くた め 、新 た に分 泌 され る酵 素 が失 活

しな くな るた めで あ る と思わ れ る。 さ らに、Fig.44の 検 討 で、 生薬 をEWA

投与 後 に与 えた 方がEWAの 消化 吸 収 にお よぼ す影響 が 小 さ くな る こ とも、

第3章 第4節 で、ケ イ ヒ中の阻害物 質 がた ん 白質 と非 特異 的 に結 合 す る とい

う結 果 か ら理 解 で きる 。

また、Fig.42お よび43に お いて、 生薬 を投 与 して いな い対 照群 の動物 にお

ける 、BSAとEWAの 吸収速 度 を比較 す る と、後 者 の方 が速 くな った が、

これ は、20%EWA溶 液 が20%BSA溶 液 よ りもは るか に流動 的 で あ り、小

腸 へ の移 行 がす みや か であ るた め と思 われ る。

今 回 のinVIVOに お け る実 験 条件 、 す なわ ち24時 間絶 食 し、た ん 白質 よ り

も先 に生 薬 を投 与す る という操 作 は 、実際 、我 々が 胃腸 薬 を服 用 す る場 合 と

は異 な る もの で ある。 しか し、 胃腸 薬 以外 に、 これ らの生薬 を食 品 ある い は

漢 方薬 と して摂 取 した 際 の、生 体酵 素 にお よぼす 影響 、 さ らに、他 の生薬 等

に よる影 響 は、 さ らに十分 な検 討 を な され るべ き必要 が ある。

さ らに 、 ラ ッ ト消化 管 中のた ん 白消 化酵 素 の活 性 にお よぼす 生薬 の影 響 を、
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1251 一 アル ブ ミ ンを用 いて検 討 した が 、 この よ うなinVIVOで の検 討 方法

は まった く新 しい試 みで あ り、invitroで 阻害 効果 を認 め た物 質 が 、実際

に体 内に お いて も同様 の傾 向を示 す こ と を確認 で きた こ とは極 め て意義 深 い。

この実験 方法 は、 生薬 に とど ま らず 、以前 か らinvitroで 検 討 され て い る

制酸 剤 や金 属 イオ ン、 サ リチル酸 、 そ の他 の薬物 のた ん 白消化酵 素 にお よぼ

す影響5)9)をinVIVOで 実証 す る際 にも大 いに役立 つ も ので あ る。

第3節4丶 括

生 薬 の 生体酵 素 にお よぼす 影響 を シロネ ズ ミを用 い て、invivoで 検 討 を

行 った 結 果 、以下 の こ とが判 明 した 。

(1)ラ ッ トか ら採 取 した消化 液 に ケ イ ヒお よびサ ンシ ョウを添 加 して酵 素活

性 の変 動 を検 討 した と ころ、 胃液 のた ん 白消化 力 は影響 を受 けな か っ たが 、

腸液 の でん ぷん糊 精 化 力 および た ん 白消化 力 は抑制 された 。

(2)ラ ッ トに 、 あ らか じめ上記 の生薬 を投与 し、1251一 アル ブ ミン経 口投

与後 の血 中izsl一 チ ロ シン量 を指標 と して 、生体 内酵素 へ の 影響 を検 討 し

た結 果 、 アル ブ ミン に牛 血清 アル ブ ミ ンを用 いた場合 、1251一 チ ロ シ ンの

血 中へ の 移行 には影 響 がなか ったが 、卵 白アル ブ ミンを投与 した 場合1251

一チ ロ シ ンの血 中へ の移 行 は生薬 の投与 で若干 遅 くな った 。

(3)生 薬 と1251一 アル ブ ミンの投 与 順序 を逆 に した 場合 、1251一 チ ロ シ

ンの血 中へ の 移行 にお よぼす生 薬 の効 果 は(2)に 比べ て軽 減 され た 。

(4)以 上 の結 果 か ら、invitroで 観 察 され た 、生薬 によ るプ ロテ ア ーゼ 活

性抑 制 はinvivoに お いても再 現 され る こ とが 明 らか とな った 。
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総 括 お よ び 結 論

