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略略語語一一覧覧 

 

DNA deoxyribonucleic acid 

IL interleukin 

SASP senescence-associated secretory phenotype 

H2O2 hydrogen peroxide 

SA-β-gal senescence-associated β-galactosidase 

NHDF normal human of dermal fibroblasts 

qRT-PCR quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

mRNA messenger ribonucleic acid 

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

ELISA  enzyme-linked immuno sorbent assay 

UHPLC ultra high performance liquid chromatography 

HPLC high performance liquid chromatography 

NMR nuclear magnetic resonance 

LC/MS liquid chromatography - mass spectrometry 

PBS phosphate buffered saline 

UV  ultra violet 

DAD diode array detector 

MeOH methanol 

CH2Cl2 dichloromethane 

 

 

i



ii 
 

目目  次次 

 

略語一覧 

 

総論の部 

 

第一章 緒論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・3 

第二章 生薬・麦門冬の伝統的薬能「滋陰」に対する科学的評価・・・・・・・・・・7 

 第一節 生薬・麦門冬について・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・7 

 第二節 滋陰作用に対する科学的視点からの仮説・・・・・・・・・・・・・・・・8 

 第三節 細胞老化と SASP ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 9 

 第四節 H2O2処理による SASPモデル細胞の作製・・・・・・・・・・・・・・・・11 

 第五節 基原植物のフェノタイプについて・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 14 

 第六節 麦門冬メタノール抽出エキスの最適添加濃度の検討・・・・・・・・・・・15 

 第七節 SASPモデル細胞に対する麦門冬メタノール抽出エキスの抗炎症効果・・・16 

 第八節 麦門冬メタノール抽出エキスの HPLC profile分析と主要成分の単離精製・・16 

第九節 化合物 1 ‒ 4の最適添加濃度の検討・・・・・・・・・・・・・・・・・・19 

第十節 SASPモデル細胞に対する化合物 1 ‒ 4の抗炎症効果・・・・・・・・・・・20 

第十一節 SASPモデル細胞に対する漢方薬の抗炎症効果・・・・・・・・・・・・22 

第十二節 総括および考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・24 

第三章 瀉下活性成分 multiflorin A を含有するノイバラ Rosa multiflora Thunb. の分布調

査と生薬・営実の化学的品質評価法の検討・・・・・・・・・・・・・・・・27 

第一節 生薬・営実について・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・27 

ii



iii 
 

 第二節 現市場品における問題 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 28 

 第三節 日本に自生するノイバラ（R. multiflora）の HPLC profile分析 ・・・・・・ 29 

 第四節 日本に自生するバラ属ノイバラ節植物の HPLC profile分析・・・・・・・・31 

 第五節 韓国に自生するノイバラの HPLC profile分析・・・・・・・・・・・・・・36 

 第六節 長崎県対馬島・壱岐島に自生するノイバラの HPLC profile分析・・・・・・41 

 第七節 営実の化学的品質評価法の検討・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・44 

 第八節 総括および考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・47 

 

論文目録・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・49 

謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・51 

 

実験の部 

 

各種測定装置および使用溶媒等・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・55 

第二章の実験・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・57 

第三章の実験・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・73 

 

引用文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・83 

iii





 

 

 

 

総総論論のの部部 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





3 
 

第第一一章章  緒緒論論 

 

 漢方薬の主たる特性は，複数の生薬の組み合わせによる相乗効果で作用が発現するこ

とである．すなわち，漢方薬は，単一成分で構成される現代医薬品とは大きく異なり，

多成分系医薬品であると言える．また，これらの特性を 100 %発揮させるには，漢方医学

的な病態把握が必要となる．近年，臨床において現代医薬品と漢方薬を組み合わせた治

療が期待されている．すなわち，現代医療による最新の科学的エビデンスに基づいた治

療とともに，原因が特定できない症状や複雑な多数の要因から起こる症状に対して漢方

医学的観点からもアプローチすることで，治療の幅は大きく広がり，より良い治療効果

が得られると考えられている（Fig. 1-1）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig. 1-1 Difference between traditional Japanese medicine and Western medicine. 

Western medicine
Target:
Whole of the body 

Target: 
Specific organ 

Suitable for :
Indefinite symptoms 
Chronic disease by complex factor
Symptom associated with aging 

Suitable for :
Identifiable disease
Acute disease

Prescribed based on: 
Scientific evidence 

Prescribed based on:
Experience of doctors 
based on traditional Kampo theoretic  

Traditional Japanese medicine

Compounds:
Single compound

Compounds:
Mixture of compounds
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漢方医学では，身体の機能やその相関を示す「陰陽五行論」や，身体の構成要素と捉

えた「気・血・水」等の独自の指標から患者を診断し，患者の病態を表す「証」（自覚症

状や他覚的所見から患者の体質や体力，抵抗力，症状の現れ方等を総合的に診断したも

の）に基づいて漢方薬を処方する（Fig. 1-2, 1-3）． 
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肝 脾

肺腎

木

火

土

金水

相生の関係（AからBを生み出す）

相克の関係（AがCを制御する）

・体内に「気・血・水」を巡らせる
・「血」を貯蔵する肝

心
・血液を循環させる
・精神をコントロールする

脾
・栄養を吸収し運搬する
・栄養から「気・血・水」を作り出し運搬する
・血液が血管外へ漏れ出さないようにする

肺
・「気」や「水」を上や外へ巡らせる
・「気」や「水」を下や内へ巡らせる

腎
・体内の水分代謝を調節する
・先天の精（親由来）と後天の精（飲食物由来）を蓄える
・呼吸により吸収した大気を下へ降ろす

Fig. 1-2 漢漢方方医医学学理理論論ににおおけけるる身身体体のの機機能能やや構構成成要要素素（（五五行行論論とと五五臓臓のの関関係係））  

Fig. 1-3 漢漢方方医医学学理理論論ににおおけけるる身身体体のの機機能能やや構構成成要要素素（（陰陰陽陽論論とと気気血血水水概概念念））  
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しかしながら，現代医療において，漢方薬は西洋医学的な考えで一成分一標的のよう

に取り扱われ，その特性が十分に活かされていない場合が多い．この一因として，漢方

医学理論が中医学理論や鍼灸学理論に基づいて構築されてきたため，用語が難解で，現

代医学とは異なる知識が求められることが挙げられる．さらに，漢方薬は生薬の永年の

臨床経験により構築された「薬能」（生薬の経験的効能．補気，温裏，利水等がある）に

基づいて創製されていることも一因となっている．筆者は，これら「薬能」に対する科

学的なエビデンス不足を問題視しており，現代医療において漢方薬を積極的に治療に取

り入れるためには，伝統的「薬能」の科学的エビデンスに基づく評価が重要である．す

なわち，「薬能」の科学的エビデンスを構築することが，ひいては漢方薬のエビデンスの

構築につながると考えている． 

一方，その「薬能」は，生薬の品質に大きく左右され，1つの生薬の品質低下は漢方薬

の効能に大きな影響を与える．天然物である生薬においては，薬効成分や味，におい等

が均一で，且つ，それらが安定していることが重要となる． 

これらの背景より，筆者は，「薬能」の科学的評価の構築および品質の安定した生薬を

供給するための化学的品質評価法を検討した．伝統的「薬能」の科学的評価については，

生薬・麦門冬（バクモンドウ）の「薬能」である「滋陰作用」に着目した評価を実施し

た（第二章）．生薬の化学的品質評価については，近年，その品質の低下が著しい生薬・

営実（エイジツ）をとりあげ，日本および韓国に自生する基原植物の成分調査と植物学

的調査を実施した（第三章）． 
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第第二二章章  生生薬薬・・麦麦門門冬冬のの伝伝統統的的薬薬能能「「滋滋陰陰」」にに対対すするる科科学学的的評評価価 
 
 

第一節 生薬・麦門冬について 

 

 

 

 

 

 

 

 

麦門冬（バクモンドウ，OPHIOPOGONIS RADIX）は第十七改正日本薬局方において，

ユリ科ジャノヒゲ Ophiopogon japonicus Ker-Gawler (Liliaceae) の根の膨大部と規定され

ている 1)（Photo 2-1）．麦門冬は，麦門冬湯や清暑益気湯，辛夷清肺湯，温経湯等の医療

用漢方エキス製剤に配合される重要生薬であり，特に麦門冬湯は感染後の咳嗽や高齢者

の喀痰を伴わない乾性の慢性咳嗽に対して大学病院等の多くの医療機関で頻用されてい

る． 

麦門冬の伝統的薬能は「滋陰（じいん）」である．滋陰とは，身体を構成する要素「気・

血・水」のうち，「水」を補い身体に潤いを与える働きのことである．また，生薬が作用

する臓腑を示したものが「帰経（きけい）」で，麦門冬の帰経は「心・肺・胃」であり，

これらの臓腑に潤いを与え機能を改善する．注意点として，漢方医学における肺は，現

代医学における肺臓だけでなく皮膚も含んでいる．すなわち，大気と直接触れる人体の

器官を意味している． 

Photo 2-1 Ophiopogon japonicus Ker-Gawler 

OPHIOPOGONIS RADIX 
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麦門冬の成分研究においては，ophiopogonin A 2) ，ophiopogonin B 3)，ophiopogonin C 2)，

ophiopogonin D 4) 等 の ステ ロイ ド サポ ニ ン や， metylophiopogonanone A 5) ，

metylophiopogonanone B 5)，ophiopogonanone A 5, 6)，ophiopogonone A 7) 等のホモイソフラボ

ノイド，ポリサッカライド等が報告されている．また，薬理研究においては，麦門冬水

抽出エキスに抗炎症作用 8) ，ophiopogonin Dに抗酸化作用 9) や鎮咳作用 10) ，ophiopogonin 

B に抗がん作用 11) ，ポリサッカライド成分に抗糖尿病作用 12) 等が報告されている．一

方，伝統的薬能の「滋陰」に対する科学的な研究報告は少なく，薬能に対する科学的な

エビデンスに基づく評価が重要な課題である． 

 

 

第二節 滋陰作用に対する科学的視点からの仮説 

 

現代医療における急性炎症は，漢方医学理論（陰陽論）では「過剰な熱（陽）」と捉え

ることができる．過剰な熱を持った状態においては，清熱生薬（体を冷やす作用）を用

いて熱を取り除き，バランスを正常状態に戻す．一方，「過剰な熱（陽）」の存在に伴っ

て「水」が消耗する．この状態は，現代医療では慢性炎症と捉えることができる．すな

わち，「水（陰）」の不足によって崩れた体内のバランスに対して，滋陰生薬を用いて「水

（陰）」を補うことで身体の正常化を図る（Fig. 2-1）．このような考えから，滋陰作用を

有する生薬は，古くから高齢者の咳嗽等，慢性炎症を起因としている病態の治療に対し

て広く使用されてきた．そこで，滋陰作用を科学的に評価するにあたり，この慢性炎症

をターゲットとした．すなわち，最近の研究から，慢性炎症に大きく関与している細胞

老化に伴う SASP（第三節）に着目し，滋陰生薬の抗 SASP活性を調査した． 
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第三節 細胞老化と SASP 

 

正常細胞は，一定回数の分裂を繰り返すと分裂限界を迎え恒常的な細胞分裂停止状態

に入る．この現象は，染色体のテロメア短縮に起因し，複製老化（Replicative senescence: 

RS）と呼ばれる 13) ．また，分裂限界に達する以前においても細胞分裂停止が起こる場合

がある．この現象をストレス誘導性細胞老化（stress-induced premature senescence: SIPS）

と呼び，酸化ストレスや紫外線，発がん性物質等の要因によって DNAが損傷を受けた際

に起こるとされている 14, 15)．RS や SIPS はいずれも腫瘍抑制因子として人体に備わって

いる生体防御機能である．一方，近年，細胞老化に付随して IL-6，IL-8 等の炎症性サイ

トカインやケモカイン，vascular endothelial growth factor（VEGF）等の増殖因子，matrix 

metalloproteases（MMPs）等が分泌される現象である senescence-associated secretory 

phenotype（SASP）が明らかとなり，この SASPが慢性炎症性疾患やがんの促進に大きく

Fig. 2-1  漢漢方方医医学学ににおおけけるる炎炎症症のの捉捉ええ方方 

熱（陽） 水（陰）

陰陽のバランスが保たれた状態
（健康状態）

清熱生薬

滋陰生薬

現代医療では
急性炎症と捉えられる

過剰な「熱（陽）」

消耗した「水（陰）」

現代医療では
慢性炎症と捉えられる
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関与していると考えられるようになった 16)．本来，SASPは正常な生体防御機能として腫

瘍抑制や創傷治癒に機能し，老化細胞はマクロファージやナチュラルキラー（NK）細胞

によって速やかに除去される．しかし，加齢等に伴い生体の免疫機能が低下すると，老

化細胞が完全に除去されなくなり，生体内に徐々に蓄積されるようになる．その結果，

SASPが長期間にわたり続き，慢性炎症が促進されると考えられている（Fig. 2-2）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

