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研究成果の概要（和文）：本研究では多数の成分から構成される和漢薬成分の包括的な理解を目指し，従来から
行われている和漢薬の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技術
を和漢薬研究に導入することを目指した．
モンゴル産ボウフウについてLC/MSデータを用いて多変量解析を行ったところ，クロモン類の含量に応じて産地
によって区別できることがわかった．またNMR法でも主要化合物の含量に応じて産地や生育環境の違いが確認で
きることがわかった．コツサイホについてもNMR法で基原種や修治法の違いによる成分の違いにより区別でき
た．本研究はNMR法による成分プロファイリングの有用性を示すことができた．

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish precise chemical profiling methods for 
Wakan-yaku (traditional Japanese and Chinese medicine), composed of multiple components, for 
comprehensive understanding of Wakan-yaku by introducing profiling technique in addition to HPLC and
 LC/MS methods.
Multivariate analysis based on LC/MS data revealed that Mongolian Saposhnikovia Root could be 
discriminated by their growing regions based on the contents of major chromones. We also 
demonstrated that NMR methods could show the difference of Mongolian Saposhnikovia Root based on 
their major contents and growing regions. Furthermore, metabolomic profiling by NMR methods was 
shown to be able to discriminate Drynaria Rhizome by their origin and processing method based on 
their contents. This study demonstrated that advantage of metabolomic profiling by NMR method in 
Wakan-yaku research.

研究分野：生薬学

キーワード： 和漢薬　生薬　ボウフウ　コツサイホ　NMR　LC/MS

  ２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する
ことにより和漢薬の特徴でもある多彩な薬理作用が示され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．本研究では，和漢薬の複合成分を包括的に理解することを目的として，機器分析データを利用
して，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，学術的意義や社会的意義を有している．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景・ 
 
和漢薬は，本法で用いられている伝統薬を総称するものであり，現在医療の現場で広く用いられている
漢方薬もこれに含まれる．和漢薬はその高い有用性から臨床における幅広い分野で用いられているが，
製剤が一つの有効成分で構成されることが多い西洋薬とは異なり，和漢薬には薬理作用を示す成分が
多数含まれており，それらが複合的に作用し治療効果をもたらすが，その有効成分や作用機構につい
ては未解明な部分も残されている． 
近年，複合成分を包括的，網羅的に解析するメタボローム解析技術が広まりつつある．本研究では従
来から行われている HPLC，LC/MS法に加え，近年広まりつつある NMR法によるメタボローム解析，成
分プロファイリング技術を和漢薬研究に導入することを目指した． 
 
２．研究の目的 
 
本研究では和漢薬の特徴の一つでもある複合成分の包括的な理解をめざし，従来から解析されていた
和漢薬の HPLC 法（LC/MS 及び HPLC/UV 法）による成分プロファリングを行うとともに，核磁気共鳴
（NMR）法による成分プロファイリング技術を確立することを目指した．本研究では特にボウフウとコツサ
イホに着目し研究を進めた． 
 
３．研究の方法 
ボウフウからの化合物の単離・同定：中国産ボウフウの粉末から調製したメタノール抽出物を溶媒分
配し，得られた酢酸エチル，n-ブタノール可溶部を各種カラムクロマトグラフィーにより分画し，化合物を
単離した．得られた化合物は，NMR，MS/MSなどの解析を行い，同定・構造決定した． 
試料調製（ボウフウ）：モンゴル産の Saposhnikovia divaricataの根，および中国市場品のボウフウは，

10 cm 程度の長さごとに分割した．それぞれの試料の粉末をメタノール中で超音波抽出し（5 mg/mL），
同量の超純水で希釈し，ろ過を行った後，LC/MS分析に付した．成分定量用の試料は 100 mgの粉末
を 70%メタノール水溶液で 2回超音波抽出し，上清を合わせて 25 mLにメスアップした．その後，ろ過
を行い HPLC分析に供した． 

LC/MS分析：島津製作所製 Prominence HPLCシステムおよび LCMS-IT-TOF質量分析計を用いた．
試料は 5 µLを注入し，ODSカラム（2.1×150 mm，Atlantis T3 linear，Waters），移動相（0.1%ギ酸水溶
液/0.1%ギ酸含有アセトニトリル，20–100%アセトニトリルのグラジエント溶出），流速 0.2 mL/min の条件
で分析を行った． 

