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略語表 

本論文では、以下の略語を使用した。 

DMSO-d6：deuterated dimethyl sulfoxide 

CD3OD：deuterated methanol 

DSS-d6：sodium 3-(trimethylsilyl)-1-propane-1,1,2,2,3,3-d6-sulfonate 

MeOH：methanol 

EtOH：ethanol 

EtOAc：ethyl acetate 

CH3CN：acetonitrile 

1H NMR：proton nuclear magnetic resonance 

13C NMR：carbon-13 nuclear magnetic resonance 

qHNMR：quantitative 1H nuclear magnetic resonance 

δ：NMR chemical sift (ppm) 

J：coupling constant 

s：singlet 

d：doublet 

dd：double doublet 

ddd：double double doublet 

dt：double triplet 

t：triplet 

m：multiplet 

br s：broad singlet 

HMBC：heteronuclear multiple bond coherence 

HPLC：high performance liquid chromatography 

MPLC：medium pressure liquid chromatography 

ODS：octadecylsilyl 

LC-MS：liquid chromatography-mass spectrometry 

HRFABMS：high resolution fast atom bombardment mass spectrometry 

IT-TOF：ion trap time-of-flight 

Fr.：fraction 
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序論 

 

生薬は中国や日本などの東アジアの国々で古くから使用されてきた薬物であり、その

歴史は数千年を超える[1]。生薬の種類は多岐にわたり、現在まで、中国薬典 2020 版[2]

には 616 種類の生薬が収録され、第十八改正日本薬局方[3]には 157 種類の生薬が収録さ

れている。日本薬局方によると、生薬は「動植物の薬用とする部分、細胞内容物，分泌

物，抽出物又は鉱物などである」と定義されており[3]、そのもとになる原料は自然界か

ら得られる天然物である。従って、生薬の品質を一定に保つことは化学合成薬と比べて

非常に困難である。生薬の品質に影響を及ぼす主要な要因として、以下があげられる。 

1) 同名異物や基原混乱[4] 

伝統医学には様々な学派・流派が存在し、異なった基原植物であっても同じ生薬名で

用いられている場合がある。その使用習慣の違いは現在も続いており、現代の同名異物

という問題を引き起こしている。そのため、流通している生薬の中には基原が混乱して

いるものがある。一方、同名異物は生薬を分類する方法、すなわち同じ効果をもつ生薬

を同じ名称で使用する方法とみなすこともできる。従って、同名異物にあたる基原植物

の効能の同等性を評価することが必要である。 

2) 産地、栽培法、成長環境の多様性[5] 

現在、生薬の原料は栽培品と野生品の両方が用いられている。それらの産地は多様で

あるため、生薬の品質は、その産地の地理的要因、土壌的要因、及び気象的要因などの

生育環境の違いにより大きく異なる。原料生薬の栽培方法も経験と地域の気候によって

異なるため、この違いも生薬の品質に大きく影響する。さらに、個体差間の有効成分の

含量の違いも生薬の品質に影響を与えることが考えられる。 

3) 収穫後の加工・調製法の多様性 

原料生薬の多くは、収穫後直接使用せず、洗浄、乾燥、及び修治などの処理が施され

る。修治とは、毒性・副作用の緩和と必要な作用の増強・改変を目的として、様々な方

法により動植物、鉱物などの原料を処理することである[6]。修治の方法には加熱（炒、

炙、煅、蒸煮）によるものが多く[7]、各生薬の成分にも影響を与えることが考えられる。 

上述の種々の要因は原料生薬の品質に対して影響を与えると考えられることから、生

薬品質評価には、生薬の性状鑑定(外観や色、臭い、味などの特徴から品質を評価)と指

標成分の定量を組み合わせた方法が伝統的に用いられてきた[2, 3]。しかし、従来の評価

方法は、性状鑑定の標準が明確ではなく、経験に依存しており、かつ、多くの場合は、

単一成分を定量するのみである。生薬は多成分系薬物であるため、その品質を 1 つの方

法で完全に評価することはできない。そのため、現代にあった生薬の品質評価法の開発



3 

 