培養細胞系において SIPSを誘導する方法として，過酸化水素（H2O2）による処理や 17-19) ，

紫外線照射による処理 20, 21) 等が報告されている．これらの方法で誘導した老化細胞にお

いては，細胞分裂速度の低下や細胞形態の変化がみられる．その他，SASPの発現や細胞

老化に付随する β-ガラクトシダーゼ（senescence-associated beta-galactosidase: SA-β-gal）の

過剰発現，サイクリン依存性キナーゼ（CDK）インヒビターである p16 や p21 の発現レ

ベルの上昇等が報告されており，これらは細胞老化の評価指標となっている 16, 17, 19)．さ

Fig. 2-2 Schematic diagram of chronic inflammation induced by cellular senescence. 
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Pro-tumorigenic

Short term Long term

Acute SASP

Normal cell

DNA damage

Cancer cell

Normal cell
SIPS

Permanent cell arrest
Senescent cell

Chronic disease
Age-related disease

Harmful effects for the body

Efficient clearance 
by immune systems

Tumor suppressor
Wound healing

10



11 
 

らに，Bakerや Xuらは，老化細胞を除去したマウスの健康寿命が延長したことを報告し

ている 22, 23)．すなわち，細胞老化と個体老化の関連性も明らかとなってきており，長期

にわたる老化細胞の累積は慢性的な SASPを引き起こし，個体老化の要因になると考えら

れている． 

 

 

第四節 H2O2処理による SASPモデル細胞の作製 

 

 麦門冬の「薬能」を評価するため，SASPモデル細胞の作製を試みた．細胞は，麦門冬

が伝統的に「肺」（皮膚）に対して作用すると考えられてきたことから，正常ヒト皮膚線

維芽細胞（Normal Human Dermal Fibroblasts: NHDF）を使用した．また，SIPSの誘導は，

RSが起こる以前（5-10継代の間）の NHDFに対し，H2O2処理を行った（Fig. 2-3）．細胞

老化の評価は，細胞形態の扁平化と分裂速度の低下，SA-β-galの検出，IL-6，IL-8，IL-1β

の遺伝子発現（SASP）がみられた際に細胞老化が誘導できたとした．添加する H2O2の濃

度については，複数の報告を基に，終濃度 15 μM, 25 μM, 100 μM, 200 μMの 4つの濃度に

ついて検討した 18, 19, 24)．評価の結果，終濃度 15µM，25µM の H2O2処理では未処理細胞

との差異が認められなかったが，終濃度 100 μM の H2O2で処理した細胞において，細胞

の扁平化と SA-β-gal の検出を認めた（Fig. 2-4）．また，細胞増殖率についても，培養後

48時間における増殖が未処理細胞は 3.13倍であったのに対し H2O2処理細胞は 1.40倍で

あり，分裂速度の低下を認めた．qRT-PCR法による IL-6，IL-8，IL-1βの遺伝子発現につ

いても，100 μMの H2O2処理細胞において有意な増加を認めた（Fig. 2-5）．以上より，本

研究において，終濃度 100 μM の H2O2が SASPを誘導できる最適濃度であると結論付け

た． 
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Fig. 2-4 Detection of SA-β-gal on senescent NHDF induced by 100 μM H2O2.  

Senescent NHDF induced by 100 μM H2O2 express SA-β-gal under confocal laser scanning 

microscopy (Ex: 488 nm, Em: 500 - 600 nm); scale bars, 100 μm 

Fig.2-3 The procedure for cellular senescence in NHDF by 100 µM H2O2 treatment.  
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Fig. 2-5 The expression levels of IL-6, IL-8 and IL-1β on senescent NHDF induced by 
100μM H2O2.  

Each mRNA was determined by using quantitative RT-PCR, with the data normalized with the 

internal control GAPDH gene and the results expressed as values relative to those of NHDF 
not treated with 100 μM H2O2 (n = 3). The data were analyzed using Student’s t-test. The data 

indicate the mean ± SD; *P < 0.05, **P < 0.01. 
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第五節 基原植物のフェノタイプについて 

 

麦門冬の基原植物であるジャノヒゲ Ophiopogon japonicus Ker-Gawlerには，複数のフェ

ノタイプ（表現型）が存在している．現在，ジャノヒゲ O. japonicus var. japonicus，ナガ

バジャノヒゲ O. ohwii，セッコウリュウノヒゲ O. chekiangensisの流通が知られており，

これらは総じて広義の意味で捉えたジャノヒゲ O. japonicusとして取り扱われている 25)．

すなわち，これら植物の取り扱いには多様な見解があり，ナガバジャノヒゲ O. ohwiiやセ

ッコウリュウノヒゲ O. chekiangensisをジャノヒゲ O. japonicusのシノニム（名前は異なる

が同植物）として捉える意見もある．基原植物に関するこのような問題は，麦門冬のみ

ならず生薬全体においてしばしばみられる．これらの理由から，本研究においては，中

国産の市場品麦門冬（基原植物はセッコウリュウノヒゲ O.chekiangensis 26) と報告されて

いるが，中国薬典では O. japonicusとみなされている）と，大阪府河内長野市で栽培した

麦門冬（基原植物は日本自生の O. japonicus var. japonicusで，日本薬局方で規定している

狭義の意味で捉えたジャノヒゲ）の 2種類を研究対象とした（Photo 2-2）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B)

Photo 2-2 OPHIOPOGONIS RADIX from two different original plants.  

(A) O. japonicus (O. chekiangensis) purchased at the market of Hong Kong.  

(B) O.japonicus (O. japonicus var. japonicus ) cultivated in Kawachinagano, Osaka, Japan. 
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第六節 麦門冬メタノール抽出エキスの最適添加濃度の検討 

 

SASPモデル細胞に対する 2種類の麦門冬メタノール抽出エキスの抗炎症効果を調査す

るにあたり，添加する麦門冬メタノール抽出エキスの最適濃度を検討した．終濃度 12.5 

μg/L，25 μg/L，50 μg/L，100 μg/L，200 μg/L について検討した結果，中国産麦門冬

（O.chekiangensis，ここでは Type Aとする）について終濃度 200 μg/Lで細胞毒性が認め

られたが，12.5 μg/L，25 μg/L，50 μg/L，100 μg/Lでは細胞毒性はみられなかった．一方，

日本産麦門冬（O. japonicus var. japonicus，ここでは Type Bとする）については，すべて

の濃度で細胞毒性はみられなかった（Fig. 2-6）．これより，麦門冬メタノール抽出エキス

の添加濃度を終濃度 12.5 μg/L，25 μg/L，50 μg/Lに決定した． 
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Fig. 2-6 Cell viability of senescent NHDF treated with methanol extracts from Type A (O. 

chekiangensis) and Type B (O. japonicus var. japonicus) of OPHIOPOGONIS RADIX. 
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第七節 SASPモデル細胞に対する麦門冬メタノール抽出エキスの抗炎症効果 

 

SASPモデル細胞に対する 2種類の麦門冬メタノール抽出エキス添加後の IL-6，IL-8，

IL-1βにおける遺伝子発現の変化を qRT-PCR法で調査した．その結果，IL-6と IL-8にお

いて発現の有意な抑制を確認した．一方，IL-1βについては，抑制傾向を示したが，有意

差は認められなかった（Fig. 2-7 A）．さらに IL-6については ELISA法によるタンパク産

生量を調査し，濃度依存的に有意な産生抑制を確認した（Fig. 2-7 B）．ポジティブコント

ロールとして，皮膚線維芽細胞に対するブレオマイシン処理や肺線維芽細胞に対する X

線照射処理によって誘導した SASP モデル細胞において抗炎症効果が報告されている，

apigeninの配糖体である apiinを使用した 27, 28)． 

 

 

第八節 麦門冬メタノール抽出エキスの HPLC profile分析と主要成分の単離精製 

 

 活性を示した 2種類の麦門冬メタノール抽出エキスについて HPLC profile分析を行っ

た結果，それぞれ主成分組成が異なる HPLC profile〔Type A（O.chekiangensis）, Type B（O. 

japonicus var. japonicus）〕を示した（Fig. 2-8）．そこで，各エキスを各種クロマトグラフィ

ーに付し，化合物 1－4を単離した．これらの化合物は各種 2次元 NMRスペクトルの解

析により，ホモイソフラボノイド成分の metylophiopogonanone A (1)，metylophiopogonanone 

B (2)，ophiopogonanone A (3) と同定した．また，LC / MS分析により，各指標成分として

Type Aから化合物 1と 2を，Type Bから化合物 1と 3と同定した．さらに，Type Aと Type 

Bの主ステロイドサポニン成分として ophiopogonin B (4) を単離，同定した（Fig. 2-8）． 
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Fig. 2-7 Anti-inflammatory effects of methanol extracts of OPHIOPOGONIS RADIX 

from Type A (O. chekiangensis) and Type B (O. japonicus var. japonicus) on senescent 

NHDF.  

(A) IL-6, IL-8, and IL-1β mRNA levels were determined using quantitative RT-PCR, with the 

data normalized with the internal control GAPDH gene, and the results were expressed as 

values relative to those of senescent NHDF not treated with the methanol extracts (n = 3).  

(B) Inhibition of IL-6 protein production by the methanol extracts (n = 3). Apiin was tested as a 

positive control. These data were analyzed using Tukey-Kramer post hoc test. The data indicate 

the mean ± SD; *P < 0.05, **P < 0.01. 
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Fig. 2-8 HPLC chromatograms for methanol extracts of Type A (O. chekiangensis) and 

Type B (O. japonicus var. japonicus) from OPHIOPOGONIS RADIX and their index 

compounds. 
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第九節 化合物 1 ‒ 4の最適添加濃度の検討 

 

麦門冬メタノール抽出エキスと同様，単離精製した化合物 1 ‒ 4の最適濃度を検討した．

その結果，化合物 1 ‒ 3 については終濃度 75µmol/L で細胞毒性が認められたが，3.75 

µmol/L，7.5 µmol/L，15 µmol/Lでは細胞毒性がみられなかった．一方，化合物 4につい

ては，35 µmol/Lで細胞毒性がみられた（Fig. 2-9）．これより，化合物 1 ‒ 4の添加濃度を

15 µmol/Lから 1.75 µmol/Lの範囲になるよう定めた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-9 Cell viability of senescent NHDF treated with metylophiopogonanone A (1), 

metylophiopogonanone B (2), ophiopogonanone A (3) and ophiopogonin B (4).  
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第十節 SASPモデル細胞に対する化合物 1 ‒ 4の抗炎症効果 

 

SASPモデル細胞に対する化合物 1 ‒ 4の IL-6，IL-8，IL-1βにおける遺伝子発現の変化

を，qRT-PCR法で調査した．その結果，IL-6と IL-8において遺伝子発現の有意な抑制を

確認した．一方，IL-1βについては，有意な差は認められなかった（Fig. 2-10 A）．さらに

IL-6については ELISA法によるタンパク産生量を調査し，濃度依存的に有意な抑制を確

認した（Fig. 2-10 B）．  
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Fig. 2-10  Anti-inflammatory effects of four compounds isolated from  methanol extract of 

OPHIOPOGONIS RADIX on senescent NHDF.    

(A) IL-6, IL-8 and IL-1β mRNA was determined using quantitative RT-PCR, with the data 

normalized with the internal control GAPDH gene and the results expressed as values relative 

to those of senescent NHDF not treated with compounds 1 ‒ 4 (n = 3).  

(B) Inhibition of IL-6 protein production by compounds 1 ‒ 4, respectively (n = 3).These 

compounds were not cytotoxic. Apiin was tested as a positive control. These data were 

analyzed using Tukey-Kramer post hoc test. The data indicate the mean ± SD; **P < 0.01.  
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第十一節 SASPモデル細胞に対する漢方薬の抗炎症効果 

 

 麦門冬の SASP抑制効果が明らかとなったことから，続いて，麦門冬を構成生薬に含む

漢方薬の SASPモデル細胞に対する抗炎症効果を調査した．同時に，伝統的「薬能」を参

考に，SASP 抑制効果が期待できる数種類の漢方薬について併せて評価した．すなわち，

麦門冬を構成生薬に含む漢方薬〔麦門冬湯（A）、清暑益気湯（B）、生脈散（C）〕，補気

生薬（「気・血・水」の「気」を補う生薬）を処方の中心とする漢方薬〔十全大補湯（D），

人参養栄湯（E），人参湯（F）〕および清熱生薬（過剰な熱を取り除く生薬）を含む漢方

薬〔黄連解毒湯（G），白虎加人参湯（H），茵蔯五苓散（I）〕の計 9 種類の漢方薬を調査

対象とした．SASPモデル細胞に対して細胞毒性が認められない濃度（500 µg / mL）の漢

方薬水抽出エキスを添加し，ELISA法による IL-6のタンパク産生量を調査した．その結

果，麦門冬湯，十全大補湯，人参湯，白虎加人参湯，茵蔯五苓散で有意な抑制が認めら

れた（Fig. 2-11）． 
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Fig. 2-11 Anti-inflammatory effects of Bakumondoto and other Kampo herbal extracts on 

senescent NHDF.  