第1節 総 括

現在我国において繁用されている総合 胃腸薬は、消化酵素に制酸剤 と生薬

が配合されたものがほとんどであるが、本製剤は我国特有のものであり、諸

外国においてはほとんどみられない。本来、消化剤と制酸剤とは区別して用

いられるべきものである。すなわち、消化器官の働きのよくない人や消化不

良の人には消化剤を、一方、消化管機能が亢進 して胃液の分泌が多く、空腹

時に胃痛 を訴える人には制酸剤を投与することが必要である。また、生薬の

粉末を消化酵素に配合 した場合の酵素の有効性や、生薬を服用した際の生体

内酵素への影響などについて、未知の点が多く、これらの詳細な検討が必要

であった。本研究では、これらの観点から、生薬の消化酵素の活性におよぼ

す影響をinvitroお よびinvivoに おいて検討 した。

本検 討において、消化酵素に生薬 を配合して酵素活性を測定した場合、生

薬によっては消化酵素の活性を著 しく阻害する場合も認められ、総合胃腸薬

を服用する際、水とともに口中に入れた時点で、すでに酵素活性の数%か ら

数十%が 失活 している ことが推察 された。さらに、同一生薬であっても産地

・品質等の違いによって酵素活性に与える影響に差が生じる場合があり、ま

た、起源の異なる酵素によっても生薬の与える影響に違いがみられた。以上

の点か ら、胃腸薬の製剤化にあたっては消化酵素の作用が十分発揮できる処

方設計がなされる必要があることを明らかにした。

酵素活性の測定にあたっては、公定法である統一試験法(胃 腸薬製造承認

基準6)中 の消化力試験法7))を 用いるのが一般的であるが、 この方法では、

種々の妨害物を含む生薬の存在下での活性値の信頼性が疑われた。 そこで、

Bluevalue法 をさらに改良してでんぷん糊精化力を測定、またカップ法を利

用してたん白消化力を測定するなど、生薬存在下でも酵素の正確な活性を測

定する方法を考案 したが、これらの方法でも種々の生薬による酵素活性への
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影響 が 確認 され た。 この ことか ら、種 々の共 存 物質 を含 んだ酵 素 の活性 測 定

