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新究テーマ:和漢生薬エキス中の低分子性腸管免疫調節物質の解明 -i 

研究者氏名:馬百平 : 

;中国での所属・役職:北京放射医学研究所・助理研究員

招聴者氏名・所属・役職:山田陽城 (社)北里研究所・理事

要旨

: 漢方薬の構成生薬の熱水エキスについて腸管免疫調節活性の検討を行った結果、 TI-

:147が活性を有していることが明らかとなった。 TI-147の熱水抽出エキスのEtOHや

:MeOHを用いた分画、ゲルろ過および疎水性クロマトグラフイーによりTI・147中には粗

j多糖画分に分画される高分子性の腸管免疫調節物質と低分子性活性物質が含まれること

;が示唆された。また、 TI-147からの直接のMeOH抽出による低分子性活性物質の分画に

jついても検討し、活性物質がMeOH可溶性の比較的高極性物質として分画できることを

i明らかとした。

KEYWORDS 
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;研究報告

: [目的】漢方薬の煎液や市販エキス製剤は経口的に投与されることから、漢方薬中の

:薬効成分は消化管より吸収され、生体内機構に直接作用すると考えられる。一方、、消

j化管にはパイエル板等の腸管免疫系が存在している。腸管免疫系は近年その詳細が明ら

lかにされてきた生体内機構で、腸管内での細菌感染に対する防御バリアーの形成や食物

!アレルギーに代表される免疫寛容の調節に関与している 1)。また、腸管上皮やパイエル

;板中のT細胞は、腸管上皮から鼻粘膜等の他の粘膜組織に移行し(ホーミング)、これ

(らの粘膜系の制御を行うことも明らかとなっている。さらに腸管上のT細胞は、

:InterIeukin-6 (IL・6)やTumornecrosis factor (TNF)などのサイトカインを産生し、粘膜局所・

8のみならず全身免疫系や造血系などの生体内機構を調節すると考えられている。これら

のことから、漢方薬中の薬効成分が腸管免疫系を介して間接的に作用する可能性が考え

られる。著者らはこれまでに重要漢方処方の一つである十全大補湯が腸管パイエル板中

のT細胞を活性化し、骨髄細胞の増殖促進因子としての機能を有するIL-6や頼粒球.マク

ロファージコロニー産生促進因子(GM-CSF)などのサイトカイン産生を促進させる作用

を有することを明らかとした2)o このことから、漢方薬の構成生薬中に腸管免疫系を調

・節する薬効発現物質が含まれている可能性が考えられ、本研究で、検討を行った。

【方法]腸管免疫調節活性の測定:以下のように招聴者の研窺グループで確立した方

法にもとづいて測定した2)。

1 )パイエル板細胞の調製

雌性C3 H/HeJマウス (7---8週令)を脊髄脱臼後、眼科用ハサミを用いて消化管よ

りパイエル板を切り出したo このパイエル板を氷冷した5%牛血清アルブミン(BSA)含有

ハンクス培地にとり、これをステンレスメッシュ (200mesh) 上で"3---5mLのディスポ寸



lザプJレ注射器のゴムラパー付き内筒を用いてすりつぶすことによりバイエル板細胞を遊

:離させた後、 3-5mLのディスポーザ、フソレ注射器を用いて50mLファルコンチュープに

:本液を採取した。さらに、 Vortexミキサーを用いて撹持するすることにより完全に分散

:させ、ステンレスメッシュ (200mesh)で漉過後、遠心分離を行った (1200中m，4℃，

:5min)。培地をデカンテーションすることによりバイエル板細胞を得た。本細胞につい

;て5%BSA含有ハンクス培地 (10mL) を用い2回同様の操作を繰り返すことにより細胞

!を洗浄後、 5%ウシ胎児血清(FBS)含有RPMI-1640培地を用いて2-3x1ぴcell/mLのパイ

:..r. )レ板細胞懸濁液を調製した。本懸濁液(180~/ well)を96穴マイクロタイタープレー;

トに分注後、サンプル溶液 (0-1000μg/mL，20μL)を加えて5% CO2インキユベーター

(37"C)にて5日間培養した。

2)マウス骨髄細胞の調製と培養

雌性C3H/HeJマウスを脊髄脱臼後、大腿骨を摘出した。両骨頭を眼科用ハサミで除去

:後、 3-5mLのディスポーザプル注射器を用いて5%BSA含有ハンクス培地により骨髄細

;胞を50mLフアルコンチュープに押し出し採取した。本液をVortexミキサーを用いて撹

i祥することにより骨髄細胞を分散させ、ステンレスメッシュ (200mesh)で漉過した後、

j遠心分離を行った (1200中m、4t、5min)。デカンテーション後、 5%BSA含有ハンク

jス培地を用いて細胞を洗浄後、得られた骨髄細胞を5%FBS含有RPMI-1640培地(lOmL)

