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研究成果の概要（和文）：本研究では和漢薬の包括的な理解をめざし，従来から解析されていたHPLC法による成
分プロファリングを行うとともに，NMRによる成分プロファイリングを導入しより精度の高い和漢薬成分のプロ
ファイリングを実現することを目指した．
複数のロットの芍薬，甘草を入手し，それぞれの熱水抽出物を作成した．1H NMRデータを用い、主成分分析を行
った．また，定量NMR法についても検討を行い，従来のHPLC法では定量分析が困難であった車前子のイリドイド
成分の含量を見積もることに成功した．
ボウフウ，コツサイホについては，成分プロファイリングを行うべくLC／MSによる指標成分の同定を行い，一部
の化合物の単離精製を行った．

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish an accurate profiling of Wakan-yaku 
(traditional Japanese and Chinese medicine), composed of multiple components, for comprehensive 
understanding of Wakan-yaku by introduction of profiling method by NMR in addition to the HPLC 
method.
Metabolome analysis and principal component analysis of hot water extracts of commercially available
 Paeony root (Paeoniae Radix) and Licorice root (Glycyrrhizae Radix) from different production areas
 were conducted by means of 1H NMR. For iridoid compound from Plantago seed, quantitative 1H NMR 
method were investigated. Although analysis of the content of iridoid were difficult, we 
successfully estimated it by means of quantitative NMR method. For chemical profiling of 
Saposhnikovia Root and Rhizome (Saposhnikoviae Radix) and Drynariae Rhizoma, marker compounds were 
identified by LC/MS analysis and several compounds were isolated and identified.

研究分野： 生薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
漢方薬などの和漢薬は西洋薬とは異なり多数の成分から構成されている．これら多数の成分が複合的に作用して
薬理作用を発揮すると考えられているが，成分の全貌は必ずしも明らかになっていないものもある．本研究で
は，和漢薬成分を包括的に理解することを目的に，機器分析データを利用したケモメトリックプロファイリング
技術により，精度の高い成分プロファイリング技術を開発することを目的とした．
本研究成果を発展させることで，より精密な和漢薬成分のプロファイリングができるようになり，複合成分から
なる和漢薬の成分を包括的に理解することにつながると期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
和漢薬は，本邦で用いられている伝統薬を総称する名称であり，これには現在広く用いられて

いる漢方薬も含まれる．一つの医薬品製剤に薬理成分が一つ含有されるいわゆる西洋薬とは異な
り，和漢薬には薬理作用をもつ複数の成分が含まれ，それら成分が複合的に作用して治療効果を
示す．和漢薬は臨床で広く用いられており，その有効性については高い評価を得ている．しかし
ながら，薬理活性成分をもつ成分が必ずしも単一ではなく，製剤中に複数の成分を含む複雑系で
あることもあいまって，その作用機構については未解明な部分も多い． 
近年和漢薬の複合成分を包括的，すなわち複雑系で理解することを目的として，機器分析による

網羅的な成分の定量データ取得するケモメトリックプロファイル技術が広がりつつある．  
 
２．研究の目的 
本研究課題では，従来から行われている和漢薬の HPLC 法での成分プロファイリングに加え，

核磁気共鳴（NMR）法を用いた成分プロファイル技術を新たに導入し，より精度の高い和漢薬
成分のプロファイリングを実現することを目指した． 

 
３．研究の方法 
生薬成分の NMR 法による定量分析 

作成した生薬抽出物もしくは，生薬抽出物から分画した試料を乾燥後，精密ミクロ電子天秤に
て正確に秤量した．定量 NMR 用の DSS［Sodium 3-(Trimethylsilyl)-1-propane-1,1,2,2,3,3-d6- 
sulfonate］を NMR 用重水（D2O）に溶解させた内標準液を調製し，秤量した試料を 1 mL の内
標準液に溶解させ，NMR 用試料とした．このうち 0.7 mL を NMR 測定管に分注し，定量 1H NMR
用のパルスシークエンス［フリップ角：90°，パルス繰り返し時間：64 秒（データ取り込み時
間 4 秒），デジタル分解能：0.25 Hz，サンプル回転：無し，13C デカップリング：有り，積算
回数：8 回，測定温度：25°C］で測定を行った． 
各成分の定量値は，以下の計算式を用いて算出した． 

定量値

 
Ssおよび SDSS ：試料および DSS-d6の定量に用いたシグナルの積分値 
Nsおよび NDSS ：試料および DSS-d6の定量に用いたシグナルのプロトンの数 
Msおよび MDSS ：試料および DSS-d6の分子量 
Csおよび CDSS ：試料および DSS-d6の試料溶液の濃度（mg/mL） 