法 につ いて十 分 な検 討 を行 う必 要 が あ る こ とが 明 らか とな った 。

生 薬 中 に は、酵 素 の活性 を抑 制 す るも の だ けで な く、酵 素作 用 をも つも の

が あ る こ とを明 らか に した。す な わ ち、 ニ ンジ ン、カ ンゾ ウ、 オ ウ レ ンな ど

の生薬 中 に多 くの ア ミラ ーゼ が存在 す る こ とを初 めて確認 し、 さ らに産 地 ・

品質 間 の差 によ って ア ミラーゼ 含 有量 に差 が あ る ことを示 した。 と くに ア ミ

ラ ーゼ活 性 が 強 いニ ンジ ンか ら β一 ア ミラ ーゼ を抽 出 ・精 製 し、そ の酵 素 化

学 的 ・たん 白化 学 的諸 性 質に つ いて検 討 した結 果 、高 等植 物 由来 で は未 報 告

の、 中性 糖 を多 く含 有 す る β一 ア ミラー ゼ であ るな ど、幾 つ か の知 見 を得 た 。

本研 究 の結果 、 胃腸薬 に配 合 され る こ とが 多 いケイ ヒ、サ ンシ ョウ、 ダイ

オ ウで は、 そ の生薬 の品 質の違 いに よ り、酵 素 の活性 に与 え る影 響や 試 料 中

のフ ォ リン反応 陽性 物 質含量 が異 な る こ とが わ か った。生 薬 の品 質 は 、原植

物 、産 地 、採 取 時期 、用部 、保 存期 間 ・方法 、調 製 ・加工 方法 な どの違 いに

よ り、多 様 とな って い る。品質 の評 価 に は、 従来 、形 態学 的 、成 分化 学 的 な

方法 が と られ て いるが 、本研 究 に よ って 、生薬 の品質 と消 化酵 素 との 関連 が

初 め て 明 らか とな る とともに、 胃腸 薬 に配 合 され る生 薬 の品 質評 価 に 、酵 素

活 性 に与 え る影 響 を考慮 す る必 要性 が 示 され た 。

ケ イ ヒ、 サ ンシ ョ ウ、 ダイオ ウにつ いて は、 フ ォ リン反 応 陽性物 質 の多 い

試 料 ほ ど酵 素活 性 を強 く抑制 した こ とか ら、 フ ォ リン反応 陽性 物 質 が 阻害 物

質の 本体 であ る と考 え られた 。酵 素 の活性 を阻 害す る物質 として、 ケ イ ヒか

らエ タ ノール易 溶 の タ ンニ ン様物 質 を抽 出 した が 、ケ イ ヒ中の阻 害物 質 は本

物 質 だ け と は考 えに くく、種 々の タ ンニ ンお よび フェ ノール性 物 質 の重 合 体

等か らな るも の と推察 された 。 これ らの 阻害 物 質 は、酵素 と特 異 的 に反癒 せ

ず、基 質 に対 して不拮 抗型 阻害 を示 した が 、 こ こで用 いた方 法 は他 の酵 素 阻

害作 用 を示 す 生薬 中の物 質に つ いて検 討 を行 う際 に応 用 しう るも ので あ る。

invitroで 認 め られ た、生 薬 に よ る酵素 活 性 への抑制 作 用 が 、実 際 に生

体 酵 素 に対 して も認 め られ るか ど うか を シロ ネズ ミを用 いて検 討 した が 、 予

め経 口投与 した ケ イ ヒお よび サ ンシ ョウ によ っ て、あ とに投 与 した卵 白アル
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ブ ミンの血 中へ の取 り込 みが抑 制 され た こ とか ら、 これ らの 生薬 はinVIVO

