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i薬理作用の　free　radical変化に基づく解析

一とくにSc碗θ11α万α∂α∫oα1θπ8∫80θ07劇および

　Bπρ1θπ7π窺ノα10α施〃zL’ππ．を中心として一

金沢大学医学部病理学第二講座（主任’石川大刀雄教授）

　　　　　　細　　野　　八　　郎

　　　　　　　（昭和48年4月4日受付）

　Scutellaria　baicalensis（黄考：）及び　Bupleuru・

mfalcatum（柴胡）は東洋医学（漢方医学）の主要

薬として頻用されており，その薬理作用についても多

くの報告がある．

　諸種の薬物試験や臨床使用経験から，Scutellaria

は上腹部のつかえ感，腹痛，下痢，解熱，Bupleurum

には解熱，消炎，治肝作用Dのあることが知られてい

る．また，熊崎の動物実験によれば，Scute［lariaに

は胆汁排泄促進作用2）紺，利尿作用5），緩下作用6）がみ一一一

られ．，その他の研究者によっても，粥状動脈硬化防止

作用7），解毒作用8）9），毛細血管透過性抑制作用lo），抗

アセチルコリン作用iω，抗アナフィラキシー作用IDI2》，

実験的喘息抑制作用13）などが報告されている．

　また，Bupleurumについては，高木らによる詳細

な，一連の薬理実験がある．それによると，柴胡の粗

サポニン分画には，マウス　Climbing　test，　hexob・

arbital催眠延長試験，条件回避反の結果から，鎮静

作用14）15），鎮痛作用14）15），下熱作用i4）、19），鎮咳作用14）15，

ある種の浮腫，肉芽増生と色素透過性充進の抑制剛5），

ストレス潰瘍予防14）15），腸管内容物移動促進14）15），排尿

促進或は抑制及び散瞳或は縮瞳剛5），一過性の血圧下

降14）15）19），及び心拍数減少14）15），などの作用がある．ま

た，小島らによると，チフスワクチン，エタノール，有

機リン製剤による肝障害に効ありとの報告もある20）．

　これらの報告にもある如く，両生薬は，東洋医学の

みではなく，現代医学的にも興味あるものと云えよ

う．

　一方，これら薬物の有効成分抽出の努力も行なわ

れ，　Scutellaria　の　alcohol　extractの主成分は

Flavone化合物で，　Baicalin，　Baicalein，　Woogon・

inなどが分離され21）～23），また，　Bupleurumからは

Saikogenin　A，　B，　C，　D，　E及びSapogeninな

ど諸種の化合物が抽出され24）、30），その有効成分の化学

的性質，作用機作の解析が試みられている14胸．

　一般に生体に薬物を投与し，その作用機作を解析す

るには，投与薬物の各臓器細胞，さらには，細胞内小

器管，例えばミトコンドリア，ミクロゾームなどに対

する親和性，あるいは，その諸機能に対する作用など

一に就いての情報が必要であろう。

　　この点に注目し，比較的よく薬理効果が知られ，臨

床的に肝臓に親和性があると考えられ，生薬学的に品

質の保証されたRadix　Scutellaria，　Radix　Buple・

urumの水抽出物を用いて，正常ラット肝細胞のミ

　トコンドリアの呼吸機能（酸化的リン酸化系，電子伝

達系），ミクロゾームの代謝活性，ことにそれらの

free　radicalに及ぼす影響，さらに成熟ラットにこ

れら薬物を投与し，薬物の細胞内とりこみ，ミトコン

　ドリア，ミクロゾームなどへの親和性について検索，

いくつかの新知見を得たので，次に述べることとす

る．　　　　　　　　　　　　　　’

実験材料及び実験方法

1．ミトコンドリアの分離

　ラット肝臓からのミトコンドリアの分離は，Hog・

eboom－Schneider法に改良を加えた　Packerらの

変法3Dに従った．正常ウィスター系成熟ラット，また

は薬物投与したラットを無麻酔下で斬首，渥血し，す

みやかに開腹して肝臓を取り出し，あらかじめ氷冷下

に保存した　sucrose　I液（0．25M　sucrose，0．1

mM　EDTA，0．01M　Tris－HCI　buffer，　pH7．2）中
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で細切し，血液を除くために数回洗糠した（以后の操

