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序論 

 慢性関節リウマチ ( RA ) を代表とする炎症性疾患の患者数は、高齢化に伴い

増加している 1, 2)。炎症には活性化免疫細胞が関与する複雑なプロセスが関わっ

ており 3)、その中でもマクロファージは炎症性サイトカイン・ケモカインおよび

他のメディエーターを放出することによって Th1 細胞の活性化や炎症組織への

単球の遊走を誘導するなど炎症反応の調節に重要な役割を果たしている 4) ( 図

1 )。活性化されたマクロファージは、誘導型一酸化窒素合成酵素 ( inducible 

nitric oxide synthase : iNOS )・シクロオキシゲナーゼ ( cyclooxygenase : 

COX ) -2等の炎症性酵素やインターロイキン ( interleukin : IL ) -1・IL-6お

よび腫瘍壊死因子 ( tumor necrosis factor : TNF ) -など前炎症性サイトカイ

ンを分泌し、細菌やウイルスに対する貪食などの生体防御反応を行っている 5 - 8)。

一方でマクロファージの活性化が持続し、炎症性酵素や前炎症性サイトカイン

の分泌が過剰になることが RAの原因になると考えられている 9, 10)。 

RAは多発する関節炎と進行性の関節破壊を主症状とする 11)。RA に用いる医

薬品としては、主として抗リウマチ薬の金製剤・D-ペニシラミン・メトトレキ

サートが、他にはステロイド薬のプレドニゾロン、非ステロイド性抗炎症薬 

( NSAIDs ) のロキソプロフェンやインドメタシン、抗体医薬品等の生物学的製

剤が挙げられる。金製材や D-ペニシラミンは、歴史が古い薬であり確定的な作

用機序については報告がないとされるが、マクロファージなどの免疫反応に対

する影響が言われている 12, 13)。メトトレキサートは炎症部位への好中球の遊走

を抑制するほか、マクロファージからの IL-1産生抑制作用があることが分かっ

ている 14)。ステロイド薬はマクロファージなどの免疫細胞内の核内受容体に作

用して、AP-1 や NF-B といった転写因子を抑制することで炎症性酵素や前炎

症性サイトカインの産生を抑制し、RAの症状を寛解する 15)。NSAIDsは COX

の働きを阻害し、RA における慢性の関節炎に伴う疼痛・腫脹に対して鎮痛効果

をもたらす 11)。これらの他、近年では生物学的製剤が登場し、RAの原因と考え

られている IL-1・IL-6・TNF-を直接阻害することで高い効果を挙げている。

IL-1 は 1981 年にリウマチ滑膜細胞のコラゲナーゼとプロスタグランジン産生

を刺激する物質であることが発見され、IL-1 が RA に関連する炎症応答に関与

している滑膜細胞とリンパ球の活性化に関与している可能性が示唆された 16)。

現在では IL-1が特に RA において破骨細胞様細胞を増強することによって骨

破壊を引き起こすことが明らかとなり 17)、IL-1 受容体アンタゴニストであるア

ナキンラは欧米では医薬品としての承認を受け RA患者に使用されている。IL-6

は 1982年に B細胞分化因子 ( BCDF ) として発表され 18)、RA 患者の関節液

中には IL-6が増加していることから IL-6とRA発症の関連性が考えられた 19)。

現在では IL-6 のシグナル異常によって RA 等の自己免疫疾患が発症することが
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明らかとなり 20)、抗 IL-6受容体抗体であるトシリズマブが医薬品として日本国