と改良が重要な課題となっている。 

近年、分析方法の発展とともに様々な機器分析データ（HPLC、LC-MS 及び 1H NMR

法）と多変量解析を組み合わせた生薬のメタボローム解析が盛んに行われるようになっ

ている。この方法は、抽出エキスの生薬成分を網羅的に解析することが可能であり、グ

ループ間の化学成分の差異などの情報を基に品質評価の基礎となるデータを得ることが

できる[8]。しかし、これまでのHPLC法や LC-MS法は測定対象の化合物を限定したター

ゲット分析法である。そのため、それらの分析データと多変量解析を組み合わせたメタ

ボローム解析によって複数の要因による生薬成分の変動を網羅的に捉えることは困難な

ことがある。さらに、この方法は、分析に要する時間が長い、有機溶媒の使用量が多い

等の欠点がある。一方、新手法である 1H NMR 法はノンターゲット分析法であり、従来

法のHPLCや LC-MS法と比較して、有機溶媒の使用量が少ない、分析時間が大幅に短縮

される、及び水素をもつ化合物を網羅的に検出できるなどの利点を持っている。さらに、

ケミカルシフト値、スピン結合定数、ピーク形状などに基づいて成分の化学構造に関す

る情報を得ることができる。[9] 

しかし、これまでの報告では、NMR メタボローム法における差異を視覚化することを

担う多変量解析においては、NMR 測定法とデータの前処理法に関して不明な点も存在し

ている。通常、多変量解析の手順は、各サンプルのスペクトルをバケット積分すること、

データマトリックスの作成、データの前処理、そして多変量解析という流れが一般的で

ある[10]。そのうち、データマトリックスのもととなる NMR スペクトルの測定にあたっ

ては、通常の 1H NMR を用いた方法[11–13]、定量 1H NMR（qHNMR）スペクトルデー

タを用いた方法[14–16]の 2 つが報告されている。qHNMR は、構造解析を目的とした 1H 

NMR よりもシグナルが定量的に検出できるように検出の正確度を向上させた方法である。

また、データの規格化に関する既存の計算方法として、積分値の総和を一定値に換算す

る方法と[11, 15, 17]、内標準物質のシグナルの積分値をもとに各シグナルのバケット積

分値を変換する方法[14, 16, 18]が報告されている。上記の様々な条件による処理で得ら

れたデータマトリックスは多変量解析の結果に影響を与えることが推測される。しかし、

これらの方法のうち、どの方法が多変量解析により適しているかについての詳細な検討

はなされていない。とくに生薬のメタボローム解析において、NMR データの前処理法が

多変量解析の結果に及ぼす影響を検討した例は皆無である。従って、NMR によるメタボ

ローム法は十分には確立されていないと言うことができる。 

以上の背景を踏まえ、本研究では、NMR メタボローム法の確立と応用を目的として、

当研究室において遺伝子で基原同定した芍薬と骨砕補の NMR メタボローム解析を行っ

た。本研究は生薬の適正使用を最終目的とした。 

第一章では、NMR メタボローム法の確立を目的として、当研究室において遺伝子で基
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原を同定し、従来法である HPLCと LC-MSを用いて成分組成が明らかにされた芍薬[19–

21]をモデル生薬として、成分プロファイリングと多変量解析を行った。二次代謝産物だ

けではなく、従来法では定量が困難であった一次代謝産物についても 1H NMR 法を用い

て解析し、その結果と従来法の HPLC 法による結果を比較して 1H NMR 法の有用性を検

証した。さらに、異なる NMR 測定方法（1H NMR と qHNMR）及び異なるデータの前処

理法を用いてモデルをそれぞれに作成し、その多変量解析結果を比較することで、芍薬

の NMRメタボローム法を確立した。[22] 

第二章では、前章で確立したNMRメタボローム法の応用を目的として、将来的に使用

の拡大が見込まれる骨砕補の成分プロファイリングと多変量解析を行った。第一章にお

いて確立した手法を用いて基原、産地及び加工・調製法が異なる骨砕補を解析し、従来

の HPLC 法と組み合わせて主要成分と微量成分を網羅的に分析した。[23] 

以下にその詳細を記す。 
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本論 

 

第 1章 NMR メタボローム法の確立：芍薬の成分プロファイリングと多変量解析 

 

日本において、芍薬は鎮痙・鎮痛薬として最も重要な生薬の一つであり[24]、一般用

漢方処方の約 3 分の 1 の処方に配合されている[25]。『第十八改正日本薬局方』において、

芍薬はボタン科（Paeoniaceae)のシャクヤク（Paeonia lactiflora Pallas）の根を乾燥し

たものであり、指標化合物である paeoniflorin を 2.0%以上含むと規定されている[3]。日

本における芍薬の年間使用量は約 1712 t（令和 2 年度）であるが、日本産芍薬の使用量

はそのうちのわずか 40 t であり、残りは中国産芍薬である[26]。すなわち、日本におい

て消費されている芍薬の大部分は中国からの輸入に頼っていることになる。現在の中国

では、白芍は鎮痙・鎮痛薬として使用され、柔肝止痛、平肝斂陰などの効果があり、赤

芍は活血涼血、袪瘀止痛の薬効を持っている[27]。『中華人民共和国薬典 2020 年版』に

おいては、白芍は P. lactiflora を基原とし、湯通しした後に皮を除去し、または皮去り後

に湯通ししたものとされており、赤芍は P. lactiflora あるいは P. veitchii の乾燥した根で

あると規定されている[2]。白芍は主に安徽省と浙江省などで栽培されている。P. 

