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和漢薬の基源から見た品質の多様性

和漢薬研究所附属薬効解析センター

小松かつ子，土田貴志，伏見裕利，難波恒雄

現在日本は高齢化社会を迎えて疾病構造が大きく変

わりつつある。最近でこそ病原性大腸菌0157の問題

が浮上しているが，疾病全体から見ると従来の感染症

は主要な疾患ではなくなり，これに替わって自己免疫

疾患，悪性腫蕩，高齢に伴う退行性の心臓及び腎臓疾

患，老年性痴呆，肝硬変などが治療の難しい疾病になっ

てきている。このような疾病構造の変化は和漢薬方剤

のニーズを徐々に増やしている。方剤の効果はそれを

構成する生薬の品質の優劣に係わっているが，生薬は

天然物に由来するため種々の品質のものが存在し，治

療効果にばらつきを生じさせる原因になっている。そ

の要因として，生薬名が同じでも基源が異なる物（異

物同名品）が存在する，同属植物が使用される，その

他産出地の違い，野生品と栽培品の違い，収穫時期，

加工調製法，保存年数などが挙げられる。これらの内

第一に解決すべき問題が生薬の基源に関するものであ

る。基源を明らかにする方法には，生薬及び関連植物

の組織形態を比較する方法（1:Anatomical method), 

成分組成を比較する方法（2: Chemotaxonomical 

method），及び近年著者らが研究を進めている分子生

物学的手法を応用した方法（3:Molecular biological 

method）がある。本報では，専ら 2の方法で基源を確

証したことによって，同名または同類の生薬であって

も品質が多様でbあることを明確にできた柑橘類生薬に

ついて紹介する。さらに， 3の方法についても人参類生

薬で報告する。

1 .柑橘類生薬の基源と品質

柑橘類の果実に由来する生薬には「陳皮」，「青皮」，

「桂皮」，「相実」，「籾殻」などがある。近代の薬理学で

は一般に健胃薬に分類されるが，中医学や漢方医学で

は臨床上区別して用いられる（Table1）。柑橘類は食

用の果実として多くの種や品種が開発，栽培され，そ

れらが薬用に流用されるため基源は非常に複雑であ

り，現在成書には 30種以上が薬用として記載されて

いる。さらに，果実の成熟度，加工調製法や調製後の

経過年数など様々な要因が品質に影響する。このよう

に複雑な柑橘類生薬の品質を論じるためには先ず基源

を同定する方法を確立する必要があると考え，成熟度

や調整法によって成分の消長が少なし多くの種類か

ら成りかっこれまで報告されている薬理作用とも関連

する成分群であるという点で，ポリメトキシフラボン

Table 1.主要な柑橘類生薬

生薬名 用 部 用 途 薬 古E f蒲 考

棟皮 成熟果皮
芳香性健胃，駆風，

理気，健牌，燥湿 肺，牌の気分に入る
去疾，鎮咳

未熟果皮または 芳香性健胃，消化不良， 疏肝破気，消積化滞，
肝，胆の気分に入る

青皮
未熟果実 腹部止痛 散結

通気止痛の効果は陳皮

より強い

種皮 成熟果皮
芳香性苦味健胃，駆風，

チンキ，シロップ
香味

干只実 成熟果皮
芳香性苦味健胃，去疾，

行気寛中，消食，化疾 胸腹部の膨満感を去る
排膿，緩下

＋只殻
成熟度の高い未熟果実 キ只実より作用が緩和で

II II 

または成熟果実 ある



イド配糖体の計37成分（Chart1）を単離若しくは購

入した。新鮮果皮については， 70%エタノール（ゲ、ニ

ン類及びponcirin1～29の場合）または 50%テトラ

ヒドロフラン（フラボノイド配糖体30～34の場合）で

振とう抽出して HPLC用試料とした。乾燥果皮は，

35°C以下の乾燥した日当たりの良い室内に 2週間放

置して作製し，同様に処理した。生薬材料についても

同様。 HPLC分析にあたっては，新鮮果皮中の34成分

を簡便に分析できる 3条件を設定した。条件Aはりン

8 

類及び、クマリン類，

をifった。
1 ) 材料及び方法

植物材料には主として静岡県柑橘試験場で栽培され

ている，品種の明確な Citrus属27種 1変種， For-

tunella属1種及びPonα・rus属l種1変種の果実を，
通常8月の未熟期と 12月の成熟期に採取して用いた。

生薬材料は柑橘類生薬127点（民族薬物資料館に保

管）。標品としてフラボノイド，クマリン類，フラボノ

フラボノイド配糖体に着目し研究
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酸バッファー，アセトニトリル，メタノールの3成分