内での承認を受けている。TNF-は主に活性化したマクロファージから産生さ

れ、固形がんに対して出血性の壊死を生じさせるサイトカインとして発見され

た 21)。TNF-は細胞接着分子の発現やアポトーシスの誘導、IL-1・IL-6などの

炎症性メディエーターの産生を亢進させることにより、感染防御 22, 23)や抗腫瘍

作用 24)に関与する一方で、過剰な発現は RA などの疾患を発症させる。また、

IL-6と TNF-の共刺激によって、破骨細胞が誘導されることも近年報告されて

いる 25)。TNF-に対しては、インフリキシマブ ( キメラ型抗 TNF-抗体 ) ・

アダリムマブ ( ヒト型抗 TNF-抗体 ) ・エタネルセプト ( TNF受容体-Fc融

合蛋白 ) が医薬品として日本国内での承認を受けて使用されている。また、最

近では RA患者において NOが T細胞の機能不全に寄与すること 26)や軟骨細胞

でのアポトーシスに関与すること 27)、破骨細胞による骨吸収の活性化 28)が示唆

されており、治療上の新しい視点となり得る。現在の RA 治療薬における作用

点である COX-2・IL-1・IL-6・TNF- や治療上の新たな標的である NOとい

った、炎症性酵素や前炎症性サイトカインをコントロールすることが RA の治

療上有用であることが伺える。 

しかしながら、従来使用されてきた医薬品は以下のような副作用が問題とな

っている。抗リウマチ薬は比較的即効性で効果も良いが、まれに致命的な副作

用が起こることが報告されている 29)。また NSAIDsは胃腸障害、ステロイド薬

は消化性潰瘍や骨粗鬆症が治療上の大きな問題となり、長期の薬物投与ができ

ないという難点がある 11)。近年発展してきた抗体医薬品は高い治療効果がある

一方、他の医薬品に比べて非常に高価で、患者の経済的負担が大きい。さらに

抗体医薬品の投与経路は注射剤などに限定されるため、入院患者にしか適用出

来ないことも問題点として挙げられている。 

近年、RAに対して越婢加朮湯と柴胡剤の併用が有効であるとの報告 30)や変形

性膝関節症の疼痛歩行能障害や腫脹に対して越婢加朮湯や防已黄耆湯が有意な

改善を示すこと 31, 32)等が報告され、漢方薬が RA をはじめとする炎症性疾患に

効果があることが示されている。漢方薬は西洋薬に対する代替療法として比較

的薬価が安く経済的負担が小さいこと、経口投与で用いられることから上記の

抗体医薬品を適応しにくい患者が利用出来る重要な代替医薬品である。 

そこで本研究では、RAに対する効果が報告されている上記の漢方薬 30 - 32)に

使用され、中薬大辞典 33)および教科書等の資料 34)に炎症性疾患に用いられると

記載のある生薬 19種について、NO産生の抑制効果を指標に抗炎症効果を検討

した。また、その中でも特に NO 産生抑制効果が高かった蒼朮について前炎症

性サイトカインのmRNA発現抑制作用の検討とその活性化合物の解明を試みた。 
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図１ マクロファージの活性化と RA ( 骨破壊 ) との関連 

   Adamopoulos らの報告 35)を基に改変した 
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第一章 NO産生抑制作用を指標とした各種生薬のスクリーニング 

第一節 緒言 

NO は生体内において 3 種類の NOS によって合成され、NOS の種類によっ

て合成された NOの機能が異なる。すなわち神経型 NOS ( neuronal NOS ) は

神経組織に主として発現して細胞間の情報伝達の機能に関与し、内皮型 NOS 

( endothelial NOS ) は血管内皮細胞で発現して血管拡張作用を示す。iNOSは

免疫系の細胞に発現し、病原体に対する生体防御作用を示す。iNOSによって合

成される過剰な NO はフリーラジカルとして働き、病原体に対する抵抗性を示

す一方で炎症反応を増強するため、iNOS をコントロールすることは患者 QOL

を向上するために重要である。特に RA の患者では、患者の血清、尿、および

関節液中に NO が多量に存在し、血清サイトカイン量や関節腫脹と相関するこ

とが報告されている 36, 37)。 

 NOの産生抑制作用について、天然物を用いた検討ではこれまでに Artemisia

属植物 38)や Cratoxylum 属植物 39)の他、数多くの論文が報告されており、いず

れ の 文 献 も マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 株 で あ る RAW264 を 用 い 、

Lipopolysaccharide ( LPS ) 刺激の下、培地中に含有される NOの量を Griess

法で定量している。しかしながら、これまで漢方薬に用いられている生薬につ

いて、NO産生抑制作用を指標とした抗炎症作用をスクリーニングした報告はな

い。本章では 19 種類の生薬について 70 %メタノールで抽出し、抽出エキスの

NO産生抑制作用を検討した。 

 

第二節 実験方法 

生薬は株式会社ウチダ和漢薬より入手した。生薬 10.0 gを 300 mのふるい

を通過するまでミルサーで粉砕し、100 mLの 70 %メタノールを加えたのち 30 

min超音波を照射して抽出した。抽出液をろ過後、残渣に再び 70 %メタノール

を加えて 3 回抽出操作を行い抽出液はまとめて減圧下で濃縮した。熱水抽出エ

キスは刻み生薬 10.0 gを量り取り、40 min煮沸抽出した。抽出液は 1000 rpm, 

10 min遠心分離して上清を吸引ろ過し、ろ液を減圧下で凍結乾燥することで水

抽出エキスとした。それぞれの生薬抽出エキスは DMSOで溶解し、100 mg/mL

の試験溶液を調製した。 

24 well plateに 1.0×105の RAW264細胞を播種し、37C, 5 % CO2下で一晩

プレインキュベートした後、生薬抽出エキスを加えた ( 生薬抽出エキスの最終

濃度：100 g/mL，DMSOの最終濃度：0.1 % ) 。生薬抽出エキスもしくはポジ

ティブコントロール ( デキサメタゾン，最終濃度：10 mM ) を加えてから 2時

間後に RAW264 の活性化および NO産生を惹起する目的で、培地に LPS ( 最終

濃度：10 ng/mL ) を加えた。37C，5 % CO2下でインキュベート後、RAW264
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が産生したNO量を測定するため、等量の培地とGriess試薬 ( 5 %リン酸の 1 %