PDSS ：DSS-d6試薬の純度（%） 
 
試料は 3 回調製し，それぞれの試料について測定を 1 回行った．3 回の測定値の平均を定量

値とした． 
 

LC/MS 分析 
LCMS システムは，島津製作所製 Prominence HPLC システム及び LCMS-IT-TOF を用いた．

分析条件は以下のとおり．Column: Atlantis T3 (3 μm, 2.1×150 mm), flow rate: 0.2 mL/min.，Solvent 
system: A; water with 0.1% formic acid, B; MeCN with 0.1% formic acid, 試料に応じて最適化した
グラジエント溶出，Sample injection: 5 µL． 

LC/MS データを Profiling Solution（島津製作所）にて処理し，得られたデータを SIMCA 14.0
（Umetrics）にて主成分分析を行った． 
 

NMR によるメタボローム解析 
市場品生薬（芍薬，甘草）30 g を 300mL の熱水で 60 分間煎じ，ろ液を凍結乾燥し，熱水抽

出物を得た．これを正確に精密ミクロ電子天秤で秤量し，定量 NMR 用の DSS［Sodium 
3-(Trimethylsilyl)-1-propane-1,1,2,2,3,3-d6- sulfonate］を DMSO-d6に溶解させた内標準液 1 mL に
溶解させ，0.7 mL を NMR 測定管に分注し，定量 1H NMR 用のパルスシークエンスで 1H NMR
測定を行った．得られたデータについて，Alice 2 for Metabolome を用い多変量解析を行った． 
 
４．研究成果 
生薬成分の NMR 法による定量分析 
我々はこれまでの研究において，牛車腎気丸の構成生薬である車前子の熱水抽出物がマウス

モデルにおいてパクリタキセル誘発性のアロディニアを改善することを明らかにしており，車
前子のイリドイド成分である aucubin が活性成分の一つであることを見出していた．車前子熱
水抽出物に含まれる aucubin の NMR 法による定量をめざし，検討を行った．結果として，車前
子中のアウクビン含量が低いため，定量に十分なシグナルを検出することが難しく，抽出物に
ついて直接 NMR 法でアウクビンを定量することはできなかった．しかし，aucubin 標準品の純
度を qNMR で定量した後，これを用いた検量線法で LCMS 分析を行うことで aucubin を精密に
定量することが可能となった．また，車前子からの抗アロディニア作用をもつ生物活性天然物
の探索研究の過程で，pedicularis-lactone を主要に含む画分に抗アロディニア作用を見出した．



この画分の NMR 法による pedicularis-lactone の定量を試みた．その結果，1H NMR スペクトル
においては，本化合物のシグナルが主要であるとわかったが，定量 NMR 法による定量の結果，
本化合物の活性画分における含量は約 13％であり，予想より低い含量であった．本化合物は
UV 吸収がほとんどなく，LC/MS においてもシグナルが弱いため HPLC,LC/MS 法での定量は難
しいが，定量 NMR 法においては十分に定量を行うことが可能であることがわかった． 

 
ボウフウおよびコツサイホの成分プロファイリング 
ボウフウについては，中国およびモンゴル産の試料について含水メタノール溶媒で抽出を行

い，LC/MS 分析条件の検討を行った．複数の抽出物のクロマトグラムにおいて，良好なピーク
分離が得られる溶媒グラジエント条件を設定し以後の分析に用い，ボウフウの成分として 17
種のクロモン類および 13 種のクマリン類の計 30 成分を同定・推定した．このうち 16 成分につ
いて，HPLC 法による定量分析の標準品とするため，市場品のボウフウ抽出物より単離精製を
行い，NMR，LC/MS/MS のスペクトルに基づき同定し，十分な量が確保できたものについては，
定量 1H NMR によりその純度を決定した． 
市場品コツサイホの熱水抽出物について HPLC，LC/MS にて分析条件を確立した．LC/MS に

て成分プロファイルを行い，5 種のフラボノイド類を同定し，2 種のフラボノイドを推定した．
定量分析を行う際の標品として用いるため，試薬として市販されている 2 種を除く，5 成分の
単離精製を行った． 
 
芍薬および甘草の NMR によるメタボローム解析 
産地の異なる市場品芍薬（芍薬 9 ロット，真芍 2 ロット，赤芍 2 ロット），甘草（6 ロット）

を入手し，熱水抽出物を作成した．それぞれの抽出物について，1H NMR を測定し，得られた
データを用いて多変量解析を行った．今回解析では，サンプル数が少ないため，多変量解析に
おいて明確にグループに分かれることはなかった．また，芍薬，甘草の主要成分である
paeoniflorin，albiflorin，glycyrrhizin については，今回解析したサンプルの中では，ロットごと
に大きな違いがないことがわかった．本研究では溶媒として DMSO-d6を用いたが，広範囲の成
分を溶解可能である．また，他の溶媒と比較して沸点が低く，揮発性が低いため，今後計画し
ている定量 NMR 法との組み合わせる場合においても，溶媒揮発による内標準液の濃度変化の
リスクが小さいことから利点があると考えられた． 
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