系の移動相で、ゲ、ニン類 16成分と poncirin(1～17）を

分析した。条件Bも同様に 3成分系の移動相で、ゲFニン

類 12成分（18～29）を，条件Cはリン酸ノ〈ッファーとメ

タノールの2成分系の移動相で配糖体5成分（30～34)

をそれぞれ分析した：）

2) Citrus属5種の果皮成分の成熟に伴う変化

柑橘類生薬の基j原とされる C.unshiu‘青島温州、l’， c.
reticulat，α‘太田ポンカン’， C.sinensis‘森田ネーブル’，
C. natsudaidai‘J 1 I野夏樫’， C.aurantium‘臭桂’の新

鮮果皮について，ポリメトキシフラボン類及ぴクマリ

ン類14成分，フラボノイド配糖体4成分の成分組成と

含量，及びそれらの成熟に伴う変化を検討した？そ

の結果， C.unshiuは19,21, 23の含量が高く， c.
reticulata は19,23, 26, C. sinensisは13,19, 20, 

C. natsudaidai は6,29, C. aurantiumは6, 19, 23 

が高含量であり，種により含有成分パターンに差が認

められた。これらの成分ノfターンは同種においては果

実，個体（樹木），栽培環境の違いに係わらずいずれの

果実でも同様で、，種に固有のものであると考えられた。

ただし，成分含量については同一個体内の果実間で若

干の変動が認められた（標準的な着果数3の個体では

変動係数が20%以下）。一方，成熟に伴う変化につい

"' 
1 2 

抽

9 

ては，各種に固有な成分パターンは成熟期を通じて維

持されていた。果皮lgあたりの各成分の含量は比較

的パラレルに変化し， C.unshiu, C. reticulataは8～

10月頃， c.仰 tsudaidai,C. aurantiumは7月が最大
で，その後成熟につれて低下する傾向にあった。フラ

ボノイド配糖体はいずれの時期も C.unshiu, C. 

reticulata, C. siηens isは30,32のrutinose系配糖体

が主で， C.natsudaidai, C. aurantiumは31,33, 34 

のneohesperidose系配糖体が主であった。これらの含

有パターンも季節を通じて維持されていたが，各成分

の含量は未熟期ほど高く，成熟するにつれて減少した。

次に，柑橘類の品種による差異を明確にする目的で，

C. unshiuの普通系の2品種と早生系の3品種，及び

C. natsudaidaz・の4品種について同様に検討した 3)

が，それぞれC.unshiu‘青島温州’及びC.naおu-

daidai‘J 1 I野夏澄’と同様の成分組成並び、に成熟に伴う

変化を示した。ただし，成分含量に差が見られ， C.

uηshiuについては普通系の品種は 21が高含量で，早

生系の品種は 7が8～ 10月に高かった。 C.natsu-

daidaiでは‘ニューセブン’が他品種に比べいずれの

成分も低含量であった。なお，果皮の組織形態につい

ても検討し種及び品種聞の差異を明らかにすると同

時に，組織学的特徴が成熟度の判定に重要で、あること

30 3 

20 40 ｛盟国） 0 20 40 (mm) 0 20 40 (min) 

31 

31 

32 

4 5 6 7 
33 

" 
20 20 40 (min) 0 20 40 （回国｝ 0 20 40 (min) 

Fig. 1 HPLC Profiles of the Compounds 30 34 of Dried Peels of Citrus, Fortunella and Poncirus 
Species 
1, standard solution; 2, C. unshiu (type Ril ; 3, C. madurensis (type R2) ; 4, C. auran万um(type 
N,), 5, C. grandis (type Nz); 6, C. junos (type NR); 7, F. crassifolia (type 0). 
Column, YMC ODS A-312 S-5 (6×150 nm) ; mobile phase, 0.05 M NaH2P04 (pH 2.4) MeOH (65 
: 35) ; flow rat巴， 1.0ml/min ; column temp., 40℃； detection, UV 284 nm. 
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を見出している。