スルファニルアミド溶液と 0.1 % n-1-ナフチルエチレンジアミンニ塩酸塩 ) を

混合し、540 nmの吸光度を測定した。吸光度の値は亜硝酸ナトリウムの標準液

で作成した検量線を用い、培地中に産生された NO量として定量した。 

統計学的な有意差検定には、SPSS for Windows ( SPSS Inc )を用い、群間の

差を one-way ANOVAによって解析した。 
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図 2 LPS刺激 ( 1.0 g/mLおよび 10 ng/mL ) 後の NO産生量の時間変化 

 

 

 

表 1 RAW264を LPS刺激 ( 10 ng/mL ) 後の NO産生に対する各種生薬エキスの効果 

a：70 %メタノールエキス ( 最終濃度 100 g/mL )  

   デキサメタゾン ( 10 mM ) をポジティブコントロールとする 

b：使用した生薬のロット番号 

c：3回の試験における平均抑制率 

 

 

 

生薬名 (a) Lot. No (b) NO産生抑制率 (c) 生薬名 (a) Lot. No (b) NO産生抑制率 (c)

ソウジュツ 8021145 91.8% トウキ YA242421 18.0%

ビャクジュツ 252225 67.6% シャクヤク YA252316 17.6%

サイシン 242910 61.3% ゲンチアナ 252128 15.8%

ケイヒ 252216 59.6% チモ 8951155 15.3%

ハッカ 242817 56.9% カッコン 252112 13.4%

ハンゲ 252228 56.1% バクモンドウ 8BJ1251 12.9%

オウゴン YS192122 53.1% ジオウ 252126 4.9%

サンズコン 242122 33.1% サイコ NP243122 0.3%

カンゾウ 252124 29.6% オンジ 243119 -4.0%

マオウ 243216 23.3% dexamethason

(10 mM)
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第三節 結果と考察 

RAW264 の NO 産生量は LPS 刺激後 24 時間から 48 時間でプラトーに達す

ることが事前検討によって明らかとなった ( 図 2 ) 。Ryu ら 38)、Boonnak ら
39)の論文でも、RAW264 による NO産生試験は 24時間で行っている。そこで本

試験では LPS刺激後の設定時間を 24時間とした。 

生薬 70 %メタノール抽出エキス 19種の内、7種の生薬エキスが 50 %以上の

NO産生抑制作用を示し ( 表 1 ) 、蒼朮 ( Atractylodis Lanceae Rhizoma : AL ) 

の抽出エキス ( AL70M ) が最も高い抑制作用 ( 91.8% ) を示した。また、蒼朮

と原植物が同属 ( Atractylodes属 ) である白朮 ( Atractylodis Rhizoma : AR ) 

のエキス ( AR70M ) にも NO産生抑制作用 ( 67.6% ) が確認され、蒼朮・白朮

のエキスにおける抑制作用は濃度依存的であることが明らかとなった ( 図

3A ) 。Atractylodes 属植物における抗炎症作用に関する報告としては、

Atractylodes japonica の根茎を基源とする白朮の熱水抽出エキス  ( 1.0 

mg/mL ) に RAW264 における LPS 刺激後の iNOS と COX-2 の産生を抑制す

る作用があることが報告されている 40)。また、A. macrocephala の根茎を基源

とする白朮は LPS刺激をした腹腔マクロファージからの TNF- や NO産生を

抑制し、有効成分として atractylenolide Iと atractylenolide IIIが報告されて

いる 41)。 

次に高い NO産生抑制作用を示した細辛 ( 61.3% ) は、デカトリエンアミド

類が TNF-で刺激したHepG2細胞に対して、PPARsを介した iNOSや COX-2

の発現を抑制するとの報告がある 42)。また、LPS刺激をした RAW264に対し、

PPARのアンタゴニストを反応させることで TNF-の産生を抑制したという

報告 43)があること、RAW264における TNF-と iNOSはともに LPS刺激後は

転写因子の NF-Bおよび AP-1の活性化によって転写・翻訳が増加する 44)との

報告がある。 

最も NO 産生抑制作用が強かった蒼朮と白朮については、湯液として用いら

れていることを考え、熱水抽出エキスの NO 産生抑制作用について検討した。

その結果、熱水抽出エキス ( 100 g/mL ) では NO産生抑制作用は示さないこ

とが明らかとなった ( 図 3B ) 。このことは前述の白朮における NO 産生抑制

作用の主体である atractylenolide I 等の化合物は低極性の化合物であること、

水抽出エキスでは糖などの水溶性化合物の混在によって低極性化合物のエキス

中の相対的含量が低下したためであると考察した。また、蒼朮においても熱水

抽出エキスが効果を示さなかったことから、蒼朮の NO 産生抑制作用について

も低極性の化合物によるものと考えられた。 

一方で NO 産生抑制作用を示さなかった遠志については、抗炎症作用につい

て tenuifoliside Aが LPS刺激を行った RAW264からのNO産生を抑制すると
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の報告がある 45)。NO産生抑制作用を示さなかった原因として、tenuifoliside A