HPLC分析：島津製作所製 Prominence HPLCシステムを用いた．試料は 5 µLを注入し，ODSカラム
（2.1×150 mm，Atlantis T3 linear，Waters），移動相（0.1%ギ酸水溶液/0.1%ギ酸含有アセトニトリル，
20–100%アセトニトリルのグラジエント溶出），流速 0.2 mL/minの条件で分析を行った． 

NMR 法による成分プロファイリング：構造解析用（1H NMR）または定量 NMR（qNMR）用のパルスシ
ークエンスを用いた．qNMR 測定時には，定量 NMR 用の DSS-d6［Sodium 3-(Trimethylsilyl)-1-
propane-1,1,2,2,3,3-d6-sulfonate］をNMR用重溶媒に溶解させた内標準液を調製し，精密に秤量し
た試料を溶解させ，NMR用試料とした． 
多変量解析：LC/MS データ（保持時間，m/z，シグナル強度）は，profiling solution（島津製作所）によ
りデータマトリクスに変換し，SIMCA 14.0（Umetrics）を使用して，OPLS-DA解析を行った． 

 
試料調製（コツサイホ）：植物材料（Drynaria roosii，Davallia formosana，Pseudodrynaria coronansの
根茎）および中国，台湾産のコツサイホ市場品は粉砕し，粉末 200 mgを 5 mLの 50%メタノール水溶液
で抽出した．上清を溶媒留去し，得られた乾燥抽出物を 0.9 mLの NMR用 CD3OD（DSS-d6入り）に溶
解し NMR分析に供した．NMR測定後の試料を全量回収し，これを 5 mL の 50%メタノール水溶液に
再溶解し，上記に示す条件で HPLC分析に供した． 

NMR データを用いた多変量解析：qNMR 測定は上記の条件を用いた．qNMR データは，Alice for 
Metabolome（JEOL）にてデータマトリックスに変換し，SIMCA 14.0（Umetrics）を使用して，PCA 解析を
行った． 
 
４．研究成果 
（１） ボウフウ 
先行研究において LC/MS を用いてモンゴル産および中国産の試料の成分プロファイリングを行い，30
化合物（クロモン 13種，クマリン 17種）をマーカー化合物として同定または推定し，これら化合物のうち， 
16化合物について単離を行い，NMR等のスペクトル解析により，構造を確認していた．本研究では，マ
ーカー化合物として見出していた化合物について構造解析を進め，新規のマロニル化 hamaudol 配糖
体である 3′-O-(6′′-O-malonyl)-glucosylhamaudol (14) と決定した（図 1）． 
LC/MS データを多変量解析である OPLS-DA 解析に付したところ，モンゴル産は prim-O-
glucosylcimifugin (1) の含量が高く，これにより中国産と区別されることがわかった．さらにモンゴル国内



の産地によって区別され，それにはクロモン類 8種の含量が寄与するすることがわかった（図 2A，2B）．
また，根の先端部に 4′-O-β-D-glucosyl-5-O-methylvisamminol (3) の含量が高いこと（図 2C，2D），開花
期の標本では未開花のものより 1の含量が高いことがわかった． 
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図 1 ボウフウにおいて同定，または単離した化合物の構造式 

 
 
図 2 異なる産地のモンゴル産ボウフウの OPLS-DA解析：スコアプロット（A）およびローディングプロ
ット（B），ボウフウの根の上部および下部の OPLS-DA解析：スコアプロット（C）および S-プロット（D）  
 