3) Citrus属， Fortunella属及びPoncirus属の果皮

の成分

柑橘類生薬の基源の同定には，ポリメトキシフラボ

ン類，クマリン類などの成分組成並ぴに含有比率が有

用であると考えられた。そこで，新たにフラボノイド

及びクマリン類14成分を単離し，またこれにフラボノ

イド配糖体6成分を加えて計34成分について，静岡県

産の3属 29種 2変種の未熟及び、成熟果実の果皮を対

象にして， HPLC法による一斉分析を行った：）その結

果，配糖体の含有パターンに 7タイプ，すなわち

rutinose系配糖体を主成分にする R型に 2タイプ（32

を主とする R，型， 30を主とする R2型）, neohesperi-

dose系配糖体を主成分にする N型に 3タイプ（33を

顕著に含有する N，型， 33を殆ど含有しない N2型， 2

を含む N3型），及び両系の酒己糖体を有する NR型，今

回分析対象とした配糖体を殆ど含まないO型がある

ことがわかった（Fig.1）。各種は新鮮果皮中のゲ、ニン

類の成分組成と含有比率の違いにより大きく 13タイ

プに区別され，さらに配糖体の含有パターンと組み合

わせることにより， 14タイプに分類することができ

た。乾燥果皮中では一部の成分が変化したが，乾燥後

も各タイプごとに特有のパターンを示し，それらの区

Fresh Peel 

6 A 29 B 

22 

。 20 40 60（田in)0 20 40 (min）日

Rρユ。

別は可能で、あった。なお，乾燥により減少する成分は

6, 11, 12, 27などの分子内にエポキシ環を有する成分

で，一方増加する成分は 1,8, 17などエポキシ環の開

裂などによると考えられるものの他， 3,4などのフラ

パノンも一部の種で増加した（Fig.2）。

タイプ分類の結果を Table2に示す。タイプI～IV

は配糖体がR，型で， VはR2型。ゲニン類はクマリン

類を主体とする Iとフラボン類を主体とするII～Vに

分かれる。タイプIII,IVには初生柑橘亜属と後生柑橘

亜属の種が属し，田中の分類4）には一致しなかった。

タイプIIIの C.unshiuとC.nobilis var. kuneρは分析

条件Aで保持時間26分付近に顕著な未同定ピークe

があることで共通する（Fig.3）。タイプIVには後生柑

橘亜属ミカン節コミカン亜節に属するC.reticulataを

始めとする 7種すべてが含まれた。各種はゲニン類の

成分ノfターンだけでは区別することができなかった

（以下 C.reticulata系と称する）。このタイプには中国

産陳皮の基源とされる C.tangeriη仏 C.eηthrosa, C. 

kinokuni，日本産陳皮の基源の1種とされる c.
leiocarpaなどが含まれる：） タイプVIには初生柑橘亜

属ザボン節の C.grandis, C.ραradisi, C. hassakuと

夕、、イダイ節の C.natsudaidai, C. aurantiumが属し，

配糖体は C.grandis, C.ραradisiが N2型てや他は N,

Dried Peel 
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Fig. 2 HPLC Profiles of Compounds 1 29 of Fresh and Dried Peels of Cηaおudaidai
A and B represent HPLC conditions. Conditions A: column, YMC ODS A 312 S 5 (6×150 mm); 
mobile phase, 0.05 M NaH2P04 (pH 2.4) MeCN-MeOH (150 : 53 : 47) ; flow rate, 1.0 ml/min ; 
column temp., 35℃；detection, UV 300 nm. Conditions B: column, YMC-ODS A-312 S-5 (6×150 
mm) ; mobile phase, 0.05 M NaH2P04 (pH 2.4) MeCN-MeOH (10: 7: 3) : flow rate, 1.0 ml/min; 
column temp., 35°C , detection, UV 230 nm. 
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Table 2 . Division of Citrus, Poncirus and Fortunella spp. according to Flavonoid glycosides and their genins 