作はすべて0。～4。で行なった）．ついで細切肝臓の約

5倍量の　sucrose　I液を加え，　Potter－Elvenje－

m型ガラスホモジナイザー，テフロンホモジナイ

ザーを用いて約5分間ホモジナイズした．この20％ホ

モジネートを509，7分間遠心し，その上清を　suc－

rose　lI液（0．34M　sucrose，0．1mM　EDTA，

0．05M　　Tris－HCI　buffer，　pH7．2）　に重層し，

700撃，10分間遠心し，血球，核，その他の粗大球雑

物を除去した．この上清を50002，10分間遠心し，比

較的穎粒の大きいミトコンドリア分画を得た．得られ

たミトコンドリア分画を　sucrose　I液に浮游さ

せ，60009，10分間，70009，10分間遠心理糠後，

sucrose　皿　（0．25M　sucrose，0．01M　Tris－HC1・

buffer，　pH7．2）にsuspendし，90009，10分間

遠心したものをミトコンドリア分画とした．この分画

を200mg　Wet　weight／mlになる様に　sucrose

皿液に再浮游させ，0。Cに保存して，種々の実験に用

いた．なお，このミトコンドリア浮重液の蛋白質は

Lowry法32）により定量すると，20mg　Protein　mit

／m1に相当する．

　このように調整されたミトコンドリアは後述のオキ

シメーターによって，呼吸機能に異常のないことを確

認した．

H．ミクロゾームの分離

　肝ミクロゾームの分離方法には幾つかの方法が報告

されているが，種々の検討の結果，本実験ではDalト

nerのCsCl－Mg法33）で分離した．（図1）

　成熟ウィスタ一系ラットを15～24時間絶食后，無麻

酔下で斬首，1多血し，すみやかに開腹して，あらかじ

め氷冷下に保存した0．9％食塩水で血液を十分に潅流

除去した．潅流した肝臓を氷冷下（以后の操作はすべ

て0。～40Cで行なった）に保存した　0．25M　sucr－

ose中で細切し，2～3回洗干して，残余の血液を

除去した．この細切した肝組織に約5倍量の　0．25M

sucrose液を加え，　Potter－Elvehjem型ガラスホ

モジナイザー，テフロンホモジナイザーを用いてホモ

ジナイズし，9000g，30分間遠心し，核，細胞膜片，

ミトコンドリア，リゾチームを除去した，この上清を

日立65P型超遠心機で，100，000g，60分間遠心して半

透明の赤いミクロゾームの沈澱を得た．さらに得られ

たミクロゾーム分画を，　0．25M　sucrose，15mM

CsC1液に再浮游させ，　1．31M　sucrose，15mM　Cs

C1液上に重層し，250，000g，60分間遠心し，粗面小

胞体（沈澱物）と滑面小胞体（密度差　Sμcrose界

面浮游物）に分画した，

野

図1．ラット肝ミクロゾームの分画法．
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　また，粗面小胞体，滑面小胞体は共に，　10mM

Tris－HCI　buffer　pH7．5にsuspendし，氷冷下

に保存して（蛋白量15～20mg　protein／ml），実験

に供した．この得られた粗面及び滑面小胞体につい

て，グルコースー6一燐酸加水分解酵素活性を測定し，そ

の純度の規準とした．即ち，0．2Mグルコースー6一燐酸

0．1ml，0．1Mマイレン酸緩衝液0．2m1，　pH6．8，にミ

クロゾーム300μg　protein／ml　O．2m1を加えて混和

し，370C　1時間インキュベートし，10％　trichlor

acetic　acid（TCA）を加えて反．応を阻止した後，300

0rpm　5分間遠心し，その上清の無機燐の定量によっ

て，グルコースー6一燐酸加水分解酵素活性を決定した，

皿．Mg　ATPase活性の測定
　Medium　A（2．0μM　ATP，1．0μM　Mg北5．0μM

K＋，58．0μMNa＋，10．0μM　CN冒，0．1μMEDTA，9

2μMTris－HCI　buffer，　p　H7．5）　と　medium　B

（2．0μMATP，1．0μMMg判10．0μMCN一，0．1μM

EDTA，144μM　Tris－HCI　buffer　pH7．5）の各々0．

3mlに2．5mg　Protein／m1のミクロゾーム　（あるい

は柴胡，黄苓などを加えたミクロゾーム），0．2m1を

加え，よく高高，混和し，1時間インキュベートした

後，10％トリクロ三酢酸で反応を止め，3000rpm，5

分間遠心して得た上清についてATPから酵素的に遊

離した無機燐の定量を行なった．

　無機燐の定量はグルコースー6一燐酸加水分解酵素活

性におけると同様に　Bontingの方法34）に従った．

即ち上記の得られた上清1．5mlに，4％FeSO4，1％
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モリブデン酸アンモンの1．15N－H2SO41．5mlを加え，

発色したモリブデンブルーを光電比色計で比色定量し

た．

IV．ミトコンドリアの呼吸機能の測定

　ミトコンドリア呼吸機能は　Chance，萩原等の考

案による半閉鎖式回転白金電極法35）36）を用いたオキシ

メーターによって測定した．図2はその概略図で，反

応容器（1．0×1．0×2．Ocm．容量2．Om且）に，　medi・

um（0．25M　sucrose，0．02M　KCi，0．1mM　EDT

A，1．OmM　MgC12　Tris－HCI　buffer　pH7．2）を満

し，陽一陰極間に0．7Vの電圧を追加した．この場合に

流れる電流は，medium中の容存酸素張力に比例す

る．室温25。Cで反応液に容存する酸素量を，490mμ

atoms／mlとし，ミトコンドリアの各呼吸状態におけ

る酸素消費は電流値の減少から容易に換算することが

できる，

V．差スペクトルによるミクロゾームのP450の測定

　ミクロゾームのP450の同定には日立365型＝波長自

記分光々度計を用い，波長300mμ～600mμまでをスキ

ヤンニングした．ミクロゾーム0．3mg／m1をハイドロ

サルフェイトで還元後，CO　gasを約30秒間通気した

ものを　sample　とし，　referenceには未処理の

microsomeを用い，その差スペクトルを自記記録

し，450mμにおける吸光度の差からP450の量を測定し

た．

VI．電子スピン共鳴吸収（ERS）による　free　radi・

　　calの測定

　free　radicalの測定には日本電子製JES－ME－3Xを

用い，測定条件は小田島らの方法3ηに従った．

　1．マイクロ波

　クライストロンの周波数は9400MC／秒（波長3．Oc

m）でX帯を用いた．但し，温度加変装置を用いた場

合は約9150MC／秒である．

図2．酸素電極法のBlock　diagram．
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to　Recorder

