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5.収支決算報告

2001年4月4日交付通知のあった研究課題
漢方薬の活性成分に関する共同研究

についての収支決算を行ないました。領収書コピーを添えて、次のとおり報告します。

支 出 内 訳

交付を受けた金額

消耗品費 旅 費 その他 i口L 計

1， 000，000 

門 999，500円 0 円 500 円 1，000，000 円

支出明細(消耗品・旅費・その他の科目別に記載、別紙可)

科目区分 金 額 備考(用途・内訳)

消耗品

エッベンドルフ 納品書に記載 抗体分析に使用

可変ピペット

ハミルトン

マイクロシリンジ 納品書に記載 HPLC分析用

凍結乾燥瓶 納品書に記載 抗体タンパクの凍結乾燥用

ナスフラスコ 納品書に記載 抗体タンパクの凍結乾燥用

クオリテーチップ 納品書に記載 抗体分析用(ディスポ)

チューブラック 納品書に記載 チュープの保存用

ホキメデイカル 納品書に記載 抗体分析用

スクリュー

キャップ 納品書に記載 抗体タンパクの保存用

R'イクロ

医ュープ

祖織培養用 納品書に記載 ハイプリドーマの培養

1マイクロチューブ

陪の他 500 データ整理等
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一日中医学協会助成事業ー

漢方薬の活性成分に関する共同研究

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

徐強

中国薬科大学中薬学院

九州大学大学院薬学研究院

正山征洋

要旨

生薬や漢方薬の主要成分の定量分析にモノクローナル抗体を用いた酵素免疫学的手法(ELISA)の開発

を目的として，人参のジンセノシド類，甘草のグリチルリチン，柴胡のサイコサボニン類，大黄のセ

ンノシド類に対するモノクローナル抗体を作成した。本抗体を用いた定性的な手法として世界に先駆

けてイースタンブロテイング法を開発した。さらに本研究ではモノクローナル抗体装着イムノアフィ

ニティーカラムにより人参の有効成分の一つであるジンセノシドRb 1の濃縮とワンステップ精製を

行い単離することに成功した。また，ジンセノシドRb1のみを除去したエキスの調整にも成功した。

Key Words漢方薬，生薬，モノクローナル抗体， ELISA，イースタンブロテイング，イムノアフィ

ニティーカラム

緒言:

漢方薬や生薬の力価を評価する場合，活性成分をマーカーとして分析することが多い。この場合特

定の化合物をターゲ、ツトとする分析と，類似した化合物群をトータルで分析する場合が有る。我々は

簡便な分析のツールとして，モノクローナル抗体を選び研究を展開している。即ち，生薬や漢方薬の

主要成分の定量分析にモノクローナル抗体を用いた酵素免疫学的手法(ELISA)を開発してきた。また，

定性的な手法として膜に転写してモノクローナル抗体により染色する新しい手法を開発し，イースタ

ンブロテイング法と命名したロまた，漢方薬には数種の生薬が配合されるため，真の活性成分につい

ての研究は殆ど手が付けられていないのが現状である。これは生薬に多種多様な成分を含有するため，

特定の成分だけを除去して薬理活性を検討することは不可能と考えられてきた。このため本研究では

モノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムを作成し，ワンステップでターゲット成分を単

離出来る方法を開発し，この結果により生薬エキスからターゲット成分のみを除去したエキスの調整

を目指している。

方法:

1. モノクローナル抗体の作製とELISAの開発

1 )生薬成分の内タンパクや多糖類を除いては抗原と成りえないので，生薬成分にキャリアータンパ

クを結合して抗原性を付与する。通常は牛や人の血清アルブミンを用いる。結合体の中の生薬成分の

分子数を確認後，マウスに免疫する。免疫値が上昇した後，牌臓細胞を摘出して，培養ミエローマ細

胞と融合する。選択培地て培養し，融合細胞(ハイプリドーマ)のみを，また，目的とするモノクロー

ナル抗体のみを分泌する単一のハイブリドーマをクローニングする。

2) 9 6穴のマイクロフレートに，生薬成分と抗原を作製したキャリアータンパクとは異なるタンパ

クを結合した固相化抗原を吸着し，得られたモノクローナル抗体とフリーの抗原を加えて抗原抗体反

応を行う。洗滞後酵素でラベルした 2次抗体を加え，酵素の基質を加えて反応し，発色の度合いを吸

光光度計で測定する。

別に標品を用いて検量線を作製して成分含量を算出する。

2. イースタンプロテイングの開発と生薬の鑑定と漢方薬の定性

TLCで展開後PVDF膜をカバーしプロテイング液を噴霧， 1 2 0
0 

C， 5秒間加熱。膜をNaI04
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溶液で処理後，モノクローナル抗体， 2次抗体，基質の順に添加，反応して染色する。

3. モノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムの作製とワンステップ単離

モノクローナル抗体の糖鎖部分をNaI04で開環し，ヒドラジン修飾アガロースゲルと反応してモノク

ローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムを作製。洗浄溶液にて爽雑物を除去，溶出溶液にてター

ゲット化合物を溶出。

結果:

1.モノクローナル抗体の作成とELISAの開発

人参のジンセノシドRBl，RGl，柴胡のサイコサボニン類，大黄のセンノシド類，甘草のグリ

チルリチン，サフランのクロシン，巧薬のペオニフロリン等各種の配糖体に対するモノクローナル抗

体の作成に成功した。これらの内人参のジンセノシドRblについて詳細に説明する。

図1が抗ジンセノシドRblモノクローナル抗体を用いたジンセノシドRblに対する検量線であ

る。 2ng-lOOng/mlの範囲で良好な直線性を示すことから，この範囲内で精度の高い分析

が可能となった。

表 lは抗ジンセノシドRblモノクローナル抗体のクロスリアクションを示す。この結果類似化合

物であるジンセノシドRcとRdにわずかにクロスリアクションが認められるものの，その他の成分

に対してはクロスリアクションは認められなかった。このことから抗ジンセノシド Rblモノクロー

ナル抗体は極めて特異性の高い抗体と言える。

表2は各種の漢方薬中のジンセノシドRbl含量を分析した結果である。全ての人参配合漢方薬か

らはジンセノシド Rblが検出された。一方，人参を配合していない漢方薬にはジンセノシドRbl

は検出出来なかった。

2. イースタンプロテイングの開発と生薬と漢方薬の鑑定

図2は抗ジンセノシドRblモノクローナル抗体を用いて各種人参エキスのイースタンブロテイン

グを行ったものである。左のTLCでは全ての化合物が発色しているが，右のイースタンプロテイン

グではジンセノシド類のみが発色しており，本法が各種人参の鑑定に極めて有用であることが明らか

になった。

8. モノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムの作製とワンステップ単離

図3は人参エキスを抗ジンセノシドRblモノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムに

付し，洗滞液で洗浄し続いて溶離液で溶出したもので， ELISAによりモニターしたものである。洗浄

液では過剰のジンセノシドRblと他の化合物が溶出している。洗浄後溶離液によりジンセノシド R

b 1が溶出している。この状況を先のイースタンプロテイングにより確認したのが図4である。左が

TLCで，右がイースランプロテイングである。洗浄液には過剰のジンセノシドRb 1と色々な成分

が溶出している。一方溶離液によりジンセノシド Rblのみが溶出している。この結果モノクローナ

ル抗体装着イムノアフィニティーカラムによりワンステップでジンセノシドRblを単離することが

可能なことを明らかにした。

考察:

生薬成分として人参のジンセノシドRBl， RGl" 柴胡のサイコサボニン類，大黄のセンノシ

ド類，甘草のグリチルリチン， Solanum属のソラソジン配糖体，サフランのクロシン，巧薬のペオニフ

ロリン，ウマノスズクサ科の副作用成分であるアリストロキア酸，イチョウ葉の副作用成分，ギンコ

リン酸等に対するモノクローナル抗体を作製し， ELISAによる高感度定量法を樹立した。これらハイ

ブリドーマは半永久的に保存が可能で，一度作製すれば長年月間ーの力値を持つMAbを供給出来る利

点が有る。また，本法は何等前処理は必要なく， HPLCのような高価な装置も必要とせず，装置と

しては安価なプレートリーダーのみである。さらに通常のHPLCに比べ数十倍から数百倍の感度で

ある。また， HPLCが有機溶媒を必要とするが，本法では有機溶媒を必要とせず，環境に優しい分

析法と考えている。また，一度に沢山のサンプルを分析出来る利点も有り，次世代の手法と言えよう。

一方イースタンプロテイング法は世界で最初の例で，特に配糖体に特異的な手法である。通常は生
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薬の配糖体含量が低く，分析の主体をなすTLC分析には種々の前処理を必要とするが，本法は何等

処理せずに感度良く配糖体パターンを表現出来る。また，本法は生薬中の分析のみならず，生体にお

ける生薬成分の動態をも検出出来る簡便な手法として多くの分野で取り入れられるものと推察される。

モノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムはワンステップ単離を可能にすることが明ら

かとなった。図 5は人参エキスを精製したものである。エキスをカラムに添加するとジンセノシド R

b 1のみがカラムに結合する(1 )。完全にジンセノシドRblを除去したエキス(2 )を再度カラ

ムで精製すると， ジンセノシド R C， Rdがカラムに結合する(5 )。このように繰り返しカラムに

て精製することで 3位に糖を持つ 20S-パナクサジオール系ジンセノシドの単離が可能と考える。

また，アフィニティーカラムを用いて特定のジンセノシドを除去したエキス (2， 4)を得ることに

成功した。この分離エキスは元のエキスの薬理活性と比較することにより，生薬中での除去した成分

単独の薬理活性が明らかになるものと期待したいる。
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J表2

図2

Sample Sample 白 mpositionratioa M回 suredamount Expected amountb 

No (mglg dry wt.) (mglg dry wt.) 

柴苓湯 3/40 0.42:t0.03 0.41 

2 釣藤散 2/28 0.38:t0.Ol 0.39 

3 白虎加人参湯 1.5/31.5 0.25土0.01 0.26 

4 半夏湾心湯 2.5/18.5 0.71:t0.Ol 0.74 

5 小柴胡湯 3/24 0.64:t0.01 0.69 

6 補中益気湯 4/24 1.14:t0.10 0.92 

7 柴朴揚 3/34 O.ω土0.01 0.48 

8 四君子湯 4/15 1.71:t0.08 1.46 

9 六君子湯 4/21.5 0.90:t0.07 1.位

10 人参湯 3/12 O.93:tO.04 1.37 

11 柴胡控枝湯 2/22 0.34土0.02 0.50 

12 温経湯 2/27 0.28土0.01 0.41 

13 大黄甘草場 。/6 ND ND 

14 結梗渇 0/5 ND ND 

Data were mean:tSEfrom tnpli伺 tedeten羽田信ons.ND= not d巴tectable.

a白 mpositionratio expresses t恥∞nte.胸 ofginseng(g) used in each prescnption. 

b The amounts of G-Rbl were calculated from the∞mposition of ginseng and白e
S出吋alizedG-Rbl∞n飽nt(5.49 mgl g dry wt. in ginseng) de臨 minedby EUSA 

G-Re 

G-Rd 

G-Rc: 

MG-Rbl 

1234567  12 3 4 5 6 7  
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