Typeり Species Type of Flavonoid- Main Components of Genins (Compound No.) 31 

Citn砧 Poncirus Foγtunella glycosides21 Fresh Peel Dried Peel 

Aγ・chi訟江町田 M立加：citn結

c.臨 γantifolia
c. li：官同鈍

II C. si耳ensis

III C. iyo C.担obilisvar.同時ゆ

c.むimura：叩 C.unshiu 
IV C抱地m c.γeticulata 

c.抱ngerina
c部 εcosa
C. eηth：γosa 

C. ki別初叫i

C. sunki 

C. leioca1ゆα

V C.楓adure惜 is

可I C. g：γan dis 

c.加γadisi
c. hassaku 
C. naおudaidai

C. aurantium 

刊
一
珊
一
政
一

x一
引
一
山
一
四
一

m

C. ichangensis 

c.甜ilsonii
C. junos 

C. ha協ayu

c.拙dachi
C. spha肝＠ωゅα

P. trifoliata 

F. cγa語ifolia

凡
一
凡
一
間
一
間
一
間
一
間

R1 5, 11, 12, a , b , c , d 5, c , d 

R, 

R, 

13, 19, 20 → 

9, 13, 16, 19, 21, 23 → 

R, 9, 13, 16, 19, 23, 26 ー一，．

Rz 19, 22, 23 

6, 7, 17, f, g 
一→

1, 7, 17, f, g Nz 

6, 7, 17, 19, 21, 27, f 1, 7, 8 ' 17, 19, 21, f 

N, 19, 21, 23, 27 8, 19, 21, 23 

6, 7, 19, 22, 23, 27, 29 

6, 7, 19, 23 

6日23,27, g 

6, 7, 12, 25, 27 

28 

9, 13, 16, 19, 23 

1, 7, 8 . 19, 22, 23, 29 

1, 7, 17, 19, 23 

7, 8, 23, g 

7, 8, 25 

ー一歩

一一歩

Lua 

－
－
 
・1 一一歩

Na 

12, 19, 21, 23 

11, 12, 25, 28, b 一＋

一→

。 n ー→

。Eachtype is defined according to components. 
2> R1,2 : rutinose type glycosides mainly as hesperdin (R1) or narirutin (R2). N 1,2,s : neohesperidose type 
glycosides, on which neohesperidin is much (N 1), or less (N 2l, or poncirin is much (N sl. NR, 0 : both rutinose 
and neohesperidose types glycosides are present (NR), or absent (O). 
3> meranzin hydrate (1), poncirin (2), naringenin (3), hesperetin (4), limettin (5), meranzin (6), marmin (7), isomer-
anzin (8), isosinensetin (9), 5 (2 hydroxy 3 methoxy 3-methylbutoxy) psoralen (10), byak angelicol (11), 
oxypeucedanin (12), sinensetin (13), poncimarin (14), isoponcimarin (15), 5, 7, 8, 4’tetramethoxyflavone (16), 
5一［(6,7-dihydroxy-3,7-dimethyl-2一octenyl)oxy] psoralen(17), isosakuranetin(18), nobiletin(l9), tetra 0 
methylscutellarein (20), 3, 5, 6, 7, 8, 3’， 4’－heptamethoxyflavone (21), 3-hydroxy-5, 6, 7, 8, 3’， 4’－hexamethoxy-
flavone (22), tangeretin (23), 5-hydroxy-7, 8, 3’， 4’一tetramethoxy-flavone(24), imperatorin (25) , 5-demethyl-
nobiletin (26), epoxyaurapten (27), phellopterin (28), isoimperatorin (29), narirutin (30), naringin (31), hesper-
idin (32), neohesperidin (33), rhoifolin (34). a -n : unknown compound. →： same components as in fresh peel. 

型，ゲニン類は C.grandis以外はフラボン，クマリン

類の両者が存在し，種により成分組成が異なった（Fig.

4）。タイプVII,VIIIは配糖体がN2型， IX～XIIはyNR型

である。タイプ珊～狙は後生柑橘亜属ユズ節に属する

が，種によりゲニン類の組成が大きく異なった。タイ

プX皿， XIVにはそれぞれPoncirus属， Fortune/la属

が属し， Citrus属とは異なる特有の成分パターンで

あった。

4）柑橘類生薬の基源

前項で確立したタイプ分類を日本及び中国市場で入

手した「陳皮」， K青皮」，「種皮」，「棋実」及び「籾殻」

の各市場品に適用して基源を明らかにした？日本産陳

皮はすべて C.unshiuであった。中国産陳皮は C.un-

shiuとC.reticulata系が両国市場に同程度見られ，そ

の他C.grandis （化州橘皮，橘紅と称す）, C. sinensis 

などが見られた。日本国内で中国産橘皮として入手し
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Fig. 3 HPLC Profiles of Dried Peels of C. unshiu and C. reticulata 
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Fig. 4 HPLC Profiles of Dried Peels of C. hassaku and C. natsudaidai 