　2．測定磁場掃引範囲

　この実験系では主に2900gaussを中心に，±1000ga

ussの磁場掃引および　free　radicalの磁気的性質の

測定のたあに，3270gauss±100gaussの磁場掃引を行

なった．また磁場マーカーとしてMnOを用いた．そ

の他，modulation，　powor，掃引時間等は小田島ら

の方法38）を参考にした．特殊な測定を行なったものに

ついては，その都度条件を記入する様にした．

　3．資料管および測定温度

　石英硬性ガラス製の内径0．45cmの資料管を用い，あ

らかじめ異常信号のないことを確かめた．測定温度は

附属の温度可変装置を用い，主に一80。Cで測定した．

　4．波形の解析およびfree　radical濃度の測定

　電子スピン共鳴装置で記録される微分波形から容易

に9値，、4Hmslが計算される．また　free　radical

濃度を決定するために，得られた微分波形を積分波形

に変換し，その面積をあらかじめ　free　radical量

の決まった資料と対比して，相対的　free　radical

量を算出した．

珊．黄：琴，柴胡エキスの調整

　臨床的に使用されている黄考：（Scutellaria　baicaL

ensis　Georgiの根茎），柴胡　（Bupleurum　falcatu－

mLinnの根茎）をそれぞれ，1．Ogに対して約20ml

の蒸溜水を加え，1000Cで10分間抽出し，不溶物を濾

過し，更に蒸溜水を加えて最終的に20mlとして，以

下の実験に用いた．この薬の濃度決定は困難である

が，in　vitroでのミトコンドリア呼吸に対する呼

吸解放濃度をもって規準とした．

田．正常ラットへの黄：苓：，柴胡の投与

　黄鐘エキス，柴胡エキスを上記の方法で調整し，正

常ラットに経口的に投与した．投与量はそれぞれ，1

日当り5．1mg／250gRat，8．Omg／250gRatに相当し，

それぞれ，投与後，1，2，4週間後に屠殺し，その

ミトコンドリア，ミクロゾームについて各種の実験を

行なった．

　　　　　　　　実　験　結　果

1，黄苓，柴胡のミトコンドリアに対する作用

　1．ミトコンドリア呼吸状態に対する作用

　図3は正常ラット肝組織より得られたミドコンドリ

ァに対する黄：琴，柴胡の作用をオキシメ一旦ーによっ

て検討したものである．正常ラット肝ミトコンドリア

　（state　I呼吸）に，3mM　Pi（state　I呼

吸），呼吸i基質である6mM　succinate（state　IV

呼吸）を順次添加すると酸素消費は次第に増加する．

さらにADP（この例では600μmo1）を加えると酸素消
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図3．正常ラット肝ミトコンドリアに対する作用．
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a：Scutellariaの影響．一一；ミトコンドリアのみ，

　　；ScuteUaria　50μ1添加，一一；100μ1添加．

b：Bupleurumの影響．一一；ミトコンドリアのみ，
　　；Bup［urum　50μ1添加，一一；100μ1添加．

費は急激に増大し，State皿呼吸に移行する．　A　D

Pが消費しっくされると呼吸は再び　state　IV状態

となり，この間に消費された酸素量と加えたADP量

からADP／0比が計算される（ADP／0＝1．85）．ま

た，呼吸調節率（RCI）は　state皿／state　IVで示

され，この場合は4．0であった．

　正常ラット肝ミトコンドリアに50μ1の黄苓を添加し

た例では（図3－a），State　IV呼吸状態における酸

素消費は増加し，ADP添加による酸素消費も増加し，

従って，そのADP／0比，　RCIは共に低下するADP／0

＝1．3，RCI＝3．2）．さらに100μ1黄：苓添一加例では，

State　IV呼吸の酸素消費は急激に増大し，　ADP添加

による皿呼吸状態の移行は認められず，いわゆる脱共

役の状態になる．図3－bは同様に柴胡について観察し

たもので，50μ1柴胡では，ADP／0比1．3，　RCI＝2．

1，100μ1では，明らかに　uncoupling作用を示して

いる．

　2．ミトコンドリアのfree　radicalに対する作用

　正常ラット肝ミトフンドリアを電子スピン共鳴吸収

装置で測定すると，磁場3270gaussを中心に特有な吸

収波形（図4）が認められる．小田島ら38）によると，

この吸収波形はミトコンドリアの　free　radicalに

由来するもので，撃値2．0046，、4Hmsl　9．5gauss，

mg．　proteinあたりの　free　radical量は，正常ラ

ット肝ミトコンドリアでは，6．35±0．1×1013であり，

これは呼吸状態，膜を中心とした能動透過に重要な役

割を果すものである．

図4． 正常ラット肝ミトコンドリアfree　radica1の
変化．
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　図5は正常ラット肝ミトコンドリアに黄苓柴胡を作