(A) Bakumondoto (B) Seisyoekkito (C) Shoumyakusan (D) Zyuzentaihoto (E) Ninjinyoueito 

(F) Ninjinto (G) Ourengedokuto (H) Byakkokaninjinto (I) Inchingoreisan. These extracts were 

not cytotoxic (n = 3). These data were analyzed using Tukey-Kramer post hoc test. The data 

indicate the mean ± SD; *P < 0.05, **P < 0.01. 
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第十二節 総括および考察 

 

2種類の麦門冬メタノール抽出エキス〔セッコウリュウノヒゲ O. chekiangensis （Type A）

とジャノヒゲ O. japonicus var. japonicus （Type B）〕について SASPモデル細胞における

抗炎症効果を調査した．その結果，各エキスは IL-6および IL-8の遺伝子発現を有意に抑

制した．また，IL-6のタンパク産生量についても，濃度依存的に有意な抑制を認めた． 

一方，活性を示した 2種類の麦門冬メタノール抽出エキスは主成分組成が異なる HPLC 

profile を示し，Type A からホモイソフラボノイド成分の metylophiopogonanone A (1)と

metylophiopogonanone B (2)を，Type Bからmetylophiopogonanone A (1)と ophiopogonanone A 

(3)を同定した．さらに，両タイプから主ステロイドサポニン成分として ophiopogonin B (4)

を単離，同定した．化合物 1 ‒ 4は，IL-6および IL-8の遺伝子発現を有意に抑制した．

また，IL-6のタンパク産生量についても，濃度依存的に有意な抑制を認めた．以上より，

ホモイソフラボノイドやステロイドサポニン類の複数の成分が SASP 抑制効果を示し，

「滋陰」作用を示す麦門冬の慢性炎症に対する作用を科学的なエビデンスの基に評価し

た．また，両タイプの麦門冬は共に SASP抑制効果を示したことから，科学的な見解から

は，どちらも麦門冬の基原植物として相応しいと結論付けた． 

皮膚は人体における最大の器官であり，そのうち本研究で用いた線維芽細胞は最も多

い割合を占めている 29)．すなわち，麦門冬は身体の広範囲にわたる SASP を抑制する可

能性がある．その応用例として，全身性の慢性炎症疾患と捉えられている病態である「が

ん悪液質（cancer cachexia）」に対する治療が挙げられる．がん悪液質は進行がん患者の約

80%に認められる食欲不振を伴う栄養不良状態であり，恒常的な炎症性サイトカインの過

剰分泌による全身性炎症状態であることが明らかとなっている 30)．がん悪液質は食欲不

振や体重減少の主症状に加え，化学療法にも影響を及ぼす．さらに，進行した状態から
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の改善は困難であることから，早期からの介入が強く推奨されている 31)．近年，がん悪

液質の治療ターゲットとして「グレリン」が注目されている．グレリンは胃内分泌細胞

から産生される内因性ペプチドホルモンであり，食欲中枢に作用することで食欲を亢進

させる 32)．また，視床下部脳下垂体に作用し成長ホルモンやインスリン様成長因子の分

泌促進によるタンパク合成促進にも関与する 33)．その他，抗炎症作用 34)，心収縮 35) 等の

生理作用が明らかとなっている．2017 年，世界初のがん悪液質治療薬として開発された

経口グレリン様作用薬「アナモレリン」の大規模第三相試験が実施された 36)．一方，有

用性評価の指標や多剤相互作用の有無等には検討の余地があるとして，2019年 11月現在，

継続審議扱いとなっている 37, 38)．また，ステロイドや非ステロイド性消炎鎮痛剤（NSAIDs）

による薬物治療においては有害事象等により満足な結果は得られておらず，がん悪液質

の根本的治療法の確立が課題となっている 39)． 

がん悪液質に対して，最近，特定の漢方薬による有用性が明らかとなっている．基礎

研究において，六君子湯のがん悪液質モデルマウスにおける食欲不振改善や生存期間延

長の結果が報告されている 40, 41)．六君子湯の構成生薬のうち，陳皮の成分 hesperidin，

heptamethoxyflavoneおよび甘草の成分 isoliquiritigeninにグレリン分泌促進作用 42, 43)，白朮

の成分 atractylodinにグレリンシグナル増強作用 41)，茯苓の成分 pachymic acidにグレリン

代謝酵素の阻害作用が明らかとなっている 44)．また，六君子湯以外に，補中益気湯のが

ん悪液質モデルマウスにおける IL-6抑制効果が報告されている 45)．さらに，ランダム化

比較試験（Randomized Controlled Trial: RCT）では補中益気湯のがん性疲労の改善効果が

報告されている 46)． 

本研究で着目した「滋陰」は，漢方医学において「過剰な熱」（現代医療における炎症）

によって消耗した体内の「水」を補うことで炎症を鎮める作用である（第二節参照）．す

なわち，「過剰な熱」を取り除く清熱生薬とは異なるアプローチで炎症を鎮めていると考
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えられる．このため，漢方医学では清熱薬と捉えることができるステロイドや NSAIDs

で満足のいく結果が得られなかった全身性炎症状態に対し，治療効果が期待できると考

えている．現在，本研究で得られた結果を参考に，がん悪液質に対する漢方薬の治療効

果を後ろ向きに調査している．今後は，前向き観察研究等も考慮しながら，がん悪液質

に対する漢方薬の予防および治療効果をさらに調査したいと望んでいる． 

2018年 4月現在，国内には 148処方もの医療用漢方エキス製剤が存在している 47)．す

なわち，漢方薬は，莫大な時間や開発費をかけることなく様々な薬物治療に取り入れる

ことができる．満足な治療法が確立されていない病態や症状に対して，漢方医学の特性

を保持し，且つ，科学的エビデンスに基づいた漢方処方を提案することで，複雑な病態

の治療効果は向上すると期待している． 
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第第三三章章  瀉瀉下下活活性性成成分分 multiflorin A をを含含有有すするるノノイイババララ Rosa multiflora Thunb.のの 

分分布布調調査査とと生生薬薬・・営営実実のの化化学学的的品品質質評評価価法法のの検検討討 

 

第一節 生薬・営実について 

 

 

 

 

 

 

営実（エイジツ，ROSAE FRUCTUS）は第十七改正日本薬局方において，バラ科ノイ

バラ Rosa multiflora Thunberg（Rosaceae）の偽果又は果実と規定されている 48)（Photo 3-1）． 

現在，営実が配合される処方は医療用漢方エキス製剤には存在しないが，瀉下作用を期

待して「毒掃丸」等の家伝薬に配合されている．また，主瀉下活性成分として，kaempferol

配糖体の multiflorin Aが報告されている 49)（Fig. 3-1）．これまで，瀉下作用の詳細なメカ

ニズムは解明されていなかったが，最近，multiflorin Aが腸管バリア機能を一時的に低下

させることが明らかとなった 50)．また，multiflorin Aのグルコース 6位のアセチル基が活

性に重要な役割を持ち，その作用点は小腸であると推定されている 51)．一方，瀉下作用

以外に，multiflorin Aのアロマターゼ阻害作用 52) や血糖降下作用 53) が報告されている．

さらに，営実は抗炎症作用 54) や抗酸化作用 55)，保湿作用 56) 等を期待して化粧品にも広

く利用されている． 

Photo 3-1 Rosa multiflora Thunberg 
ROSAE FRUCTUS   
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第二節 現市場品における問題 

 

 市場品・営実のほぼ全ては中国や韓国からの輸入に頼っているが，これらの生薬は，

瀉下活性成分の multiflorin Aを含有せず，瀉下作用も弱いことが報告されている 57)．ま

た，日本薬局方には multiflroin Aを検出する確認試験は規定されておらず，フラボノイド

成分全般の確認反応であるマグネシウム塩酸反応が採用されているのみである 48)．この

ような背景から，市場品の現状や瀉下作用が低下している原因を明らかにするため，日

本国内に自生するノイバラ類および市場品の主な原産国の韓国に自生するノイバラにつ

いて，成分調査と植物形態学的調査を実施した．また，瀉下活性成分を安定して含有す

る営実の供給を目的に，化学的品質評価法の構築を試みた． 

 

 

 

 

multinoside A (1) Mw: 610

multinoside A acetate (4) Mw: 652 multiflorin A (5) Mw: 636

multiflorin B (3) Mw: 594quercetin-3-O-α-L-rhamnoside
(quercitrin) (2) Mw: 448

Fig. 3-1 Structure of multiflorin A. 
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第三節 日本に自生するノイバラ（R. multiflora）の HPLC profile分析 

 

日本に自生するノイバラ（R. multiflora）の成分調査を行うため，ノイバラ果実（偽果

を含む）を秋田県，青森県，岐阜県，長野県，京都府，大阪府，奈良県，兵庫県，和歌

山県，岡山県，福岡県で採集し，HPLC profile分析を行った．その結果，すべてのサンプ

ルは同一のクロマトグラムパターンを示した（Fig. 3-2 A）．次に，各指標成分ピークを明

らかにするため，ノイバラ果実のメタノール抽出エキスを各種クロマトグラフィーに付

し，化合物 1－5を単離した．また，これらの化合物は各種 NMRスペクトルの解析によ

り，multinoside A (1)，quercetin-3-O-α-L-rhamnoside (quercitrin) (2)，multiflorin B (3)，

multinoside A acetate (4)，multiflorin A (5)と同定した（Fig. 3-2 B）．さらに，各ピークの同

定は LC/MS 分析により行った．これらの化合物は，8月に採集した未熟な緑色の果実に

おいても確認された．以上より，日本に自生するノイバラ（R. multiflora）は，個体や採

集時期に関わらず multiflorin Aを含有することを明らかにした． 
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Fig. 3-2 HPLC profile of methanol extract from Rosa multiflora fruits collected in 

Okayama, Japan (A) and structure of index main compounds (B). 

multinoside A (1)   Mw: 610

multinoside A acetate (4) Mw: 652 multiflorin A (5) Mw: 636

multiflorin B (3) Mw: 594quercetin-3-O-α-L-rhamnoside
(quercitrin) (2)   Mw: 448
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第四節 日本に自生するバラ属ノイバラ節植物の HPLC profile分析 

 

 ノイバラは，バラ属の中でも花柱の一部が癒合することでノイバラ節（Synstylae 節）

として分類されている．ノイバラ節に属する植物は，日本において，ノイバラ（R. multiflora 

var. multiflora），ツクシイバラ（R. multiflora var. adenochaeta），フジイバラ（R. fujisanensis），

ミヤコイバラ（R. paniculigera），ヤブイバラ（R.onoei var. onoei），アズマイバラ（R. onoei 

var. oligantha），モリイバラ（R. onoei var. hakonensis），ヤマイバラ（R. sambucina），テリ

ハノイバラ（R. luciae）等が知られている 58)．一方，これらは形態的変異が大きく種の範

囲が曖昧で，近年も遺伝子解析により詳細な分類が進められているが，依然として分類

学的に難しいとされている 59-61)．現市場品に multiflorin類が検出されないことから，輸入

品の基原植物に疑問を持った．すなわち，ノイバラ（R. multiflora var. multiflora）とこれ

ら近縁植物が混同している可能性を考えた．そこで，神奈川県，山梨県，大阪府，兵庫

県，岡山県，愛媛県，香川県，高知県，徳島県，長崎県，福岡県においてバラ属ノイバ

ラ節（Rosa section Synstylae）植物の果実を採集し，multiflorin類の含有調査を実施した．

併せて，これらの植物形態学的調査を実施した（Table 3-1, Photo 3-2）． 

分析の結果，ヤマイバラ（R. sambucina）を除くすべてのバラ属ノイバラ節（Rosa section 

Synstylae）植物は，ノイバラ（R. multiflora var. multiflora）と同一の HPLCクロマトグラ

ムパターンを示した（Fig. 3-3）．一方，テリハノイバラ（R. luciae）については，multiflorin 

Aを含有する個体群（Type Ⅰ）と multiflorin Aを含有しない個体群（Type Ⅱ）の 2つのケ

モタイプの存在を明らかにした（Fig. 3-4 A）． 
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次に，multiflorin Aを含有しない Type Ⅱの指標成分ピークを同定するため，Type Ⅱを示