たものはすべて C.reticulata系であった。中国産青皮

はC.reticulata系が主で，その他C.unshiu, C. sinen-

sis, C. aurantium, C. natsudaidaiなど。日本産援皮

はC.hassakuまたはc.かo，中国及び、ハイチ産種皮は
C. aurantiumなどであった。日本産相実及ぴ相殻はc.
hassaku, C. natsudaidai及び両種の混合品など，中国

産相実は C.aurantiumが主で，日本市場には同種の

他，「緑衣相実」と称し P.tr約liata柑橘’に由来するも

のも多かった。その他中国市場に C.sinensis, C. un-

shiu, C. reticulata系， P.trifoliataなどがあり，両国

市場に混合品が多数認められた。中国産相殻はc.αur-
antiumが主で，その他中国市場に C.natsudaidai, C. 

wilsonii, C. reticulata系などが流通していた。市場品

の成熟度は，陳皮，澄皮が成熟果実の果皮，青皮が未

熟果実の果皮，相実は未熟果実，干只殻は根実より成熟

度が高い果実であった。なお，中国産相実の市場品中

大多数を占めたものの基源を C.aurantiumとした

が，これらには日本産の C.aurantium‘臭樫’にはほと
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40 20 

HPLC Profiles of Dried Peels of C. aurantium ＇臭澄’ andZhishi （相実）

の半数を占めていた C.reticulata系の果皮はともに

フラボノイド配糖体として hesperidin(32）を主成分

にする。しかし，ポリメトキシフラボン類に違いがあ

り， C.unshiuはnobiletin( 19), 3,5ふ7,8,3',4'-hepta-

methoxyflavone (21）などの含量が高く，一方c.
reticulata系は 19,tangeretin (23）が非常に高含量で，

また 5demethylnobiletin (26）の含量も高い。 Fig.6 

Fig. 5 

んど認められない8が存在した（Fig.5）。しかし，そ

の他の成分パターンは類似し，また多くの成書で棋実

の基i原として先ず C.aurantium （中国植物名：酸燈）

が挙げられていることから，同種に由来するものとし

た。

5 ）品質評価

日本産陳皮の基源であった C.unshiuと中国産陳皮
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イド及びクマリン類の含有パターンは多様で、あるが概

ね種のレベルで一定であり，成熟に伴っても変化せず，

基源同定に有用であることを見い出した。フラボノイ

ド及ぴクマリン類34成分の簡便な HPLC分析法を開

発し，この分析法により柑橘類3属29種2変種を 14

タイプに分類することができた。このタイプ分類は広

範な市場品に適用可能で、，これまで科学的に明らかに

されていなかった市場品の基源を解明し，現在市場品

の複雑，多様な実態を明らかにした。同時にポ 1）メト

キシフラボン類及び、クマリン類の組成及び含量を指標

にして品質評価を行い，陳皮，青皮，相実，キ只殻とし

て薬用に適する種を考察した。柑橘類の歴史的経緯な

ど札17）から，陳皮及び青皮は C.reticulata系，キ只実及

び干只殻は C.aurantiumが本来の正品であると考えら

れるが，日本では食用種を流用する傾向が強かった。

今後，今回検討できなかった精油成分についても各種

における組成及び、含量を調べ，さらに薬理面での品質

評価とも併せて，生薬としての最適種並びに各種の特

徴を明確にする必要がある。

同
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~ 

~ 
" ω μ 
;,'! 
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Fig. 7 Contents of Coumarins of Dried Peels of 
Citrus Species 
1 : meranzin hydrate, 7 : marmin, 8 : isomeranzin. 
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2.遺伝子解析による生薬の同定法開発

一人参類生薬について一

植物の系統分類学では低次分類群を対象とした遺伝

子解析として， Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP）分析， RandomlyAmplified 

Polymorphic DNA (RAPD）分析及び特定遺伝子領

域の塩基配列を比較する方法が用いられている。生薬

は乾燥後長期間保存されまた微生物汚染の可能性があ

ることから， RFLP及びRAPD分析の適用には問題

がある。そこで，科さらには種のレベルで遺伝子の塩

基配列に違いがあることが報告されている 18S

ribosomal RN A遺伝子及びmatK遺伝子について，

塩基配列の異同から生薬を同定する方法の開発を検討

した。生薬には，同じ属の数種が薬用に供される人参

類を選んだ。

1 ) 材料

植物材料としてウコキ、科のPanaxginseng l点， P.