用させ，その作用濃度と　free　radicalの変化との

関係を示したものである，即ち，正常肝ミトコンドリ

ア（6．Omg．　protein：量）に黄：苓，柴胡をそれぞれ2

0μi，40μ1，100μ1，200μ1を加え（100μ1以上は　unco－

upling作用），1分間インキュベートし，液体窒素

温度で凍結後，ESR吸収を測定したものである．図5

からも明らかな様に，黄：苓，柴胡ともに40μ1（呼吸機

能低下量，ADP／0比，　RCIの低下）では1free　rad・

ica1の軽度の低下が認められるにすぎないが，100μ1

では　free　radica1の著明な減少が認められ，黄：苓

では，さらに添加量を増加させても　free　radical

の減少は認められない．然し，柴胡では添加量に比例

して　free　radicalは直線的に減少する．

　正常ラット肝ミトコンドリアの　ESR　signalは，

free　radicalに由来する9＝2．0046のするどい吸収

波形のみであるが（図6），黄苓，柴胡を作用させる

と，図6，7，8，に示す様に新らしい吸収波形が出

現する．即ち，ミトコンドリアに黄苓を作用させると

（図7），Gm　2820　gauss，　Gm　2970　gauss，　Gm　3

170gauss，　Gm　3350　gaussに，柴胡を作用させると

（図8），Gm　2580　gauss，　Gm　2900　gauss，　Gm　3

図5．正常ラット肝ミトコンドリアの　Scutellaria，

　　　Bupleurum添加による　free　radicalへの
　　　影響．
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図7．正常ラット肝ミトコンドリアの
　　　添加による　ESR　signalの変化．
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ATPase
％

100

図9．正常ラット肝ミクロゾームATPase活性の変化．

一rOUgh　microsome
…　一smooth　microsome

σ

100

∂

20　　40 IOO　μ1 20　　40 100μ1

a）Bupleurum添加，

b）Scutellaria添加

190gaussにそれぞれ新らしい　signalが認められ

る．図6で見る様に，Gm　3190　gaussは黄：苓，柴胡

に共通に観察される．

∬．黄：琴，柴胡の正常肝ミクロゾームに対する作用

　1．ミクロゾームATPase活性に対する作用

　粗面小胞体，滑面小胞体について，月餅，柴胡の濃

度変化に対する　ATPase活性の変化を検討した．

　図9からも明らかな様に，粗面，滑面小胞体の

ATPase活性は黄考：，柴胡によって活性化される．

とくに柴胡は粗面小胞体　ATPase活性を特異的に

増加させる．

　2．ミクロゾームの　free　radicalに対する作用

　正1常ラット肝ミクロゾームには（図10），9＝2．004

1，、4Hms［10～12gaussの　free　radicalに由来す

る吸収波形が存在するが，その濃度は極めて少なく，

1012spin／mg以下である．然し，ミクロゾームに黄：苓

を作用させると，free　radicalは著明に±曽加し，9

値は2．0058，4Hmsl　6．Ogaussのするどい吸収波形が

得られる．柴胡でも向様にミクロゾームの・free　ra．

dicalの吸収波形は増大するが（2＝2．006，4Hms1

7．Ogauss），図からも明らかな様に，その増加率は黄

考：に比して遥かに小さい．さらにミクロゾームを分画

して，粗面，滑面小胞体についての作用をみると，表

1に示される様に正常では滑面小胞体に　free　radi．

calの信号は認め難いが，通庭：，柴胡の添加によっ

図10．正常ラット肝ミクロゾームの　free　radicai

　　　に対する影響．

Mn Mn．◎

　　　σ

Mn M♂

Mn耐

ρ

Mn．，

20gauss

a）ミクロゾームのfree　radica1，

b）Scutellaria　100μ1添加，

c）Bupleurum　100μ1添加．
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て，free　radicalは増加し，特に黄苓の効果が著明