lactiflora を基原とする赤芍は内蒙古自治区及び東北地方、P. veitchii を基原とする赤芍は

四川省及び西北地方における野生品である。一方、日本では特に白芍と赤芍を区別して

いない[28]。現在、日本の市場においては、日本産芍薬と中国産芍薬が流通している。

この日本市場品芍薬は、中国産であっても、日本の基準に従って加工されるため、前述

の中国産の白芍や赤芍とは区別される。従って、日本で流通している市場品の芍薬（日

本産芍薬と中国産芍薬）は、中国市場で流通している白芍や赤芍と区別する必要がある。

日本市場品の芍薬は、加工・調製法によってさらに真芍、生干芍薬、皮付き芍薬の 3 種

類に分けられる。真芍は皮去り後に湯通ししたものである（加工・調製法が白芍と同じ）。

生干芍薬とは皮去り後に生干ししたものである。皮付き芍薬の加工・調製法は皮付きの

まま生干ししたものであり、市場では赤芍という生薬名で表示されていることもある。

日本産芍薬は主に大和地方（奈良県、和歌山県）、長野県、北海道などで栽培されている。

大和地方の気候風土が芍薬の栽培、加工に適しており、市場では「大和芍薬」と呼ばれ、

品質的に高く評価されている[28]。芍薬の各種類の市場品を Table 1-1 にまとめた。 

以上のことから、芍薬は基原植物、産地、栽培と野生の別及び収穫後の加工・調製法

が多様で非常に複雑であることがわかる。従って、芍薬の薬効に重要な役割を担ってい

る有効成分を客観的に評価することが必要である。芍薬には主要成分である pinane 構造

をもつ monoterpenes に加えて、ほかの terpenoids や flavonoids、phenols が含まれてお



6 

 

り、これらの成分は抗炎症、抗糖尿病、抗酸化、抗アレルギー、抗凝固、鎮静及び鎮痛

などの作用をもつことが報告されている[29–35]。当研究室は、同じ P. lactiflora を基原と

する白芍と赤芍が、遺伝子配列が異なるだけではなく、化学成分組成にも違いがあるこ

と、及び P. veitchii 由来の赤芍とも違うことを明らかにしてきた[19]。さらに、15 通りの

加工・調製を行った P. lactiflora の根について主要な 8 成分を定量し、品質への影響を明

らかにしてきた[20]。加えて、LCMS を用いた市場品及び P. lactiflora の栽培品、野生品

種の解析を行い、日本産芍薬、中国産の白芍と赤芍、P. lactiflora の野生品と栽培品の違

いなども明らかにしてきた[21]。本章では、当研究室において遺伝子解析で基原を同定

した市場品芍薬群の一次代謝産物と二次代謝産物を 1H NMR メタボローム法を用いて解

析した。その際には、得られた解析結果を従来法の結果と比較し、手法の妥当性を検証

し、方法の最適化を図った[22]。 

 

 

Chinese market products 
 

Handling process  Japanese market products 

Producing 

area 

Botanical 

origin 
Type 

 
Peeling Boiling Drying 

 
Type 

Botanical 

origin 

Producing 

area 

China 
P. lactiflora 

White peony root 

(WPR, 白芍) 

 
○ ○ ○ 

 Shinshaku 

(真芍) 
P. lactiflora 

Japan  

or  

China  − 
 

○  ○ 
 Kiboshi-shakuyaku  

(生干し芍薬) 
 

 
Red prony root 

(RPR, 赤芍) 

 
  ○ 

 Kawatsuki-shakuyaku 

(皮付き芍薬) 
 

P. veitchii 
Red prony root 

(RPR, 赤芍) 

 
  ○ 

 
− −  

 

 

 

 

  

Table 1-1 Peony root used in China and Japan 
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1.1 材料と方法 

 