は遠志中の含有率が 0.13 %であり 46)エキス中の濃度が極めて低いためと考えら

れた。 

 このように高い NO 産生抑制作用を示した白朮と細辛は、本試験の結果と関

連する抗炎症作用についての報告がある一方で、本章の実験で最も高い NO 産

生抑制作用を示した蒼朮に関してはラットカラゲニン空気嚢炎症モデルにおい

て、『A. lancea由来の蒼朮単独では効果は弱いが、麻黄と合わせて煎じた場合、

相乗的な抗炎症作用があった』とする報告 47)があるのみである。蒼朮と白朮は

同属植物を原植物とする生薬で、「第 16 改正日本薬局方」では蒼朮の原植物を

A. lancea De Candolle，A. chinensis Koidzumi 又はそれらの雑種とし、白朮は

A. japonica Koidzumi ex Kitamura 又は A. macrocephala Koidzumiで、互い

に薬用部位は根茎と規定している 48)。蒼朮と白朮は「神農本草経」では朮の名

で収載され、蒼朮と白朮の区別をはじめにしたのは陶弘景の「神農本草経集注」

からとされる ( 神農本草経集注では蒼朮は赤朮と記載されていた ) 49, 50)が、張

元素による『赤は瀉し、白は補う』の考え方から、本草綱要・薬徴・古方薬議

では蒼朮の方が湿を取り除く効果が高いと書かれている 50)。漢方医学では RA

等の関節における炎症性疾患は『湿邪』によって起こると考えられており 30)、

これら炎症性疾患に対して用いられる漢方薬およびそれを構成する生薬には

『湿』を取り除く効果が求められる。しかしながら、『湿』を取り除く効果がよ

り高いとされる蒼朮については上記の通り、抗炎症作用を示す科学的報告が少

ないことから、第二章および第三章において蒼朮に含まれる抗炎症作用を示す

活性化合物の探索および他の炎症性メディエーターに対する影響を検討した。 
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図 3 蒼朮および白朮の 70 %メタノールエキス ( A ) および熱水抽出エキス ( B ) による

NO産生抑制作用の検討 

LPS刺激 ( 10 ng/mL ) し、試料無添加の検体の値を 100 %とした。グラフの値は 3

回試験した平均値でエラーバーは標準偏差を示す。：コントロールに対して有意 (p 

< 0.01 ) な低下を示す。ALは蒼朮、ARは白朮を示す。 
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第二章 蒼朮 70 %メタノールエキスが iNOSおよび前炎症性サイトカイン類に

与える影響 

第一節 緒言 

マクロファージは細胞表面の Toll Like Receptor ( TLR4 ) でLPSと結合する

と、NF-κBや AP-1が活性化して iNOS mRNAの転写・翻訳を行い、NOを産

生する 51, 52)。このことから、AL70Mの NO産生抑制作用に対し、iNOSが関与

している可能性を考え、AL70M が iNOS mRNA 発現量に与える影響について

検討した。また、RAW264は LPS刺激によって NO以外にも COX-2・IL-1・

IL-6・TNF-といった炎症性メディエーターを産生することが知られている 53)。 

以上のことから本章では、AL70Mと、前章で NO産生抑制作用を示さなかっ

た蒼朮水抽出エキス ( ALW ) について、iNOS・COX-2・IL-1・IL-6・TNF- 

を RT-PCR法を用いて検討した。 

 

第二節 実験方法 

NO産生量の測定 

第一章と同様に行った。 

全 RNA抽出および RT-PCR法による各種mRNAの半定量 

 Hanら 54)の方法を改変して行った。すなわちRAW264に対してLPS刺激後、

24 well プレートから培地を取り除き、冷却された PBS を適量ずつ加えて氷上

で洗浄した。PBSを取り除き、セパゾール RNA I super ( Nacalai Tesque ) を

500 L加え、ピペッティングを行い細胞懸濁液とした。1.5 mL プラスチックチ

ューブに細胞懸濁液を移し変え、クロロホルムを 100 μLずつ加えて激しく撹拌

し、12000×g, 15 minで遠心分離した。遠心分離終了後に上清約 250 μLを、新

しい 1.5 mLプラスチックチューブに移し変え、2-プロパノールを上清と等量ず

つ加えて 12000×g, 15 minで遠心分離した。RNAがプラスチックチューブの底

に存在することを確認後、上清を取り除き、75 %エタノールを 1 mL 加えて

12000×g, 5 minで遠心分離した。75 %エタノールを取り除いた後、プラスチッ

クチューブのフタを開けたまま 20 min乾燥させた。DEPC水*を 20 μLずつ加

えて全 RNAを完全に溶解し、分光光度計にて検体の吸光度を測定して RNA濃

度を算出後、DEPC水を加えて RNA濃度を 1.0 μg/10 μLに調整した。 

統計学的な有意差検定には、SPSS for Windows ( SPSS Inc )を用い、群間の

差を one-way ANOVAによって解析した。 

DPEC水の作成法 

精製水に対して diethylpyrocarbonate ( DPEC，0.01 % ) を加え、37C, 24

時間撹拌しながら反応させた後、オートクレーブ処理して未反応の DPEC を不

活化して調製した。 
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cDNA合成 

 

cDNA reaction mixture ( Applied Biosystems Part Number 4374966 ) 