である．この様な結果は，これらの薬物がミクロゾー

ム分画の，特に滑面小胞体に特異的に作用することを

示している．

　さらに磁場2000～4000gaussにおけるESR測定では

（図11），黄苓：添加では2900gaussを中心とするESR

吸収波形がみとめられる．また図12にみられるよう

に，柴胡20μ1添加では2900gaussを中心に巾広い吸収

波，100μ［添加では，この巾広い波形は消失する．こ

の様な波形は何れも不安定で，薬物添加量による変化

が著しい．

　3．黄：琴，柴胡のミクロゾームの電子伝達系に対す

　　　る作用

　上記の結果はこれら薬物がミクロゾーム滑体小胞体

に作用し，その電子状態を変化させることを示してい

る．

　ミクロゾームに電子伝達系の基質であるNADHを作

用させると，free　radicalは増加する（多値は2．00

41，∠Hmsl　16．3）．即ち，この反応系には　radical

反応を含むことを示している（図13，表2）．

　この様な反応系に黄苓，柴胡を加えると，free

radicalはさらに増加する．この場合9値の変化はな

いが，∠Hms1値は著明に減少する（図13，表2）．

　ミクロゾームに黄苓を添加すると，free　radical

は著明に増加し，∠Hmslは6．6と減少する．これにN

ADHを添加しても，その量はほとんど変化しない、

これは黄苓投与による　free　radical量の増加が大

きく，NADHの変化が不明確化したものと考えられ
る．

　柴胡を添加したミクロゾームでは，その　intensit・

yは18．9，∠Hmsi　6．6で，ほぼ2．5倍の増加である．

図13からも明らかなように，この電子伝達系における

free　radical　は黄：琴，柴胡の添加によって，その

性質が変化する．即ち，黄苓，柴胡はこの電子伝達系

に直接関与しているものと考えられる．

　4．黄苓，柴胡のミクロゾームP450に対する作用

　ミクロゾームのもう一つの電子伝達系について，P4

50を中心に検討した．

表1　正常ラット肝ミクロゾームのfree　radical　intesity

free　radical　intensity

rough－microsome smooth＿microsome

　●高撃モ窒盾唐盾高?

icrosome十Scutellariam

奄モ窒盾唐盾高?¥Bupleurum�

．01

P．21

U．9�

1
2
7
．
7
2
4
．
2

11．Scutellaria（100μD添加による正常ラット肝

クロゾームの　ESR　signaiの変化．

1
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　ミクロゾームを還元して，その差スペクトルを観察

すると（図14），555mμ，423mμ，408mμに吸収がみ

られる．還元ミクロゾームに・さらにCOを結合させる

と，新たに450mμに吸収があらわれ，いわゆるP450と

呼ばれるヘム蛋白に由来する吸収である．

　この様な条件で，フェノバルビタールを添加する

と，450mμの吸収は増加し，黄苓を加えるとさらに増

加の傾向がみられる（図15）．

　この様なP450を中心とした反応系についてfree

radicalを検討した．ミクロゾームをNa2S204で還元

し，CO結合を行なっても，その　free　radicalには

殆んど変化しない．さらに，この系にフェノバルビ

タールを添加しても，free　radicalには著しい変化

はみとめられなかった．この系に黄琴：を添加すると，

p450自体は，　free　radicalに直接関与しない（図16）

ことから，黄：琴は，基質からP450までの反応系に関与

していることを示唆している．

皿．黄：琴，柴胡のin　vivOにおける作用

　成熟ウイスター系ラットに黄：苓（5．1mg／day），柴

胡（8．Omg／day）をそれぞれ経口的に約4週間連続

投与し，1，2，4週間目に主として肝細胞を中心

に，細胞形態学的変化，分画したミトコンドリアにお

図12．Bup［eurum添加による正常ラット肝ミクロ
　　　ゾームの　ESR　signalの変化．
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表2　正常ラット肝ミクロゾームのfree　radical　intensity及び

　　　∠HmslとNADH，　Scutellaria，　Bupleurumとの関係

free　radical　intensity ∠Hmsl

●

・

mlcrosome 一 一

microsome十NADH 7．7 16．3

microsome十Scutellaria 90．8 6．6

microsome十NADH十Scutellaria 90．8 6．6

microsome十Bupleurum 9．2 5．3

microsome十NADH十Bupleurum 18．9 6．6
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図13．正常ラット肝ミクロゾームの電子伝達系に対す

　　　る　Scutellaria，　Bupleurumの作用．
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ける呼吸機能（電子伝達系，酸化的燐酸化系）、，　ミク

ロゾームにおける　ATPase活性，電子伝達能につ

いて検討した．

　黄考：，柴胡を投与したウイスター系ラット肝臓で

は，光学顕微鏡的に何れの時期にういても形態学的変

化はみとめられなかった．また，ミトコンドリアにつ

いても，2週間投与例で，僅かにADP／0比の低下，

RCIの変動などがみられたが，何れも有意の差ではな

い．

　ミクロゾームにおけるATPase活性についてみる

と，黄：苓，柴胡投与例では，1，2週間で粗面小胞体

における活性化が著明であるが，滑面小胞体について

みると，非投与例との間に有意の差は認められない

（図17）．

　図18は黄：琴投与例におけるESR共鳴吸収を測定した

ものであるが，投与一週間目以降，Gm2670，2820，

3080，および9＝2．000に相当する　free　radicalの

増加が観察される．然し，4週間目では　free　radi－

calが増大するが（図19），柴胡投与例では，投与2

週間目に，Gm＝3080gaussを中心とした吸収波形が

出現し，また2＝2．004に相当する　free　radica［の
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図16．薬剤添加による正常ラット肝ミクロゾームp450

　　　反応系の　free　radicalの変化．
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図18．Scutellaria投与ラット肝細胞分画のESR　signal．
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図20．Bupleurum投与ラット肝ミトコンドリアの
　　　ESR　signa1の変化．
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増大が認あられる．4週間投与例では2580，2800，30