したテリハノイバラ果実のメタノール抽出エキスを各種クロマトグラフィーに付し，化

合物 6－10を単離した．また，これらの化合物は，各種 2次元 NMRスペクトルの解析に

より，hyperin (6)，isoquercitrin (7)，quercetin 3-O-glucuronide (8)，3'-methoxy-isoquercitrin (9)，

quercetin 3-O-β-D-(6"-O-(E)-p-coumaryl) glucopyranoside (10)と同定した（Fig. 3-4 B）．さら

に，各ピークの同定は LC/MS分析により行った．各タイプは，フラボノール配糖体の糖

鎖構造において差異がみられた．すなわち，Type Ⅰ は kaempferolおよび quercetinの 3位

にラムノースが結合した構造（multiflorin 類）を基本としているのに対し，Type Ⅱ は

quercetinの 3位にグルコースやグルクロン酸が結合した構造を基本としていた． 

一方，ヤマイバラ（R. sambucina）およびテリハノイバラ（R. luciae）の両種は，植物

形態学的観点から他のバラ属ノイバラ節（Rosa section Synstylae）植物と明確に分類可能

であったことから，基原植物ノイバラ（R. multiflora var. multiflora）と混同する可能性は

低いと考察した． 

Species
Location

Altitude (m)
City Prefecture Latitude Longitude

R. multiflora var. multiflora Miyaji Fukutsu Fukuoka 33°46'59"N 130°29'29"E 110

R. multiflora var. adenochaeta Shibetsushiyama Niihama Ehime 33°54'05"N 133°18'41"E 860

R. luciae Yura Sumoto Hyogo 34°30'55" N 134°92'64"E 1

R. fujisanensis Hirano Yamanakako Yamanashi 35°45'19" N 138°93'05"E 1090

R. paniculigera Syuku Okayama Okayama 34°41'49" N 133°55'35"E 50

R. onoei var. onoei Shibetsushiyama Niihama Ehime 33°51'14"N 133°21'04"E 730

R. onoei var. oligantha Kitahassaku Yokohama Kanagawa 35°32'02"N 139°32'02"E 25

R. onoei var. hakonensis Besshiyama Niihama Ehime 33°50'56"N 133°24'25"E 860

R. sambucina Bitchu Takahashi Okayama 34°48'10"N 133°25'53"E 160

Table 3-1 The main collection sites of Rosa section Synstylae (Rosaceae) in Japan. 
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Photo 3-2 Rosa section Synstylae 

R. luciae 

R. multiflora var. adenochaeta 

R. paniculigera 

R. onoei var. onoei 
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Fig. 3-3 HPLC profiles of each methanol extracts from Rosa section Synstylae fruits 

collected in Japan.
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(A) 

(B) 

Fig. 3-4 HPLC profile of methanol extracts from Rosa luciae fruits collected in Japan (A) 
and structure of index main compounds from Type Ⅱ (B).  
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35



36 
 

第五節 韓国に自生するノイバラの HPLC profile分析 

 

 市場品の主な原産国である韓国においては，ノイバラ（R. multiflora var. multiflora）の

他，テリハノイバラ（R. luciae）や R. maximowiczianaの分布が知られている．韓国に分布

するノイバラ（R. multiflora var. multiflora）を植物形態学的に調査し，採集した果実につ

いて HPLC profile分析を行った（Table 3-2）．その結果，韓国には multiflorin Aを含有す

る個体群（Type Ⅰ）と multiflorin Aを含有しない個体群（Type Ⅱ）の 2つのケモタイプが

存在していた（Fig. 3-5）．これらのケモタイプは日本国内においてはテリハノイバラ（R. 

luciae）にみられた（第四節参照）．また，両種の HPLC クロマトグラムパターンがよく

類似していたことから，LC/MS分析により詳細な比較を行った．その結果，化合物 6，7

に由来する m/z 463のマスクロマトグラムや，化合物 8，9に由来する m/z 477のマスクロ

マトグラムが良い一致を示した（Fig. 3-6）．以上のことから，日本に自生するテリハノイ

バラ（R. luciae）に存在していた2つのケモタイプが，韓国においてはノイバラ（R. multiflora 

var. multiflora）に存在することを明らかにした．一方，2つのケモタイプについては植物

形態学的判別を試みたが，ケモタイプと形態に関連性はみられず，判別は不可能だった．

また，生薬としての外部形態も一致した（Photo 3-3）．さらに，それらの分布についても

明らかな規則性はみられず，その分布割合は multiflorin Aを含有しない Type Ⅱが 24サン

プル中 13サンプル（54.2%）であり，Type Ⅰよりやや多い傾向にあった（Fig. 3-7）． 
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Table 3-2 The main collection sites of Rosa multiflora in South Korea. 

Code no. Chemotype
Location

Altitude (m)
City Latitude Longitude

K1-2 Type Ⅱ Sancheong-gun, Gyeongsangnam-do 35°18'34"N 127°53'57"E 170

K3 Type Ⅱ Hamyang-gun, Gyeongsangnam-do 35°25'58"N 127°44'00"E 230

K4-7 Type Ⅰ Yeonggwang-gun, Jeollanam-do 35°18'51"N 126°22'56"E 120

K8-9 Type Ⅱ Yeonggwang-gun, Jeollanam-do 35°21'51"N 126°25'01"E 15

K10-12 Type Ⅰ Damyang-gun, Jeollanam-do 35°15'15"N 126°53'52"E 30

K13-15 Type Ⅱ Gwangyang-si, Jeollanam-do 34°59'07"N 127°46'19"E 20

K16 Type Ⅱ Haman-gun, Gyeongsangnam-do 35°17'36"N 128°20'49"E 30

K17-22 Type Ⅰ, Type Ⅱ Suwon-si, Gyeonggi-do 37°19'44"N 127°00'51"E 130

K23-24 Type Ⅰ, Type Ⅱ Geumsan-gun, Chungcheongnam-do 36°06'04"N 127°30'05"E 150
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Photo. 3-3 Rosa multiflora fruits of two chemotypes (Type Ⅰ and Type Ⅱ) collected in 

South Korea.  

Fig. 3-5 HPLC profile of methanol extracts from Rosa multiflora fruits collected in South 

Korea.  
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Fig. 3-6 Comparison of the chemotypes (Type Ⅱ) observed in Rosa multiflora var. multiflora 
growing in South Korea and Rosa luciae growing in Japan using LC/MS analysis. 

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

%

0

100 TIC
2.11e7

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

%

0

100 TIC
1.30e7

Total ion chromatograms

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

%

0

100 463
7.89e6

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

%

0

100 463
2.70e6

Mass chromatograms of m/z 463

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

%

0

100 477
6.24e6

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

%

0

100 477
1.65e6

Mass chromatograms of m/z 477

R. luciae growing in Japan R. multiflora var. multiflora 
growing in South Korea  

TIC
2.11e7

TIC
1.30e7

463
7.89e6

463
2.70e6

477
6.24e6

477
1.65e6

39



40 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Seoul 
Suwon 

Daejeon 

Gwangju 

Daegu 

Busan 
Tsushima Is. 

Ikishima Is. Fukuoka 

Hiroshima Osaka 

Kyoto 

REP. OF KOREA 

JAPAN 

KYUSYU 

K1-2 K4-7 
K8-9 

K10-12 

K13-15 
K16 

K17-22 

K23-24 

K3 

Fig. 3-7 Distribution of two chemotypes of Rosa multiflora growing in South Korea.  

Presence of multiflorin A (Type Ⅰ) 
Absence of multiflorin A (Type Ⅱ) 

40



41 
 

第六節 長崎県対馬島・壱岐島に自生するノイバラの HPLC profile分析 

 

 日本と韓国に自生するノイバラの調査結果を受け，Type Ⅱのケモタイプを持つノイバラ

のさらなる分布調査を行うことを目的に，韓国まで 49.5 kmに位置し，ユーラシア大陸と

の共通種が多く分布する長崎県対馬島および対馬島と九州の中間に位置する壱岐島にお

いて調査を行った（Table 3-3）． 

HPLC profile分析の結果，対馬島は韓国と同様に，multiflorin Aを含有する Type Ⅰ と

multiflorin Aを含有しない Type Ⅱ の 2種類のケモタイプが混在していた．一方，その分

布は規則性がみられなかった韓国とは異なり，北部は Type Ⅰ と Type Ⅱ が混在していた

のに対し，南部は multiflorin Aを含有する Type Ⅰ のみが分布していた．すなわち，対馬

北部は韓国と同様であり，南部は日本本土と同様の分布であった．北部の Type Ⅱの分布

割合は 13サンプル中 10サンプル（66.7%）で，Type Ⅰより多い傾向にあった．また，壱

岐島は日本本土と同様で multiflorin Aを含有する Type Ⅰ のみが分布していた（Fig. 3-8）． 
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Table 3-3 The main collection sites of Rosa multiflora in the Tsushima and Ikishima islands. 

Latitude Longitude

T1 Type Ⅰ 34°07'43"N 129°15'27"E 20

T2-3 Type Ⅰ 34°06'18"N 129°14'01"E 10

T4 Type Ⅰ 34°06'45"N 129°12'09"E 0

T5 Type Ⅰ 34°08'03"N 129°11'14"E 50

T6 Type Ⅱ 34°16'28"N 129°12'10"E 50

T7 Type Ⅰ 34°16'28"N 129°12'10"E 50

T8 Type Ⅱ 34°17'01"N 129°21'37"E 40

T9 Type Ⅱ 34°17'57"N 129°21'28"E 40

T10 Type Ⅰ 34°18'16"N 129°21'24"E 0

T11 Type Ⅰ 34°30'43"N 129°20'36"E 100

T12 Type Ⅱ 34°30'43"N 129°20'36"E 100

T13 Type Ⅰ 34°32'03"N 129°21'09"E 10

T14 Type Ⅱ 34°39'48"N 129°26'23"E 10

T15 Type Ⅱ 34°39'48"N 129°26'23"E 10

T16 Type Ⅰ 34°31'56"N 129°27'07"E 0

T17-18 Type Ⅱ 34°29'21"N 129°23'57"E 70

T19 Type Ⅱ 34°23'24"N 129°21'15"E 0

T20 Type Ⅱ 34°20'11"N 129°21'49"E 0

T21 Type Ⅱ 34°18'48"N 129°21'22"E 0

T22 Type Ⅰ 34°09'54"N 129°16'59"E 30

T23 Type Ⅰ 34°09'24"N 129°13'07"E 30

T24-26 Type Ⅰ 34°11'21"N 129°10'54"E 10

T27-28 Type Ⅰ 34°16'17"N 129°18'03"E 10

T29 Type Ⅰ 34°38'27"N 129°20'25"E 10

T30 Type Ⅰ 34°11'56"N 129°17'28"E 10

I1 Type Ⅰ 33°45'14"N 129°47'02"E 30

I2 Type Ⅰ 33°45'33"N 129°47'34"E 20

I3 Type Ⅰ 33°48'23"N 129°44'25"E 10

I4 Type Ⅰ 33°49'07"N 129°44'02"E 30

I5 Type Ⅰ 33°50'10"N 129°41'13"E 40

I6 Type Ⅰ 33°49'04"N 129°41'01"E 10

I7 Type Ⅰ 33°48'04"N 129°40'07"E 90

I8 Type Ⅰ 33°46'59"N 129°40'24"E 30

I9 Type Ⅰ 33°45'20"N 129°43'51"E 100Yutake-konzakafure, Ashibe-cho

Ourafure, Gounoura-cho

Satofure, Gounoura-cho

Hongu-minamifure, Katsumoto-cho

Sakamotofure, Katsumoto-cho

Tsutsu-naiin, Izuhara-machi

Hakozaki-nakayamafure, Ashibe-cho

Nakanogo-nakafure, Ashibe-cho

Tsutsukihama, Ishida-cho

Tsutsukihama, Ishida-cho

Higashizato, Izuhara-machi

Sago, Kamiagata-cho

Kechi, Mitsushima-cho

Koutsuki, Izuhara-machi

Tsutsu, Izuhara-machi

Oura, Izuhara-machi

Tamazuke, Mitsushima-cho

Kofunakoshi, Mitsushima-cho

Ogata, Mitsushima-cho

Are, Izuhara-machi

Are, Izuhara-machi

Tsutsu, Izuhara-machi

Tsutsu, Izuhara-machi

Kashitaki, Kamiagata-cho

Kashitaki, Kamiagata-cho

Kashitaki, Kamiagata-cho

Oyama, Mitsushima-cho

Kusubo, Mitsushima-cho

Urasoko, Toyotama-cho

Shitaka, Mine-machi

Hitoe, Kamitsushima-machi

Oura, Kamitsushima-machi

Oura, Kamitsushima-machi

Kuwa, Izuhara-machi

Code no. Chemotype
Location

Altitude (m)
City
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Fig. 3-8 Distribution of two chemotypes of Rosa multiflora growing in Tsushima and 
Ikishima islands.  
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第七節 営実の化学的品質評価法の検討 

 