にお いて も消化 管 中のた ん 白消化酵 素 の活性 を抑制 して い る こ とが 明 らか と

な った 。 さ らに この抑 制 作用 はケ イ ヒよ りもサ ンシ ョウの方 で顕著 で、 しか

も基 質 たん 白質 を生薬 よ りも先 に投 与 す る ことに よって 、抑制 が 弱 め られ る

な ど、invitroの 結 果 が再現 され 、本 実験 の有用性 が 明 らか とな った 。

第2節 糸吉 論

(1)生 薬 存 在下 で の消 化酵 素活性 の測 定 法 と して、生薬 中の種 々の妨 害成 分

の影響 を受 け に く いカ ップ法 お よびBluevalue法 を改 良 した 方法 を考 案 した 。

公定 法 な らび に これ らの改 良法 を用 い て、健 胃生 薬の 各種 消 化酵 素 に およぼ

す影響 を検 討 した 。

(2)種 々の 生薬 中に ア ミラーゼ が存 在 す る こ とを明 らか に し、 とくに ア ミラ

ーゼ活 性 が 高 か った ニ ンジ ンか らア ミラーゼ を抽 出 ・精 製 し
、 その性 質 につ

いて検 討 した 。 その結 果 、植 物 由来 で は未報 告 の、糖 た ん 白性 の β一ア ミラ

ーゼ の存 在 を証 明 した
。

(3)膵 臓性 プ ロテ ア ーゼ は、 ケイ ヒ、 サ ンシ ョウ、ダ イオ ウな どによ り阻害

を受 けや す い こ とが 明 らか とな った。 プ ロテ アーゼ活 性 の抑制 と、 これ ら生

薬 の フ ォ リン反応 陽性 物 質含 量 の あ いだ に 明確 な相 関が認 め られ た 。

(4)酵 素 阻 害 の本体 の一 つ と して 、 ケ イ ヒ中 の阻害物 質 を検 索 し、エ タ ノー

ル易 溶 の構 造 的 に不安 定 な フェ ノール 性 物質 の存在 を確認 した 。本物 質 の阻

害様 式 は基 質 に対 して不 拮抗型 を示 す こ とを明 らかに した 。

(5)生 薬 に よ るプ ロテ ア ーゼ 活性 抑制 作 用 をinVIVOで 検 討す る 方法 を確立

した。 す な わ ち、予 め生 薬 を投与 した ラ ッ トを用 いて1251一 アル ブ ミン経

口投与 後 の血 中1251一 チロ シ ン量 を指標 として生体 内酵 素 に対 す る生薬 の

影 響 を検 討 し、ケ イ ヒお よびサ ンシ ョウは、 小腸 上部 にお け るた ん 白質 の 消

化吸収 を遅 延 させ 、invitroに お け るプ ロテ ア ーゼ活 性 抑制 がIIIvivoに

お いて も再現 され る こ とを示 した 。

-107一



謝 辞

本論文の作成にあたり、終始懇切なる御指導 と御鞭撻を賜りました大阪大

学薬学部教授 近藤雅臣先生に謹んで御礼申し上げます。

また、本研究の遂行にあたり、有益な御助言と御指導をいただきました大

阪大学薬学部 米田該典助教授、神戸学院大学薬学部 梅沢智佐江教授、同

谷 昇平教授、並びに大阪府立公衆衛生研究所薬事指導部長 田中凉一博士、

同副部長 横山 浩博士に感謝の意を表 します。

併せて、御協力および有益な討論に参加していただいた、大阪大学薬学部

衛生化学講座、生薬材料学教室の諸氏、並びに大阪府立公衆衛生研究所の所

員の皆様に感謝いた します。

一108一



弓1用 文 献

1)日 本 医 薬 情 報 セ ン タ ー 編:一 般 薬 日 本 医 薬 品 集 、 第6版 、 薬 業 時 報 『

社 、 東 京 、1987,p.189-290.

2)杉 浦 衛:酵 素 の 製 剤 化 に つ い て 、 薬 局 、29,7-16(1978).

3)岡 崎 寛 蔵:消 化 酵 素 剤 の 効 果 の 検 討(第6報)、 薬 物 の ア ミ ラ ー ゼ 剤 に

及 ぼ す 影 響 、 薬 剤 学 、17,33-40(1957).

4)岡 崎 寛 蔵 、 飯 沼 竜 一 、 鶯 谷 有 甫:消 化 酵 素 剤 の 効 果 の 検 討(第9報)諸

種 薬 物 の 消 化 酵 素 剤 に お よ ぼ す 影 響 、 薬 剤 学 、17,115-117(1957).

5)一 柳 明 、 長 谷 川 正 英 、 西 一 也 、 藤 元 弘 、 示 野 寛 子:医 薬 品 の 消 化

酵 素 に 対 す る 作 用 、 病 院 薬 学 、1、152-154(1975).

6)日 本 公 定 書 協 会 編:製 薬 関 係 通 知 集 、薬 業 時 報 社 、東 京 、1985,p.365-376 .

7)日 本 公 定 書 協 会 編:製 薬 関 係 通 知 集 、薬 業 時 報 社 、東 京 、1985,p.390-403.

8)H.Fuwa:Anewmethodformicrodeterminationofamylaseactivity

bytheuseofamyloseasthesubstrate,J.Biochem.(Japan),41,

583-603(1954).

9)岡 崎 寛 蔵 、 山 本 次 郎 、 千 葉 洋 子:消 化 剤 の 研 究(第37報)薬 物 の プ ロ

テ ア ー ゼ 剤 に お よ ぼ す 影 響(そ の1)、 薬 剤 学 、22,98-101(1962).