1.1.1 生薬と植物材料 

中国で収集した基原植物が P. lactiflora である白芍 10 検体、日本市場品 14検体（生干

芍薬：日本産芍薬 9 検体、中国産芍薬 5 検体）、赤芍 7 検体の合計 31 検体、基原植物が

P. veitchii である赤芍 5 検体を用いた。本研究では、中国市場品の白芍を WPR（White 

peony root）、赤芍を RPR（Red peony root）とし、日本市場品の芍薬を PR（Peony root）

と称呼する。当研究室ではこれらの芍薬の遺伝子タイプを nrDNA ITS シーケンス解析で

明確にし、既に同定している（Table 1-2）[19]。 

芍薬の加工・調製法の違いによる sucrose の含量の違いを調べるために、各加工・調

製法ごとに 3 検体を用意し、合計 12 検体の植物材料を用いた（Table 1-3）。これらは富

山県薬用植物指導センターで栽培された P. lactiflora を基原とする 4 年生のシャクヤク

「梵天」の根であり、2013 年 10 月に収穫された。各検体間のばらつきを最小限に抑え

るために、太さの類似したもの（直径 1.5-2.0 cm）を選び、材料とした[20]。 

全ての生薬標本は富山大学和漢医薬学総和研究所民族薬物資料館（TMPW）に保存さ

れている。 

 

1.1.2 標準化合物 

1H NMR スペクトルにおいて、芍薬に含まれる成分を同定するために、18 種類の

monoterpene と市販の標準試薬を使用した。化合物 paeoniflorol (1) [34]、4′-

hydroxypaeoniflorigenone (2) [34]、4-epi-albiflorin (3) [34]、paeonivayin (5) [36]、4-O-

methyl-paeoniflorin (7) [37]、salicylpaeoniflorin (8) [38]、benzoylpaeoniflorin (9) [39]、

mudanpioside C (10) [40]、galloylpaeoniflorin (11) [41]、mudanpioside J (12) [42]、

oxypaeoniflorin (13) [43]、benzoyloxypaeoniflorin (14) [40]、paeonidanin E (15) [29]、

lactiflorin (16) [44]、及び mudanpioside E (17) [45]は当研究室において赤芍の D12N

（TMPW No.27967）とP. lactifloraの品種S78Nから単離した。化合物albiflorin (4) [46]、

paeoniflorin (6) [46]、catechin (19) [47]、paeonol (20) [43]、methyl gallate (23) [43]、

quercetin (24) [48]、及び D-glucose (27) [49]は和光純薬株式会社から購入し、1,2,3,4,6-

penta-O-galloyl-β-D-glucose (PGG, 18) [50]、benzoic acid (21) [51]、gallic acid (22) [43]、

及び sucrose (26) [52]はナカライテスク株式会社から購入した。化合物 sulfonated 

paeoniflorin (25) [53]は市販の化合物 6 から誘導した。各化合物の構造式を Fig. 1-1 に示

す。 
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Table 1-2 Crude drug samples in this study 
 Original plant Drug name Code no. TMPW no. Producing area Obtained from Identity* Handling Process Collection date 

WPR produced in China P. lactiflora WPR D1 25071 Bozhou, Anhui, China Bozhou, Anhui, China WPR-PL Peeling, boiling & drying (sulfur fumigation) 2006-05-02 

  WPR D2 25072 Bozhou, Anhui, China Bozhou, Anhui, China WPR-PL Peeling, boiling & drying 2006-05-02 

  WPR D3 25244 Bozhou, Anhui, China Bozhou, Anhui, China WPR-PL Peeling, boiling & drying (sulfur fumigation) 2006-10-17 

  WPR D4 25820 Zhongjiang, Sichuan, China Jihuang, Zhongjiang, Sichuan, China WPR-PL Peeling, boiling & drying 2002-09-23 

  WPR D17 25073 Bozhou, Anhui, China Bozhou, Anhui, China WPR-PL Peeling, boiling & drying (sulfur fumigation) 2006-05-02 

  WPR D18 25973 Zhejiang, China Cenxi, Guangxi, China WPR-PL Peeling, boiling & drying (sulfur fumigation) 2008-09-06 

  WPR D22 26974 Hangzhou, Zhejiang, China Hohhot, Inner Mongolia, China WPR-PL Peeling, boiling & drying (sulfur fumigation) 2010-10-13 

  WPR D23 26975 Anhui, China Hohhot, Inner Mongolia, China WPR-PL Peeling, boiling & drying (sulfur fumigation) 2010-10-14 

  WPR D24 26976 Jiangsu, China Hohhot, Inner Mongolia, China WPR-PL Peeling, boiling & drying (sulfur fumigation) 2010-10-16 