10 × RT buffer      2.0 μL 

10 × RT primer      2.0 μL 

25 × dNTP ( 100 mM )     0.8 μL 

RNase inhibitor      1.0 μL 

RT polymerase      1.0 μL 

RNA ( 1 μg/10 μL )                           lll o 10.0 μL 

  DEPC H2O       3.2 μL            

Total    20.0 μL 

 

Thermal Cycler Program 

Heat lid 

25 ºC   10 min 

37 ºC  120 min 

85 ºC  l o5 min 

4 ºC       － 

 

 

PCR 

PCR reaction mixture 

  10 × PCR buffer for KOD-Plus   2.5 μL 

  dNTP      2.5 μL 

  MgSO4       1.0 μL 

  Primer F ( 20 pmol/μL )      0.5 μL 

  Primer R ( 20 pmol/μL )      0.5 μL 

  KOD-Plus ( TOYOBO )      0.5 μL 

  cDNA       1.0 μL 

  H2O                                          16.5 μL     

Total   25.0 μL 
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Program 

Heat lid 

Hot start 94 ºC 2min 

Number cycles 

94 ºC 15 sec 

65 ºC ( IL-6・iNOS：55 ºC ) 30 sec 

68 ºC 30 sec 

Final extension 68 ºC 5min 

Final hold 4 ºC 

 

 Primer 

GAPDH Rattus GAPDH 300F 

           TTCACCACCATGGAGAAGGC 

     Rattus GAPDH 540R 

             GGCATGGACTGTGGTCATGA 

 

iNOS  iNOS 850F eie 

       GTTCCAGCATATCTGCAGAC 

 iNOS 1050R eie 

             CACAACTGGGTGAACTCCAA 

 

COX-2  Mus COX-2 173F 

       AACCGTGGGGAATGTATGAGCA 

 Mus COX-2 609R 

       AACTCTCTCCGTAGAAGAACCTTTTCCA 

 

IL-1β Mus IL-1 beta 89F 

       ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACT 

Mus IL-1 beta 545R 

       ATATTCTGTCCATTGAGGTGGAGAGCT 

 

IL-6 Mus IL-6 583F 

       TGGAGTCACAGAAGGAGTGGCTAAG 

 Mus IL-6 982R 

       CATCTGGCTAGGTAACAGAATATTTATATC 

 

GAPDH：21 cycles 

IL-1β：26 cycles 

IL-6・iNOS：28 cycles 

COX-2・TNF-α：24 cycles 
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TNF-α  TNF alpha 950F 

       TACTGAACTTCGGGGTGATCGGTCC 

 TNF alpha 2050R 

       CAGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACC 

 

電気泳動 

TAE buffer 50 mL に 0.75 g のアガロース ( 低電気浸透・高ゲル強度 

( Nacalai Tesque )) を加えた。電子レンジで加熱し完全に溶解させた後、

ethidium bromide ( 10 mg/mL ( Nacalai Tesque ) 1.5 μLを加え、1.5 %アガ

ロースゲルを作成した。 

PCR 産物を電気泳動し、ethidium bromide による蛍光をゲル撮影装置 

( Densitograph : ATTO ) にてデジタル撮影し、Scion Image ( Scion 

corporation ) を用いて蛍光強度を数値化した。数値化した発光強度は内部標

準遺伝子として増幅した GAPDHの発光強度で割ることにより標準化した。 

 

50×TAE bufferの作成法 

Tris - hydroxymethyl aminomethane 242 g ( Nacalai Tesque )、酢酸 57.1 

mL ( Wako )、0.5M EDTA ( pH = 8.0 ( Wako )) 100 mLを混合し、1.0 Lにメ

スアップした。 

 

 

第三節 結果と考察 

 予備検討として、本研究で用いた RAW264について LPS刺激による iNOS・

COX-2・IL-1β・IL-6・TNF-α のmRNA転写活性化がされることを確認した。

すなわち LPS刺激を 1.0 μg/mLと 10 ng/mLの 2種類の濃度で振り分けて行

ったところ、LPSの 1.0 μg/mLと 10 ng/mLの iNOSおよび各種前炎症性サ

イトカインmRNA発現量に大きな差は無く、LPS添加 8時間後に各種mRNA

発現量が最大になることが明らかとなった ( 図 4 ) 。このことから LPS添加

濃度は 10 ng/mL、添加後のインキュベーション時間の設定を 8時間とした。 

 AL70Mと蒼朮の熱水抽出エキス ( ALW ) における iNOS mRNA発現量へ

の影響を図 5に示す。AL70Mはわずかに LPS刺激後の iNOS mRNA発現を

抑制した ( 抑制率 7.8 % ) 一方で、ALWは iNOS mRNA発現量に影響を示

さなかった。このことから、AL70M はわずかに iNOS の発現を抑制するが、

強力な NO産生抑制作用は iNOSの発現減少ではなく、むしろ発現した iNOS

に対して翻訳阻害・分解促進・アンタゴニストとして作用することで NO産生

を抑制しているものと考えられた。 
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 AL70M は iNOS 以外の前炎症性サイトカイン mRNA 発現に対して抑制的