次に HPLC法による定量分析を行った．比較的量が得られた 13化合物（クロモン 9 種およびクマリン 4
種）については，1H NMR 法による定量を行い，純度を決定した．これらを標品として用いて HPLC-UV
法による定量分析を確立した．本法を，モンゴル産の S. divaricata の根に適用した結果，1および 2は，
すべての試料において検出され，モンゴル産の試料は JP17 および中国薬典の規格を満たしていること
がわかった．さらに HPLC のピーク面積に基づいて多変量解析を行い，地域差を検討したところ，3 つ
のグループに分けられる傾向が認められ，クロモン類の含量が地域間差に大きく寄与することがわかっ
た．特にモンゴルの北東部において 1 および 3 の含量が高いことがわかったことから，同地はボウフウ
の栽培地として期待された．  
1H NMR法による成分プロファイリングを検討したところ，1，3を含むクロモン類 9種とショ糖などの糖類，
panaxynolを含むポリアセチレン類が検出でき，産地や生育環境の違いが NMRスペクトルに現れること
がわかった．さらに主要クロモン 3種（1–3）について qNMR法による簡便で迅速な定量法を開発した． 
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以上より，モンゴル産の S. divaricataの根は，抗炎症作用が報告されているクロモン類やポリアセチレン
類などの含量から中国産ボウフウと同等，またはそれ以上の品質をもち，生薬「防風」の資源となりうるこ
と，およびモンゴルと北東部のものが良質であることを明らかにした．本研究により，ボウフウの成分につ
いて多角的かつ網羅的に解析する手法を確立し，市場に流通している生薬に応用することが可能とな
った． 
（２） コツサイホ 骨砕補 
骨砕補の生薬市場品およびその基原植物である Drynaria roosii（Dr. fortunei）の根茎の抽出物を作成
し，HPLC-UVおよび LC/MS法にて成分比較を行った．Dr. roosiiを基原とする生薬においては主要成
分が naringin，neoeriocitrinなどのフェノール類であることがわかった．また，「炒」の修治が施されている
市場品においては，これらの主要成分の含量が低下することがわかった．また，市場品コツサイホの
TLC による判別法について検討を行い，正品であるコツサイホ（Dr. roosii を基原とする）を判別可能な
TLC 条件を確立するとともに，指標成分として naringin (3)，neoeriocitrin (4)，caffeic acid-4-O-β-D-
gulucoside (5) を見出した．本研究成果は，日本薬局方外生薬規格 2022に収載のコツサイホの確認試
験に応用された． 
また，コツサイホの抽出物について，1H NMR 法による成分プロファイリング条件を検討した．測定溶媒
について検討を行ったところ，重水では，試料の溶解性が悪く良好なスペクトルが得られなかった．一
方，DMSO-d6および CD3ODでは溶解性がやや悪いものの，良好なスペクトルが得られた．以後の実験
ではシグナルの重複がより少ない CD3OD を用いることとした．50%メタノール抽出物を定量用の内標準
物質である DSS-d6を含む CD3OD 溶媒に懸濁し，遠心後に得られた上清について定量 NMR 用のパ
ルスシークエンスで 1H NMR を測定した．得られたデータに基づき，SIMCA を用い主成分分析を行っ
た．その結果，Dr. roosii を基原とする日本および中国市場品は近接するクラスターに分類された．また，
修治により成分組成が変化していることがわかっているコツサイホ市場品は，これらのクラスターとは異
なる位置のクラスターに配置されていた．基原が異なる台湾産コツサイホ市場品（Da. formosana を基原）
は日本および中国市場品のコツサイホとは異なる位置のクラスターに配置されていた．さらに Dr. roosii
を基原とするコツサイホの分類には，3–5 が寄与成分であることがわかった．NMR による多変量解析の
結果は，従来法である HPLC を用いてプロファイリングした結果とほぼ同様の結果であり，より簡便・短
時間で測定ができる NMR法の成分プロファイリング研究での有用性を示すことができたと考えている． 
 
 
（３） その他 
本研究では，そのほか，神麹の LC/MS による成分プロファイリングと産地判別に応用可能なマーカー
化合物の探索を行うとともに，車前子および蔓荊子から見出したパクリタキセル誘発アロディニアを抑制
する作用を持つイリドイド化合物の LC/MSまたは HPLC法での定量法を確立した． 
定量 NMR については，申請時に計画していなかった生薬についても積極的に研究展開を行っている．
特に車前子，蔓荊子から見出したパクリタキセル誘発アロディニア作用を持つイリドイド成分については，
活性成分を含む画分，精製した化合物について定量 NMRを適用し，その純度を明らかにしたうえで動
物実験に供することができた． 
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