jaρonicus 2点， P.quinqu耳folius1点及びP.notogin-

seng 3点のそれぞれ新鮮な地下部，生薬材料として人

参2点（日本産，韓国産），竹節人参1点，広東人参1

点及び三七人参3点，さらに対象としてキキョウ科の

Flaかcodongland♂orumの根に由来する桔梗を用い

た。生薬材料は 1990年以降に入手したものである。

2 ）全DNAの抽出18)

新鮮な地下部を液体窒素で凍結した後粉末とし，

PBS EDTA液で洗浄，界面活性剤及ぴタンパク分解

にポリメトキシフラボン類の含量を示すが， c.
reticulata系が属するタイプIVの各種は C.unshiuの

約5～10倍量を含んでいた。これらの成分のうち抗潰

場作用がrn；）抗炎症作用がsinensetin(13), 19, 23 > 
抗アレルギ一作用が19;) 13及び23~i c-AMPホスホ
ジエステラーゼ阻害作用が19,23, 2610）に報告されて

いる。また，交感神経作動性作用 11）を有する syne-

phrineの含量も C.reticulata系で高いことが報告き

れている：2）これらの成分は陳皮，青皮の薬効と関連が

あると考えられることから， C.reticulata系を基源と

する生薬の使用が望ましいと考えられる。なお，これ

らの成分の含量は未熟期ほど，すなわち青皮で高い。

相実及び棋殻については，日本産がこれまで報告のな

かった C.hassaku，及び C.natsudaidaiなど，中国産

が C.aurantiumであった。これら 3種はフラボノイ

ド商日糖体として neohesperidin(33）を主成分にする。

C. hassakuには C.natsudaidai lこ存在するクマリン

類のmeranzin hydrate (1), marmin (7), isoimper-

atorin (29），が認められず，反対にポリメトキシフラボ

ン類の21が高含量であった。 C.aurantiumも1を主

成分とするが， 29はほとんど含まなかった。 Fig.7に

相実及ぴ棋殻の主な基源種のクマリン類の含量を示

す。抗漬蕩作用凶が報告されている 7はc.αurantium
に最も多かった。これらの種にはポリメトキシフラボ

ン類やsynephrineは少なく，薬効上クマリン類の作用

も重要であると考えられることから， C.hassakuの使

用については検討していく必要があると考える。なお，

33に抗炎症ア）29に鎮痛作用回が報告されている。

6 ）まとめ

数種の柑橘類果実の成分を詳細に検討し， フラボノ



酵素を用いて 37度で12時間酵素反応を行った。次に

PhOH/CHC13抽出及びCetyltrimethylammonium-

bromide (CTAB）抽出によって精製した後，エタノー

ル沈殿法でDNAを塩析させた。生薬については外皮

を取り除いた後粉砕機で粉末として同様に処理した。

得られた全DNAを1%ア方、ロースケソレで電気泳動

した結果，新鮮な植物材料からは再現性良＜ 20 kb以

上のDNAが得られたが，生薬からは種々の長さに切

断されたスメア状のDNAが確認された。

3) 188 rRNA遺伝子の塩基配列19)

18S rRNA遺伝子は核遺伝子上に存在するタンパ

ク合成に関与する遺伝子で，真核生物では数百～数千

コピーが連なって存在する。この遺伝子の塩基配列は

種でよく保存され，極めてゆっくりと進化することが

知られているケl18SrRNA遺伝子の両端に相当するプ

ライマーを合成し：1〕前項で得られたDNA(lO～lOOng)