に働く( COX-2：87.8%・IL-1β：80.6%・IL-6：80.8%・TNF-α：52.7% ) こ

とが示された ( 図 6 ) 。RAW264における LPS刺激後の細胞内情報伝達につ

いては活性化された NF-κBと AP-1が iNOS・COX-2・IL-1β・IL-6・TNF-α 

の転写活性化を誘導する 51, 52, 55, 56)ことが報告されている。本章で AL70Mは

iNOSのmRNA発現に対して抑制率が 7.8%であった一方で、COX-2・IL-1β・

IL-6・TNF-α のmRNA発現は強い抑制 ( 各 87.8%・80.6%・80.8%・52.7% ) 

を示した。共通する転写因子によって誘導される iNOS・COX-2・IL-1β・IL-6・

TNF-α の中で iNOS のみ抑制率が低かった機構は明らかではない。今後は細

胞内情報伝達系に与える影響を深く検討する必要がある。 

本章において、AL70Mは NO産生だけでなく、COX-2・IL-1β・IL-6・TNF-α 

までの幅広い前炎症性サイトカインを抑制することが示された。また、NO産

生抑制作用と同様に、熱水抽出エキスは各種 mRNA に対する抑制効果を示さ

なかったことから、蒼朮における NO産生抑制作用および前炎症性サイトカイ

ン mRNA 発現抑制作用を示す活性化合物は低極性の性質をもつと考え、第三

章において蒼朮がもつ抗炎症作用の活性化合物の単離を試みた。 
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図 4 RAW264 における LPS 刺激 ( 1 

μg/mL および 10 ng/mL ) 後の

iNOS および前炎症性サイトカイ

ンmRNA発現量の時間変化 

各 mRNA 発現量の中で最も高い

値を 100 %として表示した。縦軸

の値は各種 mRNA 発現量の相対

値である。 
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図 5 AL70Mと ALWにおける iNOS mRNA 発現量の変化 ( % )  

RAW264を LPS刺激したのち試料無添加の検体の値を 100 %とした 

グラフの値は 3回試験した平均値でエラーバーは標準偏差 
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図 6 蒼朮の 70 %メタノールエキス・水エキスによる各種前炎症性サイトカインmRNA

の発現率 

グラフの値は 3回試験した平均値でエラーバーは標準偏差． 

：コントロールに対して有意 (p < 0.01 ) な低下を示す 
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第三章 蒼朮成分の分画および活性化合物の決定 

第一節 緒言 

 第二章においてNO産生や各種前炎症性サイトカインmRNA発現を抑制する

蒼朮の活性化合物は低極性であると考えられた。蒼朮の低極性化合物としては

セスキテルペンの hinesol や -eudesmol、ポリアセチレンの acetyl- 

atractylodinol 等が挙げられ、蒼朮はそれらの化合物を含む精油を 3.5～5.6 %含

有しているとされる 57, 58)。また、-eudesmol が主体となって生薬表面に生成

する綿状結晶や精油含量は、蒼朮の良品を判断する際の材料となる 59, 60)。 

 本章では、蒼朮を 70 %メタノールで抽出後、NO産生や各種前炎症性サイト

カインmRNA発現の抑制活性を指標として各種分配を行うことで活性化合物の

決定を行ったので報告する。 

 

第二節 実験方法 

蒼朮 15.0g ( Lot No. 252129 ) を粉末とし、スクリーニング時と同様の方法で

抽出・乾燥を行った ( AL70M，4.52g ) 。AL70Mは水を加えて懸濁させた後、

ヘキサン・クロロホルム・酢酸エチルを用いて液－液分配を行い、それぞれの

エキスについて NO産生および iNOS・COX-2・IL-1・IL-6・TNF-α の各mRNA

発現量の抑制作用について検討した。また、活性の見られたヘキサン層につい

ては図 7のように分離した。10 %(w/w) 硝酸銀シリカゲルは硝酸銀水溶液をク

ロマトグラフィー用シリカゲルと混合した後、撹拌するとともに減圧下にて水

を留去して作成した。 

 

第三節 結果と考察 

AL70M・ヘキサン層 ( AL70M-H ) ・クロロホルム層 ( AL70M-C ) ・酢酸エ

チル層 ( AL70M-A ) および水層 ( AL70M-W ) についてNO産生抑制作用およ

び前炎症性サイトカインmRNA発現抑制作用を検討したところ、活性を示した

のは AL70M-H および AL70M-C ( 各々NO：38.8%, 22.0%・COX-2：87.9%, 

91.0%・IL-1β：85.0%, 82.4%・IL-6：88.6%, 85.7%・TNF-α：57.9%, 61.4% ) で

あった ( 図 8 ) 。TLCにより、それぞれのエキスに含まれる成分を確認したと

ころ、図 9 のように AL70M-H と AL70M-C には共通して含有される化合物が

あること、AL70M の TLC スポットの大きさから、その共通化合物は AL70M

の主たる構成であると思われた。これらの結果から AL70M の活性化合物が蒼

朮の主成分である-eudesmolと hinesol であると予想し、さらなる分離を試み

た。-eudesmol と hinesol は森田らが 10 %硝酸銀シリカゲルを用いた方法で

良好な分離が可能であることを示している 61)。本研究においても両化合物の良

好な分離を確認した ( 図 10 ) ため、カラムクロマトグラフィー法に 10 %硝酸
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銀シリカゲルを利用することで AL70M-H より 3 種の化合物を単離した。単離