10)中 村 道 徳 、 山 崎 鏡 次 、 丸 尾 文 治:植 物 に 於 け るPhosphorylase
,Phosp-

hatase及 び β一Amylaseの 分 布(第1報)、 農 芸 化 学 、24,197-201(1951)

11}A.A.Balls,H.Lineweaver:Isolationandpropertiesofcrystalline

papain,J.Biol.Chem,130,669-686(1939).

12)M.Bergmann,J.S.Fruton,H.Fraenkel-ConratOnproteolytic

enzymes,XV.Regardingthegeneralnatureofintracellular

proteolyticenzymes,J.Biol.Chem.,119,35-46(1937).

13)M.Higashihara,S.OkudaStudiesonS-amylaseofBacillus

megateriumstrainNo.32,Agric.Biol.Chem.,38,1023-1029(1974).

14)A.Gertler,Y.Birk:Purificationandcharacterizationofaβ 一

一109一



amylasefromsoyabeans,Biochem.」.,95,621-627(1965).

15)R.Shinke,N.MugibayashiStudiesonbarleyandmaltamylases,

partXVII,Isolationandsomepropertiesofurea-solublezymogen

β一amylaseinbarley,Agric.Biol.Chem.,35,1381-1390(1971).

16)相 原 茂 夫 、 森 田 雄 平:ダ イ コ ン お よ び ダ イ ズ β 一 ア ミ ラ ー ゼ 、 蛋 白 質 核

酸 酵 素 別 冊 、76,434-437(1976).

17)J.W.Bailey,D.French:Thesignificanceofmultiplereactionsin

enzyme-polymersystems,J.Biol.Chem.,226,1-14(1957).

18)M.Somogyi:Notesonsugardetermination,J.Bio1.Chem.195,19-

23(1952).

19)赤 堀 四 郎:酵 素 研 究 法 、2、 朝 倉 書 店 、 東 京 、1966,p.108-120.

20)米 田 該 典 、 山 形 悦 子 、 神 保 み ず ほ 、 成 戸 俊 介:生 薬 資 源 の 研 究(第4報

)黄 連 の 加 熱 調 製 と ア ル カ ロ イ ド組 成 に つ い て 、 生 薬 学 雑 誌 、43,129-

134(1989).

21)中 山 医 学 院 編:漢 薬 の 臨 床 応 用 、 医 歯 薬 出 版 、 東 京 、1980,p.301-306.

22)藤 田 路 一 、 糸 川 秀 治 、 柴 田 承 二:薬 用 人 参 の 成 分 研 究(第1報)(サ ポ

ニ ン の 研 究 、 第4報)人 参 サ ポ ニ ン と サ ポ ゲ ニ ン の 分 離 、 薬 学 雑 誌 、82,

1634-1638(1962):薬 用 人 参 の 成 分 研 究(第2報)(サ ポ ニ ン の 研 究 、

第5報)Panaxadiolの 性 質 に つ い て 、 薬 学 雑 誌 、82,1638-1641(1962)

23)田 中 治:ニ ン ジ ン(PanaxginsengC.A.Meyerの 根)の 成 分 、 代 謝 、.

10,548-555(1973).

24)S.Sanada,N.Kondo,J.Syoji,0.Tanaka,S.Shibata:Studiesonthe

saponinsofginseng,1.Structuresofginsenoside-Ro,-Rbl,-Rb2,

-Rcand-Rd
,Chem.Pharm.Bull.,22,421-428(1974)Studiesonthe

saponinsofginseng,II.Structuresofginsenoside-Re,-Rfand

-Rg2
,Chem.Pharm.Bull.,22,2407-2412(1974).

25)高 木 敬 次 郎:ニ ン ジ ン の 薬 理 作 用 、 現 代 東 洋 医 学 、3,47-54(1982).