  WPR D29 26620 Pan’an, Zhejiang, China Pan‘an, Zhejiang, China WPR-PL Peeling, boiling & drying 2009-08-05 

          

PR produced in Japan P. lactiflora PR D6 26400 Niigata, Japan Uchida Wakanyaku Co., Ltd., Tokyo, Japan WPR-PL Peeling & drying 2008-10-07 

  PR (Yamato shakuyaku) D7 25818 Nara, Japan Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka, Japan WPR-PL Peeling & drying 2008-02-14 

  PR (Yamato shakuyaku) D8 25819 Hokkaido and Nagano, Japan Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka, Japan WPR-PL Peeling & drying 2008-02-14 

  PR (Yamato shakuyaku) D10 26398 Nara, Japan Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka, Japan WPR-PL Peeling & drying 2008-10-31 

  PR (Bonten) D50 25834 Toyama, Japan Nara, Japan WPR-PL Peeling & drying 2008-02-15 

  PR (Bonten) D51 25835 Toyama, Japan Nara, Japan WPR-PL Peeling & drying 2008-02-15 

  PR (Bonten) D52 25836 Toyama, Japan Nara, Japan WPR-PL Peeling & drying 2008-02-15 

  PR (Yamato shakuyaku) D9 26107 Nara, Japan Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka, Japan RPR-PL Peeling & drying 2008-10-31 

  PR (Yamato shakuyaku) D49 27891 Japan Uchida Wakanyaku Co., Ltd., Tokyo, Japan RPR-PL Peeling & drying 2012-09-04 

          

PR produced in China P. lactiflora PR D45 27887 Zhejiang, China Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka, Japan WPR-PL Peeling & drying 2012-09-04 

  PR D46 27888 Sichuan, China Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka, Japan WPR-PL Peeling & drying 2012-09-04 

  PR (kawatsuki shakuyaku) D47 27889 Anhui, China Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka, Japan WPR-PL Drying without peeling 2012-09-04 

  PR D48 27890 Anhui, China Uchida Wakanyaku Co., Ltd., Tokyo, Japan WPR-PL Peeling & drying 2012-09-04 

  PR D53 27892 China Matsuura Co., Ltd., Nagoya, Japan WPR-PL Peeling & drying 2012-10-04 

          

RPR produced in China P. lactiflora RPR D12N 27967 Inner Mongolia, China Chifeng, Inner Mongolia, China RPR-PL Drying without peeling 2013-10-30 

  RPR D12 21565 Inner Mongolia, China Chifeng, Inner Mongolia, China RPR-PL Drying without peeling 2002-09-14 

  RPR D13 25047 Inner Mongolia, China Bozhou, Anhui, China RPR-PL Drying without peeling 2006-05-01 

  RPR D14 26401 China Uchida Wakanyaku Co., Ltd., Tokyo, Japan RPR-PL Drying without peeling 2008-10-07 

  RPR D15 26406 Inner Mongolia, China Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka, Japan RPR-PL Drying without peeling 2008-10-16 

  RPR D54 27893 China Matsuura Co., Ltd., Nagoya, Japan RPR-PL Drying without peeling 2012-10-04 

  RPR D16 25974 Sichuan, China Cenxi, Guangxi, China WPR-PL Drying without peeling (sulfur fumigation) 2008-09-06 

 P. veitchii RPR D11 17304 Ganzi, Sichuan, China Ganzi, Sichuan, China RPR-PV Drying without peeling 1996-07-11 

  RPR DS-1 16306 Sichuan, China Hehuachi, Sichuan, China RPR-PV Drying without peeling 1995-09-17 

  RPR DS-5 28405 Aba, Sichuan, China Chengdu, Sichuan, China RPR-PV Drying without peeling 2014-09-22 

  RPR DS-6 28396 Lixian, Sichuan, China Lixian, Sichuan, China RPR-PV Drying without peeling 2014-09-22 

  RPR DS-7 28397 Maerkang, Sichuan, China Lixian, Sichuan, China RPR-PV Drying without peeling 2014-09-22 

*: botanical origin of each sample was identified by ITS sequence. WPR-PL indicates WPR-type of P. lactiflora, RPR-PL indicates RPR-type of P. lactiflora, and RPR-PV represents P. veitchii. 
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Table 1-3 Plant samples and post-harvest processing 

Plant Code Handling Process 

P. lactiflora (Bonten*) 

A 
· Washing and peeling 

· Indoor drying  

 

B 
· Washing, boiling, and peeling 

· Indoor drying 

 