00の吸収波が観察され（図20，図21），2＝2．004の

free　radicalが，さらに増大する傾向を示す（図1
9）．

　　　　　　　　　総括及び考察

　Scutellaria　baicalensis　Georgi，　Bupleurum　faト

catum　Linn，は古くから東洋医学の重要な治療薬と

して用いられ，その臨床治療効果についても多くの報

告があるが，その作用機作についてはなお不明の点が
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多い．

　一方，これら薬物の有効成分抽出の努力も行なわ

れ，ScutellariaからはBaicalin，　Baicalein，　Wo・

090ninなど，主に　Flavone系化合物が分離され，

また，　Bupleurumからは　Sa三kogenine　A，　B，

C，D，　Eおよび　Sapogeninなど諸種の化合物が抽

出され，これらの化学的性質，薬理作用の解析が試み

られている．しかし，これらの有効成分と　Scutella・

riaやBupieurumそのものの薬理作用の間に必ず

しも一定の相関々係がみとめられていない．

　このような研究方法は，これまで，薬理作用機作解

析の最も普通の手段であるが，生体に薬物を投与し，

その作用機構を解析するためには，さらに投与薬物の

細胞，さらには細胞内小器管であるミトコンドリア，

ミクロゾームなどに対する親和性，その諸機能に対す

る作用について解析する必要がある．

　この点を考慮し，in　vitro，　in　vivoにおける

ラット肝細胞ミトコンドリアおよびミクロゾームの代

謝活性を中心に，Scutellaria，　Bupleurumの作用，

とくに，電子スピン共鳴吸収法の導入によるその作用

機作解析法の確立を試みた．

　黄苓，柴胡弓に，ある一定量以上では正常ラット肝

ミトコンドリアに作用し，その呼吸機能を障害し，い

わゆる　uncoupling状態に導く．この状態で，ミト

コンドリアの　free　radica1は減少するが，　DNPな

どによる　uncoupling状態に比し，減少度は少ない

37）．また2000～4000gaussの掃引では，種々の新しい

ESR吸収波が観測される，この波形は　in　vivoに

おいてもみとめられるが，ミトコンドリアの電子伝達

系や酸化的燐酸化系とは直接の関与はみとめられな

い．この　signalについての解析は，量子化学的に

も電子スピン共鳴吸収の解析でもなお明らかではな

い．しかし，他の多くのミトコンドリアによる実験か

ら，おそらくミトコンドリア膜における変化と考えら

れる．何れにしても，黄：苓，柴胡はミトコンドリアに

親和性があり，特異的に　interactionするものであ

ろう，

　多くの細胞内代謝活性に関与するミクロゾーム分画

に対する作用についてみると，Scutellaria，　Bupleu・

rumは共にその　ATPaseを活性化するが，とくに

Bupleurumは粗面ミクロゾームの　ATPaseを特異

的に活性化する．このような結果は　Scutellaria

およびBupleurumはミクロゾーム膜の能動透過に

関与していることを示している．

　正常ラット肝ミクロゾーム（粗面および滑面）につ

いてのESR吸収測定では，　free　radicalの吸収波形

野

は極めて小さく，正常ではかりに存在してもかなり少

量（1012spin　concentration／mg．　protein　of　m・

icrosome以下）であろうと推定される．

　このミクロゾーム分画に黄苓を作用させると，夢＝

2．0058，，4Hmsl　6．8gaussの極めて鋭い，　free　rad－

icalに由来する　ESR　signalが観測される．とく

に表1で明らかなように滑面ミクロゾームにおける

free　radicalの増加が著明である．柴胡を作用させ

た場合にも同じように，ミクロゾームの　free　radi・

calの増加がみとめられるが，黄苓に比してはるかに

少ない．また，粗面，滑面に対しても黄苓にみられる

ような特異性はみとめられない．黄：琴，柴胡自体に

は，free　radicalによる吸収波は観測されておら

ず，この　free　radicalはミクロゾームとこれら薬

物の相互作用によって生じたものである．

　このfree　radicalに由来するESR吸収波は，多

値，∠Hmsl値から明らかにミトコンドリアにおける

吸収波とは異質のものであり，その発生機序に相違の

あることを示している．

　また，ミクロゾームに黄苓，柴胡を添加した場合，

磁場2000～4000gaussに出現ずる新しいESR吸収波

は，ミクロゾーム蛋白量や添加する薬物の量によって

多彩である．このESR吸収波の意味についてはなお不

明であるが，ミトコンドリアにおいてみとめられた信

号と近似することから，恐らくミクロゾーム膜系が関

与しているものと考えられる．何れにしても，添広量

によるこれらESR吸収波の多彩性は，薬物投与におけ

る　dosisに関連して検討すべきものであろう．

　次にミクロゾームにおける　free　radica1の役割

が問題である，

　肝ミクロゾームには下に示すようにb5を含む系とP4

50を含む系の二つの．異なった電子伝達系が存在する．

　　　　　　　　　／C

NADH2一→fP1一→b5・一…　02

NADPH2一→fP2一→？一→P450一→02

　これら二つの代謝過程についての病態生理学的意義

はなお明らかでないが，P450の系は生体における薬物

代謝に関与すると考えられている．

　ミクロゾームに電子伝達系の基質であるNADH2を

作用させると，図13にみられるように　free　radica1

による信号は明らかに増大し，この電子伝達系は

radica1反応を含むことを示している．このような基

質存在下で黄：琴，柴胡を作用させると，free　radic－

alはさらに増大し，図13および表2でみられるよう

に波形の性質が変化する．従って，黄：琴，柴胡はこの
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電子伝達系の　radical反応に直接関与することが明