26)B.J.Davis:Diskelectrophoresis,II,Methodandapplicationto

-110一



humanserumproteins,Ann.NewYorkAcad.Sci.,121 ,Art2,404-427

(1964).

27)P.Vretblad:Immobilizationofregandsforbiospecificaffinity

chromatographyviatheirhydroxygroups ,Cyclohexaamylose一 β一

amylasesystem,FEBSLett.,47,86-89(1974) .

28)N.E.Welker,L.L.Campbell:Effectofcarbonsourcesonformation

ofa-amlasebyBacillusstearothermophilus,J.Bacteriol .,86,681-

686(1963).

29)不 破 英 次 、 二 国 二 郎:α 一 ア ミ ラ ー ゼ 及 び β 一 ア ミ ラ ー ゼ の 分 類 と 名 称

、 農 芸 化 学 、26,154-159(1952).

30)松 尾 雄 志 、 堀 尾 武 一:蛋 白 質 の 電 気 泳 動 的 等 電 点 分 画 法 、 蛋 白 質 核 酸 酵

素 、12,737-748(1967).

31)U.K.Laemmli:Cleavageofstructuralproteinsduringtheassembly

oftheheadofbacteriophageT4,Nature,227
,680-685(1970).

32)C.H.W.Hirts:Determinationofcystineandcysteicacid ,Method

inenzymology,1ユ,59-62(1967).

33)T.W.Goodwin,R.A.Morton:Thespectrometricdeterminationof

tyrosineandtryptophaninproteins,Biochem.J.,London,40,628-

632(1946).

34)J.S.Sawardeker,J.H.Sloneker,A.Jeanes:Quantitativedeterminat-

ionofmonosaccharidesastheiralditolacetatebygasliquid

chromatography,Anal.Chem.,37,1602-1604(1965).

35)西 沢 一 俊 、 志 村 憲 助:入 門 酵 素 化 学 、 南 江 堂 、 東 京 、1967,p.24-43.

36)Y.Morita,F.Yagi,S.Aibara,H.Yamasita:Chemicalcompositionand

propertiesofsoybeanS-amylase,J.Biochem.,79,591-603(1976).

37)朱 忠 魯 、 松 繁'克 道 、 李 昇 奎 、 洪 錫 根:薬 用 人 参 の 韓 国 最 高 権 威 者

を 囲 ん で 、 鐘 薬 入 味 箪 笥 、 カ ネ ボ ウ 薬 品 、 東 京 、9,21-25(1987).

38):薬 局 製 剤 に お け る 漢 方 用 薬 の 品 質 と選 品 、 日本 薬 剤 師 会 雑 誌,34,221-

-111一



226(1982}.

39)日 本 公 定 書 協 会 編 、 第11改 正 日本 薬 局 方 解 説 書 、 廣 川 書 店 、1986,D-395

-401 .

40)下 村 盂:山 椒 の 生 薬 学 的 研 究 、 薬 学 雑 誌 、63,427-441(1943).

41)安 田一 郎 、 瀬 戸 隆 子 、 下 平 彰 男 、 田 窪 栄 一:生 薬 の 品 質 評 価 に 関 す る 研

究(第6報)市 場 品 山椒 の 品 質 、 東 京 衛 研 年 報 、31-1,82-85(1980).

42)T.Sakai,K.Yoshihara,Y.HiroseBull.Chem.Soc.Jpn.,41,1945-

1950,(1968).

43)安 田 一 郎 、 竹 谷 孝 一 、 糸 川 秀 治:辛 味 お よ び 精 油 成 分 に よ る本 邦 市 場 の

中 国 産 山 椒 の 品 質 評 価 、 生 薬 学 雑 誌 、36,301-306(1982).

44)吉 田 尚利 、 三 橋 博 、 畠 山好 雄 、 逸 見 誠 三 郎 、 本 間 尚 次 郎 、 水 谷 次 郎:

薬 用 植 物 の 栽 培 研 究 大 黄 の 栽 培 お よ び 調 製 につ い て 、 生 薬 、25,1-6,

(1971).