 

 

C 

· Keeping the sample at 4°C for 37 days 

· Washing and peeling 

· Indoor drying 

 

 

 

D 

· Keeping the sample at 4°C for 37 days 

· Washing, boiling, and peeling 

· Indoor drying 

 

 

 

*: one of the Japanese cultivars with medical use. 
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3 4β-OH R=H 

4 4α-OH R=H 

5 4α-OH R=benzoyl 

 R1 R2 R3 R4 R5 

6 OH H H H H 

7 OCH3 H H H H 

8 OH OH H H H 

9 OH H H H benzoyl 

10 OH H H H 4-hydroxybenzoyl 

11 OH H H H galloyl 

12 OH H H H vanillyl 

13 OH H OH H H 

14 OH H OH H benzoyl 

17 OH H OH OCH3 H 

25 SO3H H H H H 
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 R1 R2 R3 R4 R5 
20 CH3 H OCH3 H OH 
21 OH H H H H 
22 OH OH OH OH H 
23 OCH3 OH OH OH H 

Fig. 1-1 Structures of reference standard compounds 
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1.1.3 化合物同定に用いた sulfonated paeoniflorin (25) 標準品の調製 

文献に報告された方法に従って[54]、2.9 mgの化合物 6 を秤量し、4 mLの Na2S2O5溶

液（10 mg/ mL）を加え、48時間反応させた。その後、反応物を凍結乾燥し、EtOHに懸

濁して、沈殿した Na2S2O5 を沈殿させ、遠心分離にて得た上清を溶媒留去後、乾燥した

（Scheme S1-1）。反応混合物をシリカゲルカラム（EtOAc / MeOH 8:2）により分画し

（Scheme S1-2）、化合物 25（1.9 mg）を得た。1H NMR（Table S1-1）と HR-ESI-MS

（m/z 543.1186、calcd for C23H27O13S 543.1178 [M-H]-、Δ + 0.8 mmu）データを文献値

[53]と比較し、構造を確認した。 

 

1.1.4 NMR 測定に用いた芍薬 75% EtOH エキスの調製 

生薬を粉砕後、300 μm の篩にかけた粉末生薬 100 mg を秤量し、5 mL の 75% EtOH

を加え、超音波で 30 min 抽出する操作を 2 回繰り返した。2 回抽出した液体は、それぞ

れ 4,000 rpm 10分の条件で遠心分離を行った。その後、得られた上清を合わせて溶媒留

去し、乾燥した。一つの試料につきエキスは 3 回作成した。 

 

1.1.5 NMR 測定に用いた試料溶液の調製 

内標準物質として DSS-d6を使用した。49.70 mg の DSS-d6を精密に秤量し、DMSO-

d6を加え 200 mL にメスアップし（DSS-d6 濃度：0.25 mg/mL）、内標準液とした。乾燥

した各芍薬のエキスに事前調製した内標準液 0.7 mL を加え、超音波処理し、溶解させた

後、上清 0.65 mL を取って試料溶液とした。測定条件は「実験の部」に示す。 

 

1.1.6 qHNMR による主要成分の定量 

化合物 4 のシグナル δH 1.38 ppm (H-10)、6 のシグナル δH 5.31 ppm (H-9)、18 のシグ

ナル δH 6.75 ppm (H-2‴ and 6‴)、25 のシグナル δH 5.41 ppm (H-9)、及び 26 のシグナル

δH 5.17 ppm (H-1) を用いて芍薬に含まれるこれら化合物の含量を定量した。これらのシ

グナルに由来する積分値とプロトン数、内標準物質であるDSS-d6の 3つのメチル基のプ

ロトン（δH –0.04 ppm, 9H）に由来するシグナル積分値、分子量、濃度等を式 (1) に代入

し、各化合物の含量を計算した： 

 

 

 

 

また、論文に報告された方法を参考に[12]、6 の分子量を用いて pinane 構造をもつ

monoterpene 類の化合物の全含量を計算した。 
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1.1.7 多変量解析 

各 NMRデータのバケット積分値は市販のソフトウェア（ALICE2 for Metabolome）を

用いて取得した。積分範囲は 19.00 から–1.00 ppm まで、バケット積分の積分幅は 0.02 

ppmと設定した。DMSO-d6 (δH 2.49 ppm, quint)、DSS-d6 (δH –0.04 ppm, s)、HOD (δH 

3.16 ppm, s)、及び ethanol (δH 1.04ppm, t, J=6.9 Hz) に由来するシグナルは除外した。

また、二次代謝産物に着目して解析するために、26 のシグナル（δH 5.17 ppm, d, J=3.8 

Hz, δH 3.91–3.07 ppm）の除外を検討した。得られたバケット積分は、エクセルにイン

ポートした後、2 通りの方法で規格化を行い、データマトリックスを作成した。その後、

統計解析ソフトウェア（SIMCA-P 14.1）を用いて多変量解析を行った。 

 