を鋳型としてPolymeraseChain Reaction (PCR）法

で当該遺伝子領域を増幅（熱変成を 94度で40秒，ブ

ライマーのアニーリングと伸長反応を 65度で8分間

行い，このサイクルを 30回繰り返す22））したところ，

植物及び、生薬ともに 1.8kbのPCR産物が増幅でき

た。対照とした DNAを加えずに PCR法を行ったも

のでは増幅が認められなかった。得られたPCR産物に

ついてそれぞれダイデオキシターミネーターサイクル

シーケンス法により塩基配列を決定した結果，すべて

1809塩基対であった。 P.ginseng, P. jaρonic附及び

P. quinqu々がi附の3種間では，上流から497,499, 501, 

712番目の塩基の位置で置換が認められ，これらの配

列は各々対応する人参，竹節人参，広東人参の塩基配

列と完全に一致した。また，富山県及び宮崎県で採集

した P.j，ゅonicus，日本産及び韓国産の人参では，当該

P. ginseng, Ginseng Radix 481: 

P.japonic山， PanacisJaponici Rhizoma 

15 

遺伝子領域の境基配列は各々の種で一致し，産地によ

る差異は認められなかった。なお，基源植物の属する

科が異なる人参と桔梗では約40ケ所で塩基配列が異

なった。 18SrRNA遺伝子は2次構造をとることが報

告されている 23）ことから， GENETYXのソフトを用

いて Panax属3種における2次構造を検討した結果，

置換が認められた 500塩基付近はステムの形成に関係

しないパルジループ内に含まれていた。

4) PCR-RFLP分析及びMASA分析24)

3種聞の簡便な鑑別法を開発する目的で， PCR

RFLP法 25）及びMutantAllele Specific Amplifica-

tion (MASA）法26）の応用を検討した（Fig.8）。

18S rRNA遺伝子の塩基配列の差異に基づいて制

限酵素BanII及びDdeIを選ぴ，それぞれを用いて

P仰似属3種及び人参類生薬3種のPCR産物を切断

した。 6%ポリアクリルアミド電気泳動法で、フラグメ

ントの解析を行った結果，制限酵素BanIIを用いた場

合， P.ginsengと人参に 991塩基のフラグメントが確

認され，一方P. jaρonicusと竹節人参， P. quin-

quゆli附と広東人参では 499及び492塩基のフラグ

メントが確認された。次に DdeIを用いた場合， P.

quinqu々foliusと広東人参のみで95と750塩基のフラ

グメントが確認された。このように， 3種の鑑別には制

限酵素BanII及ぴDdeIを用いて PCR-RFLP法を

行うことが有用で、あった。

PCR法ではプライマーの3’末端の塩基が異なると

伸長反応が行われないことから， 18SrRNA遺伝子の

塩基配列に置換が認められた499及び501塩基の位置に

プライマーの3’末端が位置するように， 3種に特異な

プライマーを合成した（Pgin481F,Pjap481F, 

Pqui481F）。これらのプライマーを用いて Panax属植

＊＊＊  

(Pgin481F) 

Ba同 II

↓ 

A'T'l>Jl[、Alfilむ en立主主:A'ITGZlGICT03rA 
(Pjap481Fl 

B即日

↓ 

510 

P. quinquefolius, Panacis Quinquefolii Radix 且rAN:Alfil>Cα支配ICIむTq回目白血
(Pqui48IF）↑  

Ddei 

Fig. 8 18S rRNA Gene Sequences on Three Panax Species and Ginseng Drugs 

The locations of different base substitutions, the restriction enzym巴 sitesfor PCR RFLP 
analysis and the sequences of forward primers for MASA analysis are by an asterisk, arrow and 
underline, respecitively. 
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物及び、人参類生薬から得られた DNAを鋳型として，

前項のPCR法の条件で増幅を行い， PCR産物の有無

を1%アガロース電気泳動法により確認した。理論的

には各プライマーに対応する種のDNAを鋳型にした

場合のみ PCR産物が得られるはずである。しかし

Pjap481Fプライマーでは対応する P.jaρonicus以外

に， P.quinquゆliusでも PCR産物が得られた。そこ

でブライマーのアニーリング反応を 65度で30秒に短

縮しまた伸長反応を 72度， 2分に変えて再度PCR法

を行った。その結果， P.J；ゆonicus及び竹節人参での

み増幅が認められた。以上， MASA法を行うための各

種に固有なプライマーを作成し，また PCR法の条件

を設定できた。

5) matK遺伝子の塩基配列

matK遺伝子は葉緑体遺伝子上の trnKのスプライ

シングに関与するマチュラーゼをコードする遺伝子と

され~7）母性遺伝をする。この遺伝子領域も種聞の解析
に用いられているお）ことから，生薬の同定をより確実

に行うためこの領域も検討した。大井ら却）により報告

されているプライマーを用いて， PCR法でPanαx属

植物及び人参類生薬の matK遺伝子の部分塩基配列

を増幅し，塩基配列を決定した。その結果， matK遺伝

子の部分塩基配列はすべて 1259塩基対で， P.ginseηg 

とP.jaρonicus は相同であったが，P.quinquりわliusは

102番目の塩基の位置で置換が認められた。この置換

は広東人参でも確認された。

6 ) Panax notoginsengの遺伝子の多型性30)