 日本および韓国に自生するノイバラ果実の multiflorin A をはじめとするフラボノール

配糖体（multiflorin類）の含量調査の結果，地域によるばらつきがみられた（Fig. 3-9）．

一方，瀉下作用を目的に生薬・営実を使用する場合は，瀉下活性成分を確実に含有する

ことと同時に，それらの含有量が安定していることが重要である．そこで，瀉下活性成

分を安定して含有するノイバラの国内栽培化を目的に，営実の化学的品質評価法の確立

を試みた． 

 評価には，マウスに対する瀉下活性が報告されている multiflorin A （ED50値：30 mg/kg），

multinoside A acetate（150 mg/kg），multiflorin B（222 mg/kg）の 3成分を考慮した 49, 62)（Table 

3-4）．すなわち，multinoside A acetate含量および multiflorin B含量に multiflorin Aの活性

強度を 1としたときの活性強度（multinoside A acetate: 0.200，multiflorin B: 0.135）をそれ

ぞれの含量に乗じて換算することで，全瀉下活性成分含量を「Total multiflorin A」含量と

して算出した（Table 3-5）．Total multiflorin A含量として各営実の瀉下活性成分量を比較

することで，主瀉下活性成分 multiflorin A以外の成分含量も考慮した評価が可能となった．

現在，秋田県美郷町において，Total multiflorin A含量を 1.20 %－2.30 %の範囲で管理する

ことで栽培系統を選抜し，栽培化を進めている． 
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Fig. 3-9 Comparison of the total flavonoid content of Rosa multiflora fruits growing in 
South Korea, Tsushima , Ikishima Islands, and the main land of Japan. 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5

South Korea

Tsushima Island(North)

Tsushima Island(South)

Ikishima lsland

The main land of Japan

compound 1 compound 2 compound 3 compound 4 compound 5

multinoside A (1)

quercitrin (2)

multiflorin B (3)

multinoside A acetate (4)
multiflorin A (5)

Collected site N compound 1 compound 2 compound 3 compound 4 compound 5 total flavonoid

The main land of Japan 10 0.829±0.228 0.357±0.088 0.296±0.069 2.591±0.904 0.205±0.118 4.279±1.224

Ikishima lsland 9 0.440±0.184 0.105±0.042 0.151±0.050 1.237±0.580 0.047±0.034 1.981±0.808

Tsushima Island (South) 6 0.566±0.306 0.080±0.034 0.237±0.149 1.538±0.865 0.105±0.112 2.527±1.279

Tsushima Island (North) 5 0.261±0.098 0.063±0.013 0.079±0.015 0.496±0.266 0.012±0.005 0.911±0.385

South Korea 8 0.313±0.118 0.078±0.012 0.133±0.038 0.980±0.403 0.056±0.039 1.561±0.544

N: the number of samples Each value represents the mean ± standard deviation.
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Table 3-5 “Total multiflorin A” content of Rosa multiflora fruits collected in Japan.  

Table 3-4 ED50 values of three compounds and their conversion factor for purgative 
property. 

Compound name ED50  (mg/kg) Conversion factor of multiflorin A
multiflorin A 30 1

multinoside A acetate 150 0.2
multiflorin B 222 0.135

sennoside A (stimulant purgative) 13 2.3

Compound name multiflorin A multinoside A acetate multiflorin B Total flavonoide 

Converted content (%) 0.338 0.639 0.0591 1.04
Total multiflorin A

Conversion factor for multiflorin A content 1 0.2 0.135 ―

Content (%) 0.338 3.194 0.4380 3.97
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第八節 総括および考察 

 

日本本土に自生するノイバラについて HPLC profile 分析を行った結果，分析した全て

の果実は multiflorn Aを含有していた．一方，市場品の主な原産国である韓国および長崎

県対馬島では multiflorin A を含有するケモタイプ（Type Ⅰ）と multiflorin Aを含有しない

ケモタイプ（Type Ⅱ）の 2つのケモタイプが存在していた．また，これら 2つのケモタイ

プは日本国内において，テリハノイバラ（R. luciae）に存在した．各タイプの差異は，

kaempferol およ び quercetin の 3 位に結 合 する 糖鎖 構造 の違 いで あ り ，

3-o-L-rhamnosyltransferaseの有無が関与していると考えられる．すなわち，この酵素の遺

伝子が欠損または発現していない場合は，multiflorin A類を含有しないケモタイプ（Type 

Ⅱ）となる可能性が考えられた．一方，各タイプは植物形態学的に同一であり，区別する

ことは不可能であった．これより，2つのケモタイプについてはその生態学や進化論，遺

伝学的研究による解明も必要である．また，本研究で明らかにした韓国および対馬島に

おけるケモタイプの分布については，数万年前に大陸や日本列島から離れて誕生したと

推測されている対馬の地史や，植物地理学的な観点からの更なる検討も重要となる． 

韓国に自生するノイバラを基原植物とした場合，multiflorin Aを含有しない営実が輸入

される可能性があり，これは現市場品の瀉下作用が弱い一因であると考えた．また，輸

入した製造ロットごとにケモタイプが異なり，品質が安定しなくなることも想定された． 

第十三改正日本薬局方以前に収載されていた営実は，「エイジツ R. multiflora またはそ

の他近縁植物の偽果または果実」と規定されており 63)，近縁植物を基原とした営実が市

場で確認されている 64)．一方，第十四改正以降「『その他近縁植物』とされていたテリハ
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ノイバラ（Rosa wichuraiana Crépin）は市場で見られない」という理由より，その文言は

削除されている 65, 66)．これより，過去には本研究で調査したヤマイバラ（R. sambucina）

や Type Ⅱのテリハノイバラ（R. luciae）のような multiflorin Aを含有しない近縁植物が基

原となっていた可能性もある．また，中国最古の本草書である「神農本草経」において，

営実は無毒で長期使用が可能とされる「上品」に収載され，中国では古くから利水や解

毒効果を目的として浮腫や脚気等に対して用いられてきた 64, 67)．一方，本草書中には瀉

下薬という記載は認められず，瀉下作用は日本国内で独自に発展した使用目的であると

考えられる． 

以上のように，営実は，基原植物に近縁植物が含まれていたことや日本国内外で使用

目的が異なるという背景があり，これらも瀉下作用が弱い営実が流通した一因であると

考察した．第十七改正日本薬局方における営実の確認試験はマグネシウム塩酸反応によ

るフラボノールの呈色であり 48)，multiflorin Aの確認試験は規定されていない．このため，

現市場品の multiflorin A を含有しない営実も確認試験に適した場合は生薬として適合す

るが，日本国内で瀉下作用を主目的として使用する場合は，multiflorin Aを安定して含有

する，日本本土のノイバラ（Type Ⅰ）を基原植物とすることが望ましいと結論付けた． 

現在，秋田県美郷町において国産営実（Type Ⅰ）の安定供給に向けた栽培化を実施して

いる．栽培用ノイバラは，Total multiflorin Aを一定量含有し収穫作業効率も考慮したトゲ

の無い系統を選抜した．また，Total multiflorin A含量を基に選抜系統を絞り，挿し木によ

る増殖を行っている．今後，収穫した果実の Total multiflorin A含量を定期的に測定する

ことで，瀉下活性成分を安定して含有する国産営実の生産が確立されることが望まれる． 
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各各種種測測定定装装置置おおよよびび使使用用溶溶媒媒等等 

 

実験に用いた各種測定装置は次の通りである．質量分析装置：JEOL-MS 700 V；NMR

装置（600 または 400 MHz proton NMR，150 または 100 MHz carbon NMR）：Agilent 

VNMRS-600または-400（Santa Clara, CA, USA）；内部標準：tetrametylsilane（δ 0 ppm）；

UHPLC：SHIMADZU UHPLC system（SHIMADZU, Kyoto, Japan）；HPLC：SHIMADZU HPLC 

systemまたは JASCO HPLC system（JASCO, Osaka, Japan）；LC/MS：Waters ACQUITY TQD 

LC/MS/MS system（Milford, MA, USA）；CO2インキュベーター：KM-CC17R2（Panasonic, 

Tokyo, Japan）；自動細胞測定装置：Automated Cell Counter LUNA Ⅱ™（Biosystems, 

Barcelona, Spain）；卓上小型遠心分離機：2420（KUBOTA, Tokyo, Japan）；紫外可視分光

光度計：UV mini 1240 UV-Vis Spectrophotometer（SHIMADZU, Kyoto, Japan）；サーマルサ

イクラー：MyCycler（Bio-Rad, CA, USA）；qRT-PCR：StepOneTM software ver.2.2.2（Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA）．マイクロプレートリーダー：Model 680 XR（Bio-Rad, CA, 

USA）． 

実験に用いた溶媒等は次の通りである．HPLC 移動相：acetonitrile，methanol（Nacalai 

Tesque, Kyoto, Japan）；NMR測定溶媒：methanol-d4 ，CDCl3（Merck, Darmstadt, Germany），

pyridine- d5（Eurisotop, Saint-Aubin, France）；シリカゲル：PSQ-100B（Fuji Silysia Chemical 

Ltd, Aichi, Japan），薄層クロマトグラフィー（TLC）：Silica gel 60 F254（Merck, Darmstadt, 

Germany）；蒸留水：Millipore Milli-Q（Bedford，MA，USA）． 

また，生薬の調製には次の機器を使用した．乾燥機：WINDY OVEN WFO-1000ND

（EYELA, Tokyo, Japan）；粉砕機：Wander Blender（Osaka Chemical, Osaka, Japan）． 
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第第二二章章のの実実験験 

 

細胞 

 細胞は，正常ヒト皮膚線維芽細胞（Normal Human Dermal Fibroblasts: NHDF）（KURABO，

Osaka, Japan）（Lot: 00978）を使用した． 

 

試液と培地 

培地 

 5%ウシ胎児血清（Fetal Bovine Serum: FBS）含有ダルベッコ変法イーグル培地

（Dulbecco’s Modified Eagle Medium: DMEM），1% FBS含有 DMEM，無血清 DMEMを使

用した．調製は，次の通りに行った．すなわち，DMEM培地粉末（NISSUI，Tokyo, Japan）

4.51 g（1% FBS含有 DMEMは 4.70 g）を蒸留水 475 mL（495 mL）に溶解した．高圧蒸

気滅菌（121℃，20分）した後，7.5 %炭酸水素ナトリウム（NaHCO3）7.2 mL（7.5 mL）

と 200 mM L-グルタミン 10 mLを加えた．FBS （Biowest，MO, USA）（Lot: S14411S1820）

25 mL（5 mL）を加え，5 % FBS含有 DMEM（1 % FBS含有 DMEM）とした．無血清培

地は，DMEM培地粉末 4.70 gを蒸留水 495 mLに溶解し，高圧蒸気滅菌（121℃，20分）

した後，7.5 % NaHCO3 7.5 mLと 200 mM L-グルタミン 10 mLを加えた． 

 

7.5 % NaHCO3 

炭酸水素ナトリウム（NaHCO3）（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）7.5 gを高圧蒸気滅菌し

（121℃，20分），滅菌蒸留水 100 mLに溶解した． 
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200 mM L-グルタミン 

L-グルタミン（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）2.92 gを蒸留水 100 mLに溶解した．溶液

は 0.2 µmのメンブランフィルター（ステラディスク 25）（KURABO, Osaka, Japan）を用

いてろ過滅菌した． 

 

PBS (－)  

塩化ナトリウム（NaCl）40 g，塩化カリウム（KCl）1.0 g，リン酸二水素カリウム（KH2PO4）

1.0 g（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を蒸留水 500 mLに溶かし，121℃の高圧蒸気滅菌を

20分間行った〔10倍濃度 PBS (－)〕．10倍濃度 PBS (－) 50 mLを蒸留水 450 mLに溶解し，

高圧蒸気滅菌（121℃，20分）を行った． 

 

PBS (+) 

 塩化カルシウム（無水物）（CaCl2）50 mg，塩化マグネシウム（六水和物）（MgCl2・6H2O）

50 mg（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を蒸留水 100 mLに溶かした溶液を，PBS (－) 400 mL

に加えた． 

 

トリプシン 

 2.5 g / L-トリプシン/ 1 mmol / L-EDTA溶液（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を使用した． 

 

H2O2 

 過酸化水素（過酸化水素水 30 %）（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を使用した． 
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細胞培養 