した化合物について NMR スペクトル解析を行い、標準品および文献値 62-64)と

ケミカルシフト値を比較したところ、単離した 3 種の化合物をそれぞれ

-eudesmol、hinesol、acetylatractylodinol ( 図 11 ) と同定した。各化合物の

活性を調べたところ、hinesol と acetylatractylodinol に NO 産生抑制作用と前

炎症性サイトカイン mRNA 発現抑制作用が確認された ( 各々100 μg/mL の濃

度で NO：89.2%, 88.8%・COX-2：59.4%, 43.7%・IL-1β：74.0%, 93.0%・IL-6：

83.5%, 69.5%・TNF-α：54.5%, 63.4% ) 一方で、-eudesmol にはそれらの抑

制作用は見らなかった  ( 図 12 ) 。本章で活性を示した hinesol や

acetylatractylodinolは同属植物の根茎を基源とする白朮には含有されておらず、

蒼朮の特徴的な化合物である。日本と中国では、蒼朮と白朮は互いによく似て

いる一方で、蒼朮は鎮痛作用と利尿作用、白朮は健胃作用があるなど、その薬

効は異なるとされてきた 57, 65)。本実験で蒼朮における特有の化合物である

hinesol と acetylatractylodinol が、LPS によって活性化された RAW264 から

の NO 産生と COX-2・IL-1・IL-6・TNF-α の mRNA 発現を抑制した。しか

し本実験で用いたhinesolと acetylatractylodinolの濃度は各 100 μg/mLであり、

今回明らかとなった二つの化合物だけでは AL70M の活性強度を説明するのに

不十分であると考えられる。今後は蒼朮に含まれるセスキテルペンやポリアセ

チレンに属する他の化合物についても検討する必要があると思われる。 

蒼朮を一般的な漢方薬の剤形である湯液剤として用いることを考えると、低

極性化合物である hinesolと acetylatractylodinolが湯液中に溶解することが重

要である。Hinesol は構造中に水酸基を有する一方で acetylatractylodinol は親

水基を持たないため、acetylatractylodinolの方がより低極性であると言える。

これまでに蒼朮が含まれる漢方薬において 3D-HPLC によって acetyl- 

atractylodinol が検出される報告 66)があり、hinesol や acetylatractylodinol の

ような低極性化合物であっても漢方薬のような多成分が影響する薬剤中に含有

されることが明らかとなっている。これらのことから、蒼朮を含有し、抗炎症

作用を期待して用いられる漢方薬においては hinesolと acetylatractylodinolが

その活性の一端を担っていることが示唆される。さらに、hinesol と

acetylatractylodinolは蒼朮の精油成分であり、hinesolは-eudesmolと複合体

を形成し、蒼朮の表面に白色の綿状結晶として現れることがある ( 図 13 ) 。綿

状結晶は吉岡らの報告 67)によると hinesol が 4割、-eudesmolが 6割であると

されているため、蒼朮の表面に析出する結晶の量は、蒼朮に含まれる hinesol

量との間に相関関係があると想定される。 

以上のことから、本章では LPS で活性化した RAW264 からの NO 産生およ

び前炎症性サイトカインmRNA発現を抑制する蒼朮の化合物として hinesolと
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acetylatractylodinolを同定した。また、それらの化合物は古来蒼朮の良品とさ

れてきた『綿状結晶が多く、油分が多く香りが強い』とする蒼朮の性状に対し、

科学的根拠となると考えられる。 
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図 7 蒼朮における抗炎症作用を示す活性化合物の分離スキーム 
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図 8 AL70Mと分配したエキスによるNO産生量 ( A ) および各種mRNA発現量 ( B ) の

変化 

LPS刺激し、試料無添加の検体の値を 100 %とした． 

グラフの値は 3回試験した平均値でエラーバーは標準偏差． 

：コントロールに対して有意 (p < 0.01 ) な低下を示す 
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図 9 AL70Mと分配したエキスの順相 TLCによる展開 

移動相：ヘキサン / 酢酸エチル混液 ( 7：1 )、発色試薬：希硫酸 

①AL70M ②AL70M-H ③AL70M-C ④AL70M-A ⑤AL70M-W 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 順相 TLC ( A ) および 10 %硝酸銀シリカゲル TLC ( B ) を用いた時の hinesolと