らかである．

　一方，p450を含む系についてみると，図14，図15の

ように差スペクトルによるミクロゾームP450はフェノ

バルビタールによって増加するが，同じ材料によるE

SR吸収波の測定では，図16にみられるように，　free

radicalの増大はみとめられず，　P450の量と　free

radica［の濃度とは直接関係はないと考えられる．し

かし，この系に，黄：琴を作用させると，free　radic・

alの濃度およびその性質の変化がみとめられること

から，黄苓の作用部位はP450以外の電子伝達系に作用

すると考えられる．

　以上のin　vitroにおける実験から，黄苓，柴胡は

細胞小器官であるミトコンドリアおよびミクロゾーム

に親和性があり，とくにミクロゾームに特異的に作用

し，膜能動透過，あるいはその代謝を活性化するもの

である

　成熟ウイスター系ラットに黄苓（5．1mg／day），柴

胡（8．Omg／day）を経口的に連続投与し，1週，2

週および4週目に，それぞれについて肝細胞の形態学

的変化，ミトコンドリア呼吸能（電子伝達系，酸化的

燐酸化系）およびミクロゾームにおける代謝活性，

ATPase活性について検討した．

　黄：苓，柴胡を投与したウイスター系ラット肝臓で

は，何れの時期についても形態学的な変化はみとあら

れない．また，ミトコンドリアの呼吸能（電子伝達

系，酸化的燐酸化系）も正常で，投与二期についても

有意の差はなく，in　vitroにおける呼吸障害作用

はみとめられない．ESR共鳴による吸収波測定では，

free　radicalは全く正常と同様であるが，磁場2000

～4000　gauss掃引では，　in　vitroにおいてみら

れたように，新しい信号が出現する（吸収波は　in

vitroとin　vivoで全く同じではないが），黄考；，

柴胡もミトコンドリアには親和性があるが，その呼吸

活性には全く関与せず，また，in　vivoにおける投

与ではそれを障害することはないと考えてよい．

　薬物投与例におけるミクロゾーム分画についてみる

と，in　vitroと同様に，粗面ミクロゾームにおけ

る　ATPaseの活性化が著明であるが，滑面小胞体

では非投与例との間に有意の差はみとめられない．

　ESR共鳴吸収によるミクロゾーム代謝活性の測定で

は，黄苓投与一週間後より，free　radicalは増加

し，4週間目で極大となる．柴胡投与例でもほぼ同様

の傾向を示す．従って黄：苓：，柴胡は　in　vivoにお

いても，in　viwroと同様にミクロゾームの代謝を

活性化すると考えられる．

　しかし，磁場2000～4000　gaussにおける信号は，

投与量によって著しく異なり，また　in　vitroにお

ける吸収波とも必ず一致しない．

　これらの吸収波に関しては，量子化学的にも電子ス

ピン共鳴吸収の解析からも不明の点が多く，また，細

胞生物学的意義についても解析が望まれる．しかし，

何れにしても，これらの信号がミトコンドリアでみと

められたと同様に　in　vitroとin　vivoで明ら

かに異なること，投与量，投与時期によっても著しい

相違を示すことは，投与薬物の親和性，dosisを考

える上で重要な指標となることはもちろんであるが，

その他の諸機能についても，同様な解析をする必要が

あることを示唆している．

図22．Scutellaria及びその抽出物　Baica［in，　Bicaト

　　　ein添加による正常ラット肝ミクロゾームfr・

ee　radicalの変化　（in　vitro反応）．
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　またScutellariaよりの抽出物である　Baicalein