凍結保存していた NHDFを 100 mm dishに 5×105 cells / dishの密度で播種し，CO2イン

キュベーター（37 ℃，5 % CO2）内で培養した．3日から 4日毎に培地交換を行い，サブ

コンフルエントの時点で継代を行った．継代は，次の通りに行った．すなわち，37 ℃の

ウォーターバス内で培地，PBS (－)，トリプシンを温めた．回収する dish と同じ本数の

遠沈管に 5 % FBS含有 DMEMを 5 mLずつ加えた．アスピレーターで 100 mL dis 

hの培地を吸い取り，PBS (－) 10 mLで洗浄した．トリプシン 2 mLを加え，30秒間

インキュベートした．顕微鏡で細胞が剥がれかけたことを確認し，駒込ピペットで細胞

を回収した．回収した細胞を遠沈管に加え，遠心分離を行った（800 rpm, 3分）．培地上

清をアスピレーターで吸い取りタッピングした後，遠沈管 1 本につき 5 % FBS 含有

DMEM 1mLを加え，50 mLの遠沈管に集め懸濁した．遠沈管からピペットで 25 µL 取

り出し，細胞数を測定した．得られた細胞数を基に，5 % FBS含有 DMEMで希釈し，

100 mm dishに分注し，CO2インキュベーター内で培養した． 

 

 

第四節の実験 

 

H2O2の最適濃度の検討 

NHDFを 3×104 cells / wellの密度で 96 well plateに播種し，一晩培養した．細胞定着後， 

PBS (－) 200 µL/wellで洗浄した．無血清 DMEM 190 µL / well を加え，終濃度 15 µM，25 

µM，100 µM，200 µMになるように調製した H2O2 / PBS (+) を培地の 1 / 10量（20 µL）

添加し，CO2インキュベーター内で 1時間暴露させた．培養後，培地を 5 % FBS含有DMEM

59



60 
 

に置換し，CO2インキュベーター内で 24時間培養した．この操作を 4回繰り返し行った．

その後，細胞毒性，細胞増殖率，β-ガラクトシダーゼ染色および SASP（IL-6，IL-8，IL-1β）

の遺伝子発現を評価した． 

 

細胞毒性評価 

 Cell Count Kit-8（CCK-8）（色素: WST-8）（DOJINDO, Kumamoto, Japan）を使用した． 

操作は，次の通りに行った．すなわち，96 well plateまたは 48 well plateに培養した細

胞に対し，CCK-8溶液を各 wellに培地の 1 / 10量ずつ添加した．CO2インキュベーター

内で 2時間培養した後，マイクロプレートリーダーで 450 nmの吸光度を測定した．WST-8

は細胞内脱水素酵素により還元され，formazan を生成する．細胞内脱水素酵素活性に応

じて産出される NADH および NADPH は，1-methoxy PMS を介して WST-8 を formazan

に還元する．この formazanの量は生細胞数に比例する． 

 

SA-β-gal染色 

Cellular Senescence Detection Kit-SPiDER-βGal（DOJINDO, Kumamoto, Japan）を使用した． 

操作は，次の通りに行った．すなわち，H2O2処理を行った NHDF を 5×104 cells / dish

の密度で 35 mm dishに播種し，CO2インキュベーター内で一晩培養した．翌日，培地を

アスピレーターで吸い取り無血清 DMEM 2 mLで洗浄した．内在性の β-ガラクトシダー

ゼ活性を抑制する目的で，ジメチルスルホキシド（DMSO）と無血清 DMEMを加えて希

釈した Bafilomycin A1 working solutionを 1mL加え，CO2インキュベーター内で 1時間培

養した．続いて DMSOと無血清 DMEMを加えて希釈した SPiDER-β gal working solution

を 1mL 加え CO2インキュベーター内で 30 分間培養した．その後，上清を除き，無血清
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DMEM 2 mLによる洗浄を 2回繰り返した後，励起光 488nm，蛍光 500 - 600nmの範囲で

蛍光顕微鏡による細胞の観察を行った． 

 

細胞増殖評価（MTT法） 

Cell Proliferation Kit Ⅰ（色素: MTT）（Roche Diagnostics, Tokyo, Japan）による細胞増殖率

の測定を行った． 

操作は，次の通りに行った．すなわち，H2O2処理を行った NHDFを 3 × 104 cells / well

の密度で 96 well plateに播種し，CO2インキュベーター内で 48時間培養した．培養後，1 % 

FBS含有 DMEMにMTT試薬を溶解させ，0.2 µmのメンブランフィルターを用いてろ過

滅菌した試液を 100 µLずつ添加し，CO2インキュベーター内で 2時間培養した．培地を

除去しイソプロパノールを 100 µLずつ添加した後，マイクロプレートリーダーで 570 nm

および 650 nmの吸光度を測定し，570 nmにおける各 wellの吸光度から 650 nmの吸光度

を差し引いた値を測定吸光度とした．MTT は生細胞のミトコンドリア内のコハク酸脱水

素酵素により還元され，不溶性で暗青色の formazan に変化することから，生細胞の標識

として用いられている． 

 

RNAの抽出 

H2O2処理を行った NHDFを 2.5×105 cells / wellの密度で 12 well plateに播種し，24時間

培養した．培養後，細胞を PBS (－)で洗浄し，ISOGEN（Nippon Gene, Tokyo, Japan）500 µL

を加えピペッティングをしながら細胞を剥がし，オートクレーブ滅菌済みの 1.5 mLチュ

ーブに回収した．各チューブにクロロホルム 100 µLを加えボルテックスで混和し，3分

間静置した後，遠心分離（15,000 rpm，4℃，15分）を行った．上清（水層）225 µLをピ
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ペットで吸い取り，新たな滅菌済みチューブに回収した．水層に対してイソプロパノー

ルを 1 : 1の比率で加え，転倒混和し，10分間静置した後，遠心分離（15,000 rpm，4℃，

10分）を行った．その後，上清を廃棄し，500 µLの 75 % エタノールで洗浄し，遠心分

離（15,000 rpm，4℃，5分）を行った．遠心分離後，上清を完全に廃棄し，10分間正確

に乾燥させた．乾燥後，滅菌精製水を各チューブに 20 µL ずつ加えピペッティングし，

RNA 濃度を測定した．測定値に基づいて滅菌精製水を用いて希釈し，それらを電気泳動

にかけ，バンドを確認した． 

 

qRT-PCR 

Premix試薬の調製 

Premix 試薬を以下の通りに PCR用チューブに調製した．RNAは 500 ngから 1000 ng

の範囲になるよう調製した． 

 

1サンプルあたりの premix試薬 

5×RT Master mix    2 µL  

滅菌精製水        3 µL  

RNA               5 µL  

Total 10 µL 

 

ボルテックスで Premix試薬を混和し遠心分離を数秒かけた後，37℃ 15分→50℃ 5分

→98℃ 5分の条件で逆転写を行った．逆転写終了後，各チューブに 90 µLの滅菌精製水

を加え 10倍に希釈し，5 ng / µLになるように調製した． 

62



63 
 

Primer Mixの調製 

プライマー（50 µM）を，5 µMになるよう以下の通りに調製した． 

 

Primer  Fw    20 µL  

Primer  Re    20 µL  

滅菌精製水    160 µL  

       Total   200 µL 

 

プライマーは，以下の配列を使用した． 

 

標的遺伝子 塩基配列 

IL-6 
Sense      5’-GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA-3’ 

Antisense   5’-CTGCAGCCACTGGTTCTGT-3’ 

CXCL8 (IL-8) 
Sense      5’-AGACAGCAGAGCACACAAGC-3’ 

Antisense   5’-ATGGTTCCTTCCGGTGGT-3’ 

IL-1β 
Sense      5’-TACCTGTCCTGCGTGTTGAA-3’ 

Antisense   5’-TCTTTGGGTAATTTTTGGGATCT-3’ 

 

 

Premixの調製 

Premixを滅菌済みチューブ内に以下の表の通りに調製し，PCR用 96 well plateに添加

し，qRT-PCRを行った．測定方法は⊿⊿Ct法，測定データは GAPDHで補正した． 
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 GAPDH IL-6 IL-8 IL-1β 

 Power SYBR 

Green PCR Master Mix 
5 5 5 5 

Primer Mix (5 µM) 0.5 0.5 0.5 0.5 

滅菌精製水 2.5 2.5 2.5 2.5 

cDNA 2 2 2 2 

                      (単位: µL) 

 

 

第五節の実験 

 

 市場品麦門冬（セッコウリュウノヒゲ O. chekiangensis）は，2015年と 2017年にウチ

ダ和漢薬から購入した．栽培品麦門冬（ジャノヒゲ O. japonicus var. japonicus）は，2015

年から 2017年にかけて大阪府河内長野市で栽培した．なお，O. chekiangensisは，根が太

く，根に肥大部を形成し，花序の長さ 3.0－4.5 cm，花被片の長さ 4.5 cm－5.5 cm，花柱の

長さ 4 – 5 mm，葯の長さ約 3 mm，1花あたり 4－5個の種子をつける．一方，O. japonicus 

は花序の長さ 1 – 3 cm，葯の長さ約 2.5 mm で，1花あたり 1－2個の種子をつけるという

特徴がある 26)． 
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第六節の実験 

 

麦門冬メタノール抽出エキスの調製 

2種類の麦門冬各 1 gを刻み，メタノール 10 mLによる 30分間の還流抽出を行った．

減圧下で濃縮させた抽出エキスを 0.2 µmのメンブランフィルター（ステラディスク 13，

KURABO, Tokyo, Japan）を用いてろ過滅菌した． 

 

細胞毒性評価 

H2O2処理を行った NHDFを 3 × 104 cells / wellの密度で 96 well plateに播種し，CO2イ

ンキュベーター内で一晩培養した．培地を無血清 DMEMに置換し，70 % エタノールで

終濃度 25 µg / mL，50 µg / mL，100 µg / mL，200 µg / mLに希釈調製した麦門冬メタノー

ル抽出エキスを培地の 1 / 100量添加し，CO2インキュベーター内で 24時間培養した．培

地を無血清 DMEMに置換した後，CCK-8溶液を各 wellに培地の 1 / 10量ずつ添加した．

CO2インキュベーター内で 2時間培養し，マイクロプレートリーダーで 450 nmの吸光度

を測定した． 

 

 

第七節の実験 

 

SASPモデル細胞の作製 

培養した 100 mm dishの培地をアスピレーターで除去し，PBS (－) 10 mLで洗浄した．

無血清 DMEM 13.5 mLを入れた後，終濃度 100 µM になるように調整した H2O2 / PBS (+) 
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を培地の 1/10 量（1.5 mL）ピペットで添加し，CO2インキュベーター内で 1時間暴露さ

せた．培養後，培地を 5% FBS含有 DMEMに置換し，CO2インキュベーター内 24時間培

養した．この操作を 4回繰り返し行った．H2O2処理終了後，NHDFを 6.25×104 cells /㎠の

密度で 12 well，24 wellおよび 48 well plateに播種し，CO2インキュベーター内で 24時間

培養した．培地を無血清 DMEMに置換し，70 % エタノールで希釈調製した麦門冬メタ

ノール抽出エキスを培地の 1 / 100量添加し，CO2インキュベーター内で 24時間培養した． 

 

RNAの抽出 

第四節の実験（RNAの抽出）を参照． 

 

qRT-PCR 

第四節の実験（qRT-PCR）を参照． 

 

ELISA用サンプル 

麦門冬メタノール抽出エキス添加後 24時間培養した培地を滅菌済みチューブに回収し，

ELISA用サンプルとした．ELISA用サンプルは，－80 ℃ で凍結保存した． 

 

ELISA 

キットは Human IL-6 ELISA MAXTM Standard Set（BioLegend®, CA, USA）を使用した．

操作は，次の通りに行った．すなわち，Capture Antibody で約 17 時間コーティングした

96 well plateを 300 µL / wellのwash bufferで4回洗浄した．次に 200 µL / wellの blocking one

（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を添加し，室温で 1時間振とうさせた．1時間後，300 µL 
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/ wellの wash bufferで 4回洗浄した．100 µL / well の Standard Dilutionと ELISA用サンプ

ルを添加し，室温で 2時間振とうさせた．2時間後，300 µL / wellの wash bufferで 4回洗

浄した．100 µL / well の Detection Antibody を添加し，室温で 1時間振とうさせた．1時

間後，300 µL / wellの wash bufferで 4回洗浄した．100 µL / well の Avidin-HRPを添加し，

室温で 30分間振とうさせた．30分後，300 µL / wellの wash bufferで 5回洗浄した．100 µL

の TMB Substrate Solutionを添加し遮光した後，15分から 30分間，室温で静置した．100 

µLのStop Solutionを添加し反応を停止させ，15分以内にマイクロプレートリーダーで 450 

nmの吸光度を測定した． 

 

 

第八節の実験 

 

HPLC用サンプル調製 

 麦門冬 1 gを刻み，メタノール 10 mLによる 30分間の還流抽出を行った．抽出液を 0.45 

µmフィルターでろ過したものを HPLC用サンプルとした． 

 

HPLC profile分析 

カラム: Cosmosil 2.5C18-MS-Ⅱ（2.0 i.d. × 100 mm） 

移動相: A液 10 % アセトニトリル（1% 酢酸含有） 

B液 80 % アセトニトリル（1% 酢酸含有） 

グラジエントプログラム: 0分 B液 30 %，20分 B液 100 %， 

21分 B液 30 %，25分 B液 30 % 
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流速：0.2 mL/min，カラム温度: 40℃，検出: DAD，UV 295 nm，注入量: 5 µL． 