1.1.8 HPLC 条件 

分析には島津HPLCシステムを使用した：Shimazu HPLCシステム（CBM-20A system 

controller, LC-20AD binary pump, DGA-20A degasser, SIL-20AC auto-sampler, CTO-20AC 

column oven, SPD-M20A PDA detector）。カラムは YMC Pack ODS-AQ column (3 μm, 

2.0 mm × 150 mm) を用いた。移動相は、H2O + 0.1% formic acid (A, v/v)、Acetonitrile (B, 

0.1% formic acid, v/v) の混合溶媒とし、グラジエントは以下を用いた：0–2 min, 7% B; 6 

min, 11% B; 15 min, 16% B; 32 min, 17% B; 35 min, 50% B; 36 min, 100% B。カラム温度

は 40°C、流速は 1.0 mL/min、注入量は 1 検体あたり 3 μL、検出波長の範囲は 190–400 

nmとした。 

 

1.1.9 HPLC 測定に用いた標準化合物とサンプルの試料溶液の調製 

qHNMR 法を用いて標準化合物 4、6、18、21、22 の純度を決定した。各化合物 2–6 

mg を精密に秤量し、内標準液 0.8 mL（DSS-d6 / DMSO-d6 0.25 mg/mL）を入れ、超音

波処理し、溶解させた後、上清 0.6 mL を取って qHNMRを測定した。下記の式 (2) を用

い、各化合物の純度を計算した： 

 

 

 

 

上記により純度を算出した標準化合物 1 mg を精密に秤量し、1 mL の 75% EtOH を入

れ、溶解させた。その後、各種濃度の希釈溶液を作成し、その濃度とピーク曲線下面積

を用いて検量線を求めた。 

NMR 測定に用いた各エキスの試料溶液を回収し、凍結乾燥した。そのエキスに 75% 

EtOH を加え 10 mL にメスアップした。その後、0.2 μm のフィルターを用いてろ過し、
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HPLC測定に用いた試料溶液とした。 

 

1.1.10 HPLC メソッドのバリデーション 

6 つの異なる濃度の試料溶液を用いて検量線を作成し、その直線性を評価した。検出

限界（LOD）と定量限界（LOQ）はそれぞれに SN 比 3:1 と 10:1 となる濃度として決定

した。メソッドの妥当性は、白芍 D18 と標準化合物の試料溶液を 1 日 3 回、3 日間連続

して分析することで評価した。添加回収試験については、白芍 D18 の粉末試料に各濃度

既知の各成分を添加し、HPLCにて分析することで行った。  
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1.2 結果と考察 

 