-eudesmolの分離状況の違い 

移動相：ヘキサン / エーテル ( 1 : 1 )、発色試薬：希硫酸 

a: AL70M-H b: AL70M c: Fr. 9-1 d: Fr. 9-3 e: Fr. 9-5 

① ② ③ ④ ⑤ 
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図 11 本研究で単離した化合物の構造 
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図 12 単離した化合物 ( acetylatractylodinol・hinesol・-eudesmol ) による NO産生抑

制作用 ( A )とmRNA発現抑制作用 ( B ) 

グラフの値は 3回試験したものの平均値でエラーバーは標準偏差． 

：コントロールに対して有意 (p < 0.01 ) な低下を示す． 
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図 13 蒼朮原植物 ( A：A. lancea、B：A. chinensis ) および綿状結晶を呈する蒼朮 ( C：

全形生薬、D：片製 )  
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第四章 総括 

1． 生薬 19種の 70 %メタノール抽出エキスについて、NO産生抑制作用を指

標に抗炎症作用のスクリーニングを行った結果、蒼朮・白朮・細辛にそれ

ぞれ 91.8%、67.6%、61.3%の活性を確認した。蒼朮と白朮は同属植物の根

茎を基源とする一方で、古くから使い分けがされてきた生薬である。本草

書には『蒼朮の方が湿を取り除く効果が高い』など、漢方では「湿邪」が

原因とされる関節炎などに対する処方に蒼朮を配剤するよう推奨するよう

な記載が見られるが、これまでに抗炎症作用については白朮の報告が多く、

蒼朮については科学的根拠が無かった。本研究において蒼朮の抗炎症作用

について新たな知見を得たことは、漢方薬に対する科学的根拠を供する上

で重要な意義をもつものと考えられ、漢方薬における蒼朮の配剤意義や白

朮との違いについて再考する資料となり得る。 

 

2． AL70M について、iNOS・COX-2・IL-1・IL-6・TNF-の各 mRNA の

発現量を指標に蒼朮の抗炎症作用を評価したところ、AL70M は LPS 刺激

による各種mRNA発現量を抑制 ( COX-2：87.8%・IL-1β：80.6%・IL-6：

80.8%・TNF-α：52.7% ) することが明らかとなった。一方で、iNOS mRNA

の抑制作用は 7.8%であったことから、AL70M による NO 産生抑制作用は

iNOSの発現量の減少ではなく、iNOSの翻訳阻害・分解促進・アンタゴニ

ストとして作用するなどの可能性が示唆された。

 

3． AL70M に含まれる活性化合物を探索するため熱水抽出や AL70M の分離

を行い、活性を比較したところ、熱水抽出物には活性が見られず、AL70M

を液‐液分配した際のヘキサン層やクロロホルム層に NO 産生抑制作用や

前炎症性サイトカインmRNA発現抑制作用がみられた。ヘキサン層を各種

クロマトグラフィーで分離・精製した結果、acetylatractylodinol および

hinesol が活性化合物として単離された。Acetylatractylodinol と hinesol

は蒼朮に含まれる重要な精油成分である。また、hinesol は-eudesmol と

共に綿状結晶を形成し、その割合は 4 : 6であるとされる。これらの化合物

は精油および綿状結晶は古来本草書で書かれている『蒼朮はにおいが強く、

白色の綿状結晶が析出するものを良品とする』という記載に関係するもの

と考えられ、acetylatractylodinol や hinesol といった精油成分が多い蒼朮

を指すものと思われる。このことから、本研究によって経験的に良いとさ

れてきた生薬の性状について、科学的な裏付けに資する結果を得ることが

できた。 
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4． 蒼朮を一般的な漢方薬の剤形である湯液剤として用いることを考えると、

低極性化合物である hinesolと acetylatractylodinolが湯液中に溶解するこ

とが重要である。漢方薬は多成分系であり、他の生薬に含まれるサポニン

等の存在によって低極性化合物でも湯液中に存在するとされ、3D-HPLCで

湯液中に acetylatractylodinol が存在することが報告されている。このこと

から蒼朮の活性化合物として hinesolや acetylatractylodinolが漢方薬の薬

効成分として作用していることは十分に考えられる。 

 

5． 本研究では蒼朮の抗炎症作用について、in vitroの実験において NO産生

と各種前炎症性サイトカイン mRNA 発現量の抑制作用の面から評価した。

しかしながら、蒼朮の抗炎症作用を説明するには検討すべき課題が多く残

っている。AL70Mや活性化合物の細胞内での作用メカニズムについては本

研究の中で検討していないため、iNOS発現量と NO産生量の関係など本研

究だけでは説明できない部分が多い。本研究内で考察した NF-B・AP-1

などの転写因子やさらにその下流に位置する細胞内シグナルへの影響を検

討することで、メカニズムの詳細が明らかになると考えられる。さらに活

性化合物についても蒼朮に含まれる特徴的成分であるポリアセチレン系化

合物やセスキテルペン系化合物についても検討することで、蒼朮の抗炎症

作用についてより詳細に解明できると考えられる。 
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