 

化合物 1－4の単離精製 

2種類の麦門冬〔セッコウリュウノヒゲ O. chekiangensis （Type A）とジャノヒゲ O. 

japonicus var. japonicus（Type B）〕各 100gを細かく刻み，メタノール 300 mLで還流抽出

を 3 回繰り返した．その抽出液を減圧下濃縮させ，メタノールエキスを得た．次にメタ

ノール抽出エキスをシリカゲルクロマトグラフィー（SiO2 150 g，CH2Cl2－MeOH 10 : 0

→ 0 : 10）に付し，Fr. 1-14にフラクショネーションした． Fr. 7-9について，分取 HPLC

を繰り返すことにより，Type A から methylophiopogonanone A (1)（ 9.6 mg）と

methylophiopogonanone B (2) （16.8 mg）を，Type B から methylophiopogonanone A (1)

（10.6 mg）と ophiopogonanone A (3)（7.1 mg）を単離精製した．分取 HPLCの条件は次の

通りである．カラム: Cosmosil 5C18-MS-II または 5C18-AR-II または 5PEまたは Nacalai 

Tesque Cholester（10 i.d. × 250 mm），移動相: アセトニトリル 55 %（1% 酢酸含有），流速: 

1.2 mL/min，検出: UV 295 nm，カラム温度: 室温．また，ophiopogonin B (4) (20.4 mg) に

ついては，Type A，Bの Fr. 2-4から単離精製した．分取 HPLCの条件は次の通りである．

カラム: Cosmosil 5C18-MS-II または 5C18-AR-II または 5PE または Nacalai Tesque 

Cholester （10 i.d. × 250 mm），移動相: アセトニトリル 50 %（1% 酢酸含有），流速: 

1.2 mL/min，検出: RI，カラム温度: 室温． 
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化合物 1－4のスペクトルデータ 

 

methylophiopogonanone A (1)  

A colorless powder; FAB-MS m/z: 343, [M+H]+ , 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.08 (1H, dd, J 

= 11.5, 7.0 Hz, H-2), 4.28 (1H, dd, J = 11.5, 4.0 Hz, H-2), 2.68 (1H, m, H-3), 2.63 (1H, dd, J = 

14.0, 10.0 Hz, H-9), 3.18 (1H, dd, J = 14.0, 4.0 Hz, H-9), 6.74 (1H, d, J = 1.0 Hz, H2′), 6.78 (1H, 

d, J = 8.0 Hz, H-5′), 6.65 (1H, dd, J = 8.0, 1.0 Hz, H-6′), 5.94 (2H, s, H-7′), 1.98 (3H, s, CH3-C6), 

2.02 (3H, s, CH3-C8), 12.10 (1H, s, OH-C5). LC/MS: tR = 12.5 min, negative ESI m/z: 341, 

[M-H]− 

 

methylophiopogonanone B (2)  

A colorless powder; FAB-MS m/z: 329, [M+H]+ , 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.09 (1H, dd, J 

= 11.5, 7.0 Hz, H-2), 4.28 (1H, dd, J = 11.5, 4.0 Hz, H-2), 2.79 (1H, m, H-3), 2.68 (1H, dd, J = 

14.0, 10.0 Hz, H-9), 3.17 (1H, dd, J = 14.0, 4.0 Hz, H-9), 7.15 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-2′, H-6′), 6.86 

(2H, d, J = 8.5 Hz, H-3′, H-5′), 2.00 (3H, s, CH3-C6), 2.06 (3H, s, CH3-C8), 3.78 (3H, s, 

OCH3-C7′), 12.16 (1H, s, OH-C5). LC/MS: tR = 13.2 min, negative ESI m/z: 327, [MH]− 

 

ophiopogonanone A (3)  

A colorless powder; FAB-MS m/z: 329, [M+H]+, 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.08 (1H, dd, J = 

11.5, 7.0 Hz, H-2), 4.27 (1H, dd, J = 11.5, 4.0 Hz, H-2), 2.76 (1H, m, H-3), 5.95 (1H, s, H-8), 1 

2.63 (1H, dd, J = 14.0, 10.0 Hz, H-9), 3.15 (1H, dd, J = 14.0, 4.0 Hz, H-9), 6.82 (1H, d, J = 1.0 Hz, 

H-2′), 6.88 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5′), 6.73 (1H, dd, J = 8.0, 1.0 Hz, H-6′), 5.97 (2H, s, H-7′), 1.98 
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(3H, s, CH3-C6), 12.10 (1H, s, OH-C5). LC/MS: tR = 10.8 min, negative ESI m/z: 327, [M-H]− 

 

ophiopogonin B (4)  

A colorless powder; FAB-MS m/z: 723, [M+H]+ , 13C NMR (150 MHz, Pyridine-d5) δ: 85.1 (C-1), 

37.7 (C-2), 69.3 (C-3), 43.4 (C-4), 139.7 (C-5), 126.0 (C-6), 33.0 (C-7), 34.1 (C-8), 51.7 (C-9), 

43.5 (C-10), 24.7 (C-11), 41.5 (C-12), 41.2 (C-13), 58.3 (C-14), 32.8 (C-15), 82.3 (C-16), 64.1 

(C-17), 17.2 (C-18), 15.3 (C-19), 43.0 (C-20), 14.9 (C-21), 110.7 (C-22), 32.5 (C-23), 29.9 (C-24), 

31.5 (C-25), 67.9 (C-26), 17.5 (C-27), 100.9 (Fuc-1), 75.1 (Fuc-2), 77.0 (Fuc-3), 73.9 (Fuc-4), 

71.5 (Fuc-5), 17.9 (Fuc-6), 101.6 (Rha-1), 72.4 (Rha-2), 72.2 (Rha-3), 74.2 (Rha-4), 69.6 (Rha-5), 

18.4 (Rha-6). 

 

LC / MS分析  

麦門冬粉末 100 mgをはかり，メタノール 10 mLによる 30分間の還流抽出を行った．

抽出液をフィルターろ過した．条件は次の通りである．カラム: Cosmosil 2.5C18-MS-Ⅱ（2.0 

i.d. × 100 mm），移動相: A液 10 % アセトニトリル（1% 酢酸含有），B液 80 % アセト

ニトリル（1% 酢酸含有），グラジエント条件: 0分 B液 30 %，20分 B液 100 %，21分

B液 30 %，25分 B液 30 %，流速 0.2 mL/min，カラム温度: 40℃，エレクトロスプレー

法（electrpspray ionization: ESI），コーン電圧 40 V，注入量: 1 µL． 
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第九節の実験 

 

化合物 1－4溶液の調製 

70 % エタノールに溶解した化合物 1－4およびポジティブコントロールの apiinを 0.2 

µmのメンブランフィルターを用いてろ過滅菌した． 

 

細胞毒性評価 

H2O2処理を行った NHDFを 3 × 104 cells / wellの密度で 96 well plateに播種し，CO2イ

ンキュベーター内で一晩培養した．培地を無血清 DMEMに置換し，70 % エタノールで

終濃度 3.75 µmol / L，7.5 µmol / L，15 µmol / L，75 µmol / Lに希釈調製した化合物 1－3，

3.5 µmol / L，7.0 µmol / L，35 µmol / Lに希釈調製した化合物 4および 9.0 µmol / L ，45 µmol 

/ L に希釈調製した apiinを培地の 1 / 100量添加し，CO2インキュベーター内で 24時間培

養した．培地を無血清 DMEMに置換した後，CCK-8溶液を各 wellに培地の 1 / 10量ずつ

添加した．CO2インキュベーター内で 2時間培養し，マイクロプレートリーダーで 450 nm

の吸光度を測定した． 

 

 

第十節の実験 

 

qRT-PCR 

第四節の実験（qRT-PCR）を参照． 
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ELISA用サンプルおよび ELISA 

第七節の実験を参照． 

 

 

第十一節の実験 

  

漢方薬水抽出エキスの調製 

医療用漢方エキス製剤（ツムラ又は小太郎）100 mgを蒸留水 4 mLに溶解させ，5分間

超音波抽出した後，遠心分離を行った（12,000 rpm，15℃，10分）．抽出液をポリアミド

樹脂カラム（Discovery® DPA-6S 6mL Tube SUPELCO）（Merck, Darmstadt, Germany）に付

し，得られた抽出液を減圧下で濃縮させた．蒸留水 1 mLで溶解し，0.2 µmのメンブラン

フィルターを用いてろ過滅菌したものを 100 mg / mL 漢方薬水抽出エキスとした． 

 

ELISA用サンプルおよび ELISA 

第七節の実験を参照． 

 

統計学的処理 

 実験結果は，平均値 ± 標準偏差で表した．2群間における有意差検定は，Student’s t test

を行った．3群間以上の有意差検定は，Tukey-Kramaer post hoc testを行った．判定は，P < 

0.05 の場合に有意差があると判定した．解析は，Pharmaco Basic ver. 15 と IBM SPSS 

Statistics ver. 22を使用した． 
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第第三三章章のの実実験験 

 

第三節，第四節の実験 

 

ノイバラ類（バラ属ノイバラ節）果実の採集 

採集期間：2016年 8月－2017年 12月 

採集場所：秋田県，青森県，神奈川県，長野県，岐阜県，山梨県，愛知県，大阪府，

京都府，兵庫県，奈良県，和歌山県，岡山県，愛媛県，香川県，高知県，

徳島県，長崎県，福岡県 

サンプル：ノイバラ（R. multiflora var. multiflora）N=109 

      （そのうち 8月採集未熟果実 N= 16） 

       ツクシイバラ（R. multiflora var. adenochaeta）N= 3 

       フジイバラ（R. fujisanensis）N= 3 

       ミヤコイバラ（R. paniculigera）N= 3 

       ヤブイバラ（R.onoei var. onoei）N= 10 

       アズマイバラ（R. onoei var. oligantha）N= 3 

       モリイバラ（R. onoei var. hakonensis）N= 5 

       ヤマイバラ（R. sambucina）N= 5 

       テリハノイバラ（R. luciae）N= 26 
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HPLC用サンプル調製 

十分に乾燥させたノイバラ果実（40℃温風乾燥後，シリカゲルにより乾燥）を粉末機

にて粉末にした．粉末をスピッツ管に 100 mg精秤し，ホールピペットを用いてメタノー

ル 10 mLを加えた．次に，30分間の超音波抽出を行い，抽出液を 0.45 µmのフィルター

でろ過したものを HPLC用サンプルとした． 

 

HPLC profile分析 

カラム：Shim-pack XR-ODS III (2.0 i.d.×150 mm) 

移動相：A液 10 % アセトニトリル（1 % 酢酸含有） 

         B液 30 % アセトニトリル（1 % 酢酸含有） 

グラジエントプログラム： 

A液 95 % ，B液 5 % から 15 minで A液 40 % ，B液 60 %へリニアーグラジエント 

17.5 min A液 40 % ，B液 60 % , 17.6 min A液 95 % ，B液 5 % , 22.5 min 終了 

流速：0.4 mL / min，カラム温度：40 ℃，検出：PDA（UV 350 nm），注入量：3 µL． 

 

化合物 1－10の単離精製 

兵庫県淡路島泉南市で採集したノイバラ果実とテリハノイバラ（multiflorin Aを含有し

ない Type Ⅱ）果実（各 100 g）を粉砕機で粉末にし，メタノールで還流抽出を 3回繰り返

した．その抽出液を減圧下で濃縮させ，メタノールエキスを得た．次にメタノール抽出

エキスをシリカゲルクロマトグラフィー（SiO2 200 g，CH2Cl2－MeOH 10 : 0 → 0 : 10）

に付し，Fr. 1-17の分画を得た．Fr. 8-14について，分取 HPLCを繰り返すことにより，ノ

イバラから multinoside A (1)（14.6 mg），quercitrin (2)（16.2 mg），multiflorin B (3)（16.8 mg），
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multinoside A acetate (4)（106.0 mg），multiflorin A (5)（55.6 mg），テリハノイバラ（Type Ⅱ）

から hyperin (6)（3.2 mg），isoquercitrin (7)（6.2 mg），quercetin 3-O-glucuronide (8)（3.8 mg），

3'-methoxy-isoquercitrin (9)（4.3 mg），quercetin 3-O-β-D-(6"-O-(E)-p-coumaryl) glucopyranoside 

(10)（4.9 mg）を単離，精製した．分取 HPLCの条件は，次の通りである．カラム: Cosmosil 

5C18-MS-II または 5C18-AR-II または 5PE または Nacalai Tesque Cholester（10 i.d. × 

250 mm），移動相: 20 %アセトニトリル（1% 酢酸含有），流速: 1.2 mL/min，検出: UV 254 nm，

カラム温度: 40 ℃． 

 