P. notoginseng (3点）と対応する生薬の三七人参（2

点）の聞では lSSrRNA遺伝子， matK遺伝子ともに

塩基配列が5ケ所で異なっていた（各々を RIMI,

R2M2とする）。そこで新たに雲南省文山県産「三七人

参」の同一ロットから 10個体を選んで遺伝子解析を

行った。 RIとR2の2系統を簡単に見分けるため，両

者の；塩基配列の違いに基づいて制限酵素DdeIを選ん

だ。 IO個体から得られた DNAを鋳型にして PCR法

を行い ISSrRNA遺伝子領域を増幅した後DdeIで

処理して電気泳動を行ったところ， 2個体がRI, 8個

体がR2と同様のフラグメントパターンを示した。次

に塩基配列に差異が認められた上流から 49I～730番

目の塩基の領域の配列を決定したところ，前者は RI

と同一であったが，後者は R2とは 22ヶ所で、塩基配列

が異なった。 8個体の内l個体について全領域の塩基

配列を決定した結果，きらに他の塩基の位置でも異

なっており， R2とのホモロジーは 96.5%であった

(R3とする）。一方，この個体と RIと同一で、あった個

体について matK遺伝子の部分塩基配列も決定した

ところ，この配列はともに MIと一致した。このよう

に三七人参には同一ロット内において， matK遺伝子

は相同であるがISSrRNA遺伝子の塩基配列が異な

る個体が存在することがわかった（RIMI,R3MI）。

7)まとめ

新鮮な植物と同様に生薬からも DNAを得ることが

できた。得られた DNAを鋳型として PCR法により

ISS rRNA遺伝子及び、matK遺伝子領域の増幅が可

能であり，その塩基配列は基源植物における配列と完

全に一致した。このことから，種に固有な塩基配列を

もっ遺伝子領域において，生薬と関連植物の聞で塩基

配列を比較することにより生薬の同定が可能で、あるこ

とが示唆された。ウコキ、科のPanax属植物では ISS

rRNA遺伝子及びmatK遺伝子領域に種のレベルで

塩基配列の置換が認められ，この結果に基づいて3種類

の人参類生薬の鑑別法を開発することができた。なお，

同定におけるこれらの遺伝子領域の有用性は植物の分

類群により異なると考えられる：81 P. notoginseng及

ぴ三七人参では ISSrRNA遺伝子及び、matK遺伝子

の塩基配列においてそれぞ、れ3系統， 2系統が存在し，

三七人参の同一ロット内においても matK遺伝子の

配列は相同であるがISSrRNA遺伝子の配列が異な

る2系統が確認された。現在栽培品のみが存在する P.

notoginsengの起源を考える上で興味深い知見であ

る。これについては今後，個体数を増やして傾向を見

極め，系統と産地との関連性，雑種基源である可能性，

系統と品質との関連性について検討していく予定であ

る。

結 語

「生薬は生きている」すなわち生薬は天産物に由来

するため品質が流動的で、あり，いつの時代にも品質の

評価は必要で、ある。現在は柑橘類生薬のように食用の

果実が流用されているだけであるが，今後遺伝子技術

の進歩により様々な生薬が生まれるとも限らない。生

薬の基源の解明は，多様な品質の生薬を一端収束させ

る手段である。この結果に併せて本草学的考察を行い

古来の正品を明らかにし，またこれまでの成分化学的，

生化学・薬理学的研究結果を統合していけば，今後ど

のような生薬を使用すればよいか，優良種と個々の生

薬の特徴が解明できる可能性がある。品質評価におい

ては生物学的な検討が少ない感があり，今後，基源，

成分組成・含量とこの方面の研究との結合を考えてい

きたい。また，中国には「道地薬材」と称して，「歴代

の産地で採れる生薬が最良の品質のものである」とい

う思想がある。多様な品質の生薬が出現する現在，道



地薬材の品質がどのようなものか，興味が持たれると

ころで、ある。
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