:を用いて懸濁した。細胞集塊が残る時は上記の方法により j慮、過した。得られた細胞浮遊

:液を2.5x 105cell/mLに調製し、骨髄細胞懸濁液とした。 96穴マイクロタイタープレート

!に 1)で得たパイエル板細胞培養上清(5卯L/well)、5%FBS含有RPMI-1640培地もしくは

:25%ウマ血清(5仰L/well)を加え、本溶液中に上記のように調製した骨髄細胞懸濁液

( 100~/well)を加えて 5% CO2下37tで5-6日間培養した。

3)骨髄細胞数の計測

2)で培養した骨髄細胞を含む96穴マイクロタイタープレートにAlamarBlue溶液

(20 ~/well ， Biosource社)を添加後、プレートミキサーで 5分間撹祥し、 37t、5%

;C02下、数時間インキュベーションした。この溶液について蛍光プレートリーダー(大

!日本製薬製)を用いて励起波長544nm、測定波長590nmで、蛍光強度を測定し、増殖した

;骨髄細胞数を計測した。またサンプルのかわりとして精製水もしくは5%メタノールを

:用いてパイエル板を培養したものをコントロールとし、コントロールによる骨髄細胞数

に対するサンプルによる骨髄細胞数の増殖率を腸管免疫調節活性とした。

【結果1
1 和漢生薬の熱水抽出エキスからの腸管免疫調節物質の分画

漢方薬の構成生薬のうち数種の熱水抽出エキスについて腸管免疫調節活性の検討を行

った結果、 TI-147に高い活性が認められたことから、本生薬中に低分子性の腸管免疫調

節物質が含まれている可能性について検討を行った。

TI-147の熱水抽出エキスについてEtOH沈殿、 MeOHで、の還・流および透析を行うことに

より粗多糖画分(Fr.A)、MeOH不溶性-EtOH沈殿上清画分(Fr.B)、MeOH可溶性画分(Fr.

C)を得た(Scheme1)。さらにFr.BについてはSephadexG・25を用いたゲルろ過により分画

し、分子量の大きさに従いB-1-B-5までの 5画分を得た(Scheme1)。これらの画分につ

いて腸管免疫調節活性を検討した結果、 Fr.AとともにB-3、B-4およびB-5に強い活性が

認~_2~左足CI:回二J)~_~他.?_)_~n:佳子.活丘--C'，長2会o B-3ごBごヲ.~:三位:_1~~~T.:t生。指j土狩主主~



l i含まれていることが推定されたことか

jら、次にB-3-B-4~こついてSep-pak C
l8 

別
47

1カートリッジを用いた疎水性クロマト

jグラフィーにより分画することを試み

た。その結果、未吸着画分(B-3a-B-

， ~a)、 50%MeOH溶出画分(B・3b-B・5b)、

担0%MeOH溶出面分(B-3c-B・5c)および

!100%MeOH溶出画分 (B-3d-B-5d) を

待た(Scheme1)。これらの画分について

i腸管免疫調節活性を検討した結果、
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:100% MeOH溶出面分のみが高い活性を s・1 B・2 阿 B-4 肘 FιCc 

涼し、活性強度はB・5d>B-4d>B・3dであ

!った(Fig.2)0B-3d-B-5dは低分子物質

iであることが推定されたことから、こ

jれらの画分をTLCを用いて比較検

前した(Silicagel， CHC~-MeOH = 20: 1)0 
iその結果、これらの画分中には共通して

jRf値0.01，0.11，0.38付近に展開されるスポ

B・58

100%Me。

B-3d 

B-4d 
B・5CI

!ットが観察され、活性画分中には有機溶 Scheme 1 TI・147からの腸管免疫調節物質の

;媒で展開可能な低分子性の活性物質が含 分画

まれることが示唆された。
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Fig. 1 TI-147の分画面分の腸管免疫調節活性

2 TI・147からの腸管免疫調節物質の分画法の改良

2000 

前述のようにTI-147には低分子性の腸管免疫調節物質が含まれていることが示唆され j

た。前法では熱水抽出エキスからの検討を行っているため、構造解析に十分な量の活性j

物質を精製することが煩雑であると考えられた。そこで、次にMeOH抽出法を用いた分画 j

法について検討した。 TI-147をソックスレー抽出器を用いてMeOHにより抽出後、 MeOH

エキスについてethyle伽、 CHC~ 、 AcOEt次いでゆuOHを用いて順次分配し、各分画面 i
，分を得た(Scheme2)。これらの画分について腸管免疫調節活性を測定したが、いずれの j
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Fig.2 TI・147より得られた低分子画分の腸管免疫調節活性

;函分も活性は認められなかった。これら

!の画分のうち比較的収量が高く、前述の

!活性物質が分画されると考えられる高極

j性画分[n-BuOH(Fr. 5)画分]についてSep-

:pak Cl8カートリッジ を用いてさらに分

j画した。 Fr.5をSe円 akCI8
カートリツジ

jに添加後、未吸着画分を水を用いて溶出

jさせ、さらに吸着画分を50%，80%次いで

:1∞% MeOHにて溶出させた。この際、各 BUO~ layer 
iMeOH液で、の溶出においてカートリッジ 山}

i上で数種のノfンドが観察されたことから、

j各バンドごと日分取し(Scheme2)、各面分

ilこついて活性を測定した。その結果、

:100% MeOH溶出画分のFr.5D3に最も強い

!活性が観察され、 5DIと5D2も活性を有し Scheme 2 TI-147からの直接MeOH抽出法に

!ていた(Fig.3)。さらにTI・147をMeOHを用 よる活性成分の分画

jいて還流抽出した場合においても同様の結

j果が得られ、以上のことから、 TI-147中の低分子性腸管免疫調節活性物質はMeOHによ

り抽出可能で、あることが示された。
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【考察】今回、和漢生薬の一つであるTI・147中のバイエル板を介した腸管免疫調節物質

の検索を行った結果、 TI-147中には高分子性の腸管免疫調節物質とともに低分子性の活

性物質がいずれも含まれていることが明らかとなった。これまでTI-147に腸管免疫調節

活性を有する低分子化合物が含まれていることは報告されていなしE。またTI-147に含ま

れる代表的な既知化合物について活性の検討を行った結果、いずれの化合物も活性を示

さず、特異な活性物質が含まれていることが推定された。現在TI-147について大量に分



面を行い、活性物質の精製を行っている。
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Fig.3 TI-147から直接MeOH還流により得られた分画画分の腸管免疫調節活性
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