化合物 1－10のスペクトルデータ 

multinoside A (1) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 611, [M+H]+, 1H NMR (400 MHz, CD3OD) : 6.28 

(1H, d, J =2.1 Hz, H-6), 6.08 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8), 7.22 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2’), 6.83 (1H, 

d, J = 8.2 Hz, H-5’), 7.16 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz, H-6’), 5.24 (1H, d, J = 1.5 Hz, Rha-1), 0.91 

(3H, d, J = 6.0 Hz, Rha-6), 4.45 (1H, d, J = 7.8 Hz, Glc-1). LC/MS: tR = 9.2 min, negative ESI 

m/z: 609, [M-H]− 

 

quercetin-3-O-α-L-rhamnoside (quercitrin) (2) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 449, [M+H]+, 1H NMR (400 MHz, CD3OD) : 6.37 

(1H, d, J =1.9 Hz, H-6), 6.19 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-8), 7.31 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2’), 6.90 (1H, 

d, J = 8.2 Hz, H-5’), 7.29 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz, H-6’), 5.34 (1H, d, J = 1.5 Hz, Rha-1), 0.94 

(3H, d, J = 6.0 Hz, Rha-6). LC/MS: tR = 9.7 min, negative ESI m/z: 447, [M-H]− 
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multiflorin B (3) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 595, [M+H]+, 1H NMR (400 MHz, CD3OD) : 6.25 

(1H, d, J =2.0 Hz, H-6), 6.10 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.93 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2’, 6’), 7.22 

(2H, d, J = 8.0 Hz, H-3’, 5’), 5.24 (1H, d, J = 1.4 Hz, Rha-1), 0.96 (3H, d, J = 6.0 Hz, Rha-6), 

4.39 (1H, d, J = 7.8 Hz, Glc-1). LC/MS: tR = 11.5 min, negative ESI m/z: 593, [M-H]− 

 

multinoside A acetate (4) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 653, [M+H]+, 1H NMR (400 MHz, CD3OD) : 6.25 

(1H, d, J =1.6 Hz, H-6), 6.08 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-8), 7.21 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2’), 6.81 (1H, 

d, J = 8.4 Hz, H-5’), 7.16 (1H, dd, J = 8.4, 2.2 Hz, H-6’), 5.26 (1H, d, J = 1.5 Hz, Rha-1), 0.85 

(3H, d, J = 6.0 Hz, Rha-6), 4.46 (1H, d, J = 7.9 Hz, Glc-1), 1.92 (3H, s, Glc-6 Ac). LC/MS: tR = 

13.3 min, negative ESI m/z: 651, [M-H]− 

 

multiflorin A (5) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 637, [M+H]+, 1H NMR (400 MHz, CD3OD) : 6.24 

(1H, d, J =2.1 Hz, H-6), 6.07 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8), 6.82 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-2’, 6’), 7.61 

(2H, d, J = 8.6 Hz, H-3’, 5’), 5.24 (1H, d, J = 1.7 Hz, Rha-1), 0.85 (3H, d, J = 6.1 Hz, Rha-6), 

4.38 (1H, d, J = 7.8 Hz, Glc-1), 1.91 (3H, s, Glc-6 Ac). LC/MS: tR = 15.8 min, negative ESI 

m/z: 635, [M-H]− 
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hyperin (6) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 465, [M+H]+, 1H NMR (400 MHz, pyridine-d5) : 

6.90 (1H, d, J =1.6 Hz, H-6), 6.82 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-8), 8.70 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2’), 7.47 

(1H, d, J = 8.4 Hz, H-5’), 8.33 (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz, H-6’), 6.26 (1H, d, J = 7.8 Hz, Glc-1). 

LC/MS: tR = 6.4 min, negative ESI m/z: 463, [M-H]− 

 

isoquercitrin (7) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 465, [M+H]+, 1H NMR (400 MHz, pyridine-d5) : 

6.90 (1H, d, J =1.6 Hz, H-6), 6.82 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-8), 8.72 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2’), 7.44 

(1H, d, J = 8.4 Hz, H-5’), 8.23 (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz, H-6’), 6.41 (1H, d, J = 7.8 Hz, Glc-1). 

LC/MS: tR = 6.6 min, negative ESI m/z: 463, [M-H]− 

 

quercetin 3-O-glucuronide (8) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 479, [M+H]+, 1H NMR (400 MHz, pyridine-d5) : 

6.88 (1H, d, J =1.5 Hz, H-6), 6.78 (1H, d, J = 1.5 Hz, H-8), 8.60 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2’), 7.44 

(1H, d, J = 8.5 Hz, H-5’), 8.38 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz, H-6’), 6.62 (1H, d, J = 7.5 Hz, GlcA-1). 

LC/MS: tR = 7.7 min, negative ESI m/z: 477, [M-H]− 

 

3'-methoxy-isoquercitrin (9) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 479, [M+H]+, 1H NMR (600 MHz, pyridine-d5) : 

6.75 (1H, d, J =2.0 Hz, H-6), 6.73 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 8.54 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-2’), 7.27 

(1H, d, J = 8.5 Hz, H-5’), 7.81 (1H, dd, J = 8.5, 1.7 Hz, H-6’), 3.96 (3H, s, C-3’- OCH3), 6.57 
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(1H, d, J = 7.9 Hz, Glc-1), 4.36* (1H, Glc-2), 4.43* (1H, Glc-3), 4.36* (1H, Glc-4), 4.09 (1H, 

m, Glc-5), 4.36* (1H, Glc-6), 4.43* (1H, Glc-6). 13C NMR (150 MHz, Pyridine-d5) : 157.6 

(C-2), 134.8 (C-3), 178.8 (C-4), 162.9 (C-5), 99.9 (C-6), 166.0 (C-7), 94.7 (C-8), 157.3 (C-9), 

105.4 (C-10), 123.2 (C-1’), 114.5 (C-2’), 148.1 (C-3’), 151.3 (C-4’), 116.3 (C-5’), 122.2 (C-6’), 

56.3 (C-3’-OCH3), 103.5 (Glc-1), 76.4 (Glc-2), 78.6 (Glc-3), 71.5 (Glc-4), 79.2 (Glc-5), 62.3 

(Glc-6). LC/MS: tR = 10.3 min, negative ESI m/z: 477, [M-H]− (*: overlapped signals) 

 

quercetin 3-O-β-D-(6"-O-(E)-p-coumaryl) glucopyranoside (10) 

A pale yellowish powder; FAB-MS m/z: 611, [M+H]+, 1H NMR (600 MHz, pyridine-d5) : 

6.68 (1H, d, J =2.0 Hz, H-6), 6.62 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 8.36 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-2’), 7.30 

(1H, d, J = 8.5 Hz, H-5’), 8.13 (1H, dd, J = 8.5, 2.3 Hz, H-6’), 6.24 (1H, d, J = 7.8 Hz, Glc-1), 

4.38* (1H, Glc-2), 4.38* (1H, Glc-3), 4.13 (1H, m, Glc-4), 4.21 (1H, m, Glc-5), 5.02 (1H, dd, J 

= 11.8, 6.2 Hz, Glc-6), 4.84 (1H, dd, J = 11.8, 2.1 Hz, Glc-6), 7.50 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-2”’, 

6”’), 7.14 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-3”’, 5”’), 6.52 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7’”), 7.84 (1H, d, J = 

15.9 Hz, H-8’”). 13C NMR (150 MHz, Pyridine-d5) : 158.0 (C-2), 135.2 (C-3), 178.7 (C-4), 

162.7 (C-5), 99.8 (C-6), 165.9 (C-7), 94.6 (C-8), 157.6 (C-9), 105.2 (C-10), 122.4 (C-1’), 117.7 

(C-2’), 146.9 (C-3’), 150.8 (C-4’), 116.2 (C-5’), 122.8 (C-6’), 104.3 (Glc-1), 76.0 (Glc-2), 78.5 

(Glc-3), 71.3 (Glc-4), 76.1 (Glc-5), 64.3 (Glc-6), 126.2 (C-1”’), 130.7 (C-2”’, 6”’), 116.7 

(C-3”’, 5”’), 161.3 (C-4”’), 115.0 (C-7”’), 145.1 (C-8”’), 167.4 (C-9”’). LC/MS: tR = 14.5 min, 

negative ESI m/z: 609, [M-H]− (*: overlapped signals) 
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LC/MS分析 

カラム：Shim-pack XR-ODS III (2.0 i.d.×150 mm) 

移動相：A液 10 % アセトニトリル（1 % 酢酸含有） 

         B液 30 % アセトニトリル（1 % 酢酸含有） 

グラジエントプログラム： 

A液 95 ％，B液 5 ％から 15 minで A液 40 ％，B液 60 ％へリニアーグラジエント，

17.5 min A液 40 ％，B液 60 ％, 17.6 min A液 95 ％，B液 5 ％, 22.5 min 終了 

流速：0.4 mL / min カラム温度：40 ℃ 

検出：positive or negative electrospray ionization (ESI) コーン圧：40 V 注入量：1 µL 

 

 

第五節の実験 

 

ノイバラ（R. multiflora var. multiflora）果実の採集 

採集期間：2016年 12月－2018年 9月 

採集場所：韓国 水原，大田，光州（総論の部 第三章 Table 3-2参照）． 

サンプル：ノイバラ（R. multiflora var. multiflora）N=24 

 

HPLC用サンプル調製および HPLC profile分析 

 第三節，第四節の実験（HPLC用サンプル調製，HPLC profile分析）を参照． 
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第六節の実験 

 

ノイバラ（R. multiflora var. multiflora）果実の採集 

採集期間：2018年 2月，2018年 10月 

採集場所：長崎県対馬島，壱岐島（総論の部 第三章 Table 3-3参照）． 

 サンプル：ノイバラ（R. multiflora var. multiflora）N=39 

 

HPLC用サンプル調製および HPLC profile分析 

 第三節，第四節の実験（HPLC用サンプル調製，HPLC profile分析）を参照． 

 

 

第七節の実験 

 

標準品の調製 

収量を正確に測定した化合物 1－5のサンプル管に，ホールピペットを用いてメタノー

ル 15 mLを加えた．2 mLをホールピペットではかった後，10 mLのメスフラスコに加え，

メタノールで 10 mLにメスアップした（STD1）．STD1から 2 mLをメスピペットではか

り，10 mLのメスフラスコに加え，メタノールで 10 mLにメスアップした（STD2，5倍

希釈）．STD1から 1 mLをメスピペットではかり，10 mLのメスフラスコに加え，メタノ

ールで 10mL にメスアップした（STD3，10倍希釈）．STD3 から 1mL をメスピペットで

はかり，10 mL のメスフラスコに加え，メタノールでメスアップした（STD4，100 倍希

釈）．STD4から 5 mLをメスピペットではかり，10 mLのメスフラスコに加え，メタノー
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ルで 10 mLにメスアップした（STD5，200倍希釈）．STD1－5を 0.45 µmのフィルターで

ろ過したものを HPLC用サンプルとした． 

 

HPLC条件 

カラム：Shim-pack XR-ODS III (2.0 i.d.×150 mm) 

移動相：A液，10 % アセトニトリル（1 % 酢酸含有） 

         B液，30 % アセトニトリル（1 % 酢酸含有） 

グラジエントプログラム： 

A液 95 % ，B液 5 % から 15 minで A液 40 % ，B液 60 % へリニアーグラジエント，

17.5 min A液 40 % ，B液 60 % , 17.6 min A液 95 % ，B液 5 % , 22.5 min 終了 

流速：0.4 mL / min カラム温度：40 ℃ 検出：PDA (UV 350 nm) 注入量：3 µL 

 

検量線 

multinoside A (1) 

濃度：1.824 mg/mL, 0.3648 mg/mL, 0.1824 mg/mL, 0.01824 mg/mL, 0.00912 mg/mL  

検量線： y = 2330350 x - 4250, r = 0.9999 

 

quercitrin (2) 

濃度：0.680 mg/mL, 0.1360 mg/mL, 0.0680 mg/mL, 0.00680 mg/mL, 0.0034 mg/mL 

検量線： y = 2453897 x - 7707, r = 0.9999 
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multiflorin B (3) 

濃度 1.000 mg/mL, 0.2000 mg/mL, 0.100 mg/mL, 0.0100 mg/mL, 0.00500 mg/mL  

検量線： y = 1898581 x - 8670, r = 0.9999 

 

multinoside A acetate (4) 

濃度：0.656 mg/mL, 0.1312 mg/mL, 0.0656 mg/mL, 0.00656 mg/mL, 0.00328 mg/mL  

検量線： y = 1879946 x - 8671, r = 0.9997 

 

multiflorin A (5) 

濃度：1.110 mg/mL, 0.222 mg/mL, 0.111 mg/mL, 0.0111 mg/mL, 0.00555 mg/mL  

検量線： y = 2974876 x - 1877, r = 0.9999 
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