C15HloO5，　Baicalin　C12H18011は，そのもの自体　free

radicalを有していて，ミクロゾームと　radical反

応を行うと考えられる結果が得られているが，これは

黄苓自体の作用とは異なるものであろうと考えられる

（図22）．この結果は，有効成分の抽出によって薬理

作用が変化したことを示すものであり，この点につい

て，なお検討を行なっている．

結 論

　東洋医学的に興味のあよ　Scutellaria　baica［ensis

Georgi（黄：琴），　Bupleurum　falcatum　Linn（柴

胡）の薬理作用の解析の試みとして，これら薬物のラ

ット肝細胞のミトコンドリア呼吸機能（酸化的燐酸化

系，電子伝達系），ミクロゾームにおける　ATPase

活性，電子伝達系におよぼす影響を中心に，in　vit・

ro，　in　vivoで検討した．

　1．黄：琴，柴胡は共に分画された正常ラット肝ミト

コンドリアの呼吸機能に作用し，大量添加では電子伝

達系と酸化的燐酸化系を脱共役した，

　2．また，その電子スピン共鳴吸収では，黄苓作用

の場合，Gm　2820，2970，3170，3350　gaussに，

柴胡作用の場合，Gm　2580，2900，3190　gaussに，

それぞれ新しい吸収波形がみとめられた．また，ミト

コンドリアに由来する　free　radica1は減少するが，

これは呼吸機能における　uncouplingの状態と一致

する．

　3．黄昏，柴胡は，ミクロゾームの粗面，滑面小胞

体に作用し，ATPase酵素活性を活性化した．

　4，黄考：，柴胡は，薬物代謝に関与すると考えられ

る滑面小胞体に特異的に作用する．正常滑面小胞体に

は　free　radicalによる　signalは確証出来ない

が，黄：琴，柴胡の添加によって著明な　free　radical

の出現がみられた．

　5．黄’考：を正常ラット肝から分画したミクロゾーム

に作用させると，磁場2910（2．25）および3270

gaussを中心とした　free　radicalの増大が認めら

れた．

　6．DPNHを基質とするミクロゾーム電子伝達系の

反応では，free　radicalの増加がみられるが，黄

：苓，柴胡は共に，この電子伝達系を活性化した．

　7．薬物代謝に関与するP450についてみると，フェ

ノバルビタール，黄苓添加で　free　radicalが著明

に増大した．

　8．黄苓，柴胡を1，2，4週間投与したウイス

ター系ラット肝臓では，光顕的に異常所見は全くみと

野

められなかった．

　9．また．，ミトコンドリア分画についての呼吸機

能，電子スピン共鳴吸収による信号に異常はみとめら

れなかった．

　10．ミクロゾーム分画では，粗面小胞体の　ATPa・

se活性を活性化した．

　11．また，電子スピン共鳴吸収についてみると，

in　vitroにおける実験と同様の　signalが観測さ

れ，黄：琴，柴胡のミクロゾーム親和性が確認された．

　12．9ニ2．0046を中心とした　free　radicalが著

明に増大するが，とくに黄：苓による増加が著しく，電

子伝達系活性化が推定された．
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Abstract

　　　From　the　oldenしime，　So厩2〃αノ’αわ∫6α12η8’s　andβ砂1甜7π規ノα16α如舵have

been　used　in　the　Chinese　Inedical　science　as　an　important　medicine．　However，

their　pharmacolog：ical　action　mechanisms　have　llot　been　clearly　explained　yet．

As．an　attempt　at　the　analysis　of　their　medicinal　actions，　their　effects　on　the

respiratory　functions　of　mitochondria　（oxgdative　phosphorylation　and　electron

transfer　systems）and　on　the　microsomal　electron　transfer　system　and　ATPase

activities　were　discussed　in　this　paper．

　　　1．Water　extracts　of　radix　So厩211α7∫αand　of　radixβ妙16μ7襯，　both　int－

eracted　with　respiratOry　function　of　isolated　rat－liver　mitochondria．　The　electron

transfer　system　and　oxidative　phosphorylation　system　were　uncoupled　by　a　lnass

addition　of　them．　Under　these　conditions，　the　free　radical　of　InitochQndria　was

decreased，　however　the　degree　of　decrease　was　less　in　a　comparison　with　an

uncoupling　state　by　DNP．　Moreover，　several　new　absorption　waves　of　ESR　were

observed　between　2000　and　4000　gauss．　From　our　lllany　other　results，　it　was

suggested　that　these　new　waves　corresponded　tσthe　change　of　mitochonarial

membrane．
　　　2。Both　S冶痂6〃α〃αand　βπρ12π7〃祝interacted　witll　rough　and　smooth　sU－

rfaced　microsome，　and　activated　their　ATPase　activities．　No　free　radical　was

observed　in　normal　rat－1iver　lnicrosome，　however　a　distinct　free　radical　apPeared

by　the　addition　of　Sc厩ρ11α7∫αor　Bupleurum．　The　microsomal　electron　transfer

system　which　utlized　NADH　as　the　substrate　was　activated　by　the　addition　of

So麗6〃α万α　or　Bupleurum，　furthermore　the　free　radical　was　also　increased．　In

the　P450　system，　the　free　radical　was　clearly　increased　by　the　addition　of　Sひ
z4た～〃α7∫α．



    3. After Scutellaria or Bupleurup was administered orally to a rat, the effects

 on the respiratory functions of liver mitochondria were not observed during
 4 weeks. On the micrQsQme fraction, ATPase activity of rough surfaced mic-
 rosome was activated by these treaments. Morever, in the ESR absorption waves

 of microsome, new signals like in vitro experiments were observed by a
 long-term administration of Scutellaria or BuPleurum. The free radicai of mi-

 crosome was also increased greatly by Scutellaria. Therefore, these results
 indicated that Scutellaria and BuPleurum had affinity to microsome and activated

 the electron transfer system.

    As reported in this paper, the action mechnism of Chinese medicines was
 analyzed by a biophysical method i.e. Electron Spin Resonance.