45)村 田 康 次 、 余 越 真 由 美 、 吉 田 昭 義 、 林 信 一 、 生 薬 の で ん ぷ ん 消 化 酵 素

に お よ ぼ す 影 響 に つ い て ケ イ ヒ の で ん ぷ ん 消 化 酵 素 活 性 阻 害 に つ い て

、 生 薬 、38,90-95(1984).

46)AmericanLeatherChemicalAssociation:J.AM.LeatherChem.Assoc.,

49,174-207(1954).

47)古 沢 良 雄 、 黒 沢 祐 一 郎 、 中馬 一 操:釉 漢 薬 用 植 物 の 抗 ト リ プ シ ン作 用 と

そ の 抗 炎 症 作 用 、農 芸 化 学 会 誌 、47,359-365(1973).

48)原 田 正 敏 、 尾 崎 幸 絋:桂 皮 の 薬 理 学 的 研 究(第1報)Cimamaldehydeの

中 枢 作 用 、 薬 学 雑 誌 、92,135-140(1972).

49)萩 庭 文 寿 、 原 田 正 敏 、 中 島 基 之 、 境 一 成:生 薬 の 薬 物 学 的 研 究(第6

報)ク ス ノ キ科 植 物 精 油 成 分 の 性 状 、 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィ ー に よ る 分

離 な らび に 循 環 器 系 に お よ ぼ す 薬 理 作 用 、 薬 学 雑 誌 、82,1441-1446(

1962).

50)岡 崎 寛 蔵 、 大 島 荘 一:高 等 植 物 の 抗 菌 性(第23報)高 等 植 物 の抗 菌 性(

第23報)精 油 の 抗 菌 性 、 そ の4、 薬 学 雑 誌 、72,1131-1135(1952).

-112一



51)入 木 晟 、 野 原 稔 弘 、 西 岡 五 夫 、 江 田 昭 英 、 永 井 博 弌 、 野 田 寛 治 、 徳 渕

信 能:桂 皮 の 成 分 と 実 験 的 腎 炎 に 対 す る 作 用 、 和 漢 薬 シ ン ポ ジ ウ ム 講 演

要 旨 集 、13,72-78(1980).

52)E.Mihalyi:ApplicationofProteolyticEnzymestoProteinStruc-

turestudies,CRCPress,Florida,1.114(1978).

53)M.Nishizawa,T.Yamagishi,G.Nonaka,1.Nishioka:Tanninsandrelated

compounds.Part5.Isolationandcharacterizationofpolygalloyl-

glucosesfromChinesegallotannin,J.Chem.Soc.PerkinTrans.1,
へ 剛ヤ

2963-2968(1982).

54冫 ・S、Morimoto,G.Nonaka,1.Nishioka:TanninsandRelatedCompounds.

XXXVITI.Isolationandcharacterizationofflavon-3-olglucosides

andprccyanidinoligomersfromcassiabark(CinnamoncassiaBLUME

),GYiem.Pharm.Bull.,34,633-642(1986).

55)需 『.M.Hunter,F.C.Greenwood:PreparationofIodine-1311abelled

humangrowthhormoneofhighspecificactivity,Nature,194,495-

496(1962).

56)F.C.Greenwood,W.M.HunterJ.S.GloverThepreparationofsail

labelledhumangrowthhormoneofhighspecificradioactivity,

Biochem.J.,89,114-123(1963).

57)金 武 朝 春:ラ ッ ト ・マ ウ ス の 連 続 頸 静 脈 採 血 お よ び 薬 物 注 射 法 、 日 本 細

菌 学 雑 誌 、37,943-947(1982).

58)岩 井 和 夫:食 品 タ ン パ ク 質 消 化 過 程 の 解 析 、 日本 栄 養 食 糧 学 雑 誌 、36,

403-404(1983).

一113一