1.2.1 芍薬の成分プロファイリング 

各検体の 75% EtOH エキスの 1H NMR スペクトル（付録：Figs. S3-1−S3-36）と標準

化合物のスペクトルデータとの比較を行った。各エキスにおいて検出されたそれぞれの

化合物及びそれらのケミカルシフト値を Table S1-2、各種類の芍薬の 1H NMR スペクト

ルを Fig. 1-2 に示す。 

以下に芍薬エキス中で検出できた化合物についてまとめる。Monoterpene 類の化合物

では、4、6、9、11、13 に由来するシグナルが検出できた。文献によると、指標化合物

である paeoniflorin (6) の含量はほかの monoterpene の数十倍である[19, 21]。

Monoterpene 類は共通する pinane 骨格構造を持っており（Fig. 1-1）、この共通部分構造

に由来するシグナル（δH 5.5−5.0 ppm, 2.5−1.1 ppm）が重なって観測されることから

（Fig. 1-2, Table S1-2）、pinane 骨格構造由来のシグナルを化合物の同定に用いることは

難しい。ほかの主要成分については、化合物 18、19、21、22、26、及び 27 が検出され

た。赤芍の特徴的な成分である化合物 20 [19]のシグナルは今回の実験では全てのサンプ

ルにおいて観測されなかった。化合物 20は揮発性が高いことから、エキスを凍結乾燥機

で乾燥している間に揮発した可能性があると推測した。 

硫黄燻蒸という加工・調製法は色の褐変を防止すると同時に、害虫や、微生物の発生

を抑え、抗酸化などの効果がある[55]。しかし、その方法は生薬の保存には役立つが、

安全性に問題がある点や薬物動態の変化を引き起こすことが報告されている[56, 57]。

Hayes らは硫黄燻蒸した芍薬から 25 を単離している[58]。市販の 6 から誘導した 25 の

1H NMR を測定し、H-3（δH 2.16 ppm）、H-5（δH 2.89 ppm）、H-7（δH 1.71 ppm）、H-9

（δH 5.41 ppm）のシグナルを指標に各エキスを比較した。その結果、硫黄燻蒸した白芍

（D2、D4、D29 を除くサンプル）と赤芍 D16 からこの化合物を検出することができた

（Fig. 1-2, Table S1-2）。この結果から、1H NMR を用いた成分プロファイリング法は、

硫黄燻蒸された白芍を簡便に識別する方法として有用であると考えられた。 

また 13 は、P. veitchii を基原とする赤芍のスペクトルには検出されなかった。当研究

室では、これまでに HPLC 法を用いることで P. veitchii を基原とする市場品においては

13 の含量が低いことを明らかにしており、今回の結果はこれと矛盾しない。一方で、P. 

lactiflora を基原とする白芍では 13 が検出されなかった。これは、硫黄燻蒸により 13 が

sulfonated oxypaeoniflorin に変化し、その含量が低下すること[59]が原因であると推測さ

れる。当研究室では、これまでに、P. lactifloraを基原とする芍薬は 13 の含量が高いこと

を特徴の一つとして有することを報告しており[21]、今回の結果は先行研究の結果と矛

盾しない。Uenoらは、13 と 19 をマーカー成分として日本産芍薬から検出したことを報
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告した[60]。一方、当研究室は中国産と日本産芍薬に含まれる 13 の含量には明らかな差

異が観察されなかったことを報告している[21]。今回の実験では、奈良県産大和芍薬の

D7、富山県産梵天の D50、D51、D52には 19が検出されず、中国産の D53にも 19が検

出されなかった。これらの結果は、当研究室が報告した結果と一致したが、Uenoらの結

論とは一致しなかった[60]。これらの異なる結果は、栽培品種、栽培条件、個体差によ

る変動による影響と考えられた。 

以上のことから、1H NMR 法を用いた芍薬の成分プロファイリングの有用性を示すこ

とができた。 
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9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

Fig. 1-2 Representative 1H NMR spectra of peony root samples. a: D18 of WPR treated by sulfur fumigation; b: D52 of PR produced in Japan; c: D12 of RPR derived from 

P. lactiflora; and d: D11 of RPR derived from P. veitchii. 

a D18 of WPR treated by sulfur fumigation 

b D52 of PR produced in Japan 

c D12 of RPR derived from P. lactiflora 

d D11 of RPR derived from P. veitchii 
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1.2.2 qHNMR と HPLC 法を用いた芍薬の主要成分の定量 

qHNMR 法を用いて pinane 構造をもっている monoterpene 類の総含量と 4、6、18、

25、及び 26 を定量した。 

Monoterpene 類の化合物の benzoyl 基に由来する 3 つのシグナルは 1H NMR スペクト

ルの低磁場側に検出され、これらのシグナルも化合物 21 のシグナルと重なっていた

（Fig. 1-2）。Camila らは、主要な化合物の分子量を用いて類似構造の化合物の総含量を

定量する方法を報告している[12]。本研究では、その方法を応用し、6 の分子量を用いて

pinane 構造をもつ monoterpene 類の総含量を定量した。定量の結果を Table 1-4 と Fig. 

1-3a に示す。δH 7.76–7.59 ppm に由来するシグナルの定量値は δH 8.10–7.76 ppm と δH 

7.59–7.40 ppm に由来するシグナルを用いて定量した結果よりも低かった。各

monoterpene 類の化合物の benzoyl 基に由来するシグナルのケミカルシフト値を Table 

1-5 に示す。δH 7.76–7.59 ppm の範囲では、2、8、13、及び 17 に由来するシグナルが観

察されず、δH 8.10–7.76 ppmにおいては 17に由来するシグナルが観察されなかった。δH 

7.76–7.59 ppmの範囲には 2 と 13 に由来するシグナルも観察されなかった。以上を踏ま

え、δH 8.10–7.76 ppm または δH 7.59–7.40 ppmに由来するシグナルは monoterpene 類

の化合物の総含量の定量に適していると考えられた。 

化合物 4 のメチル基（H3-10）に由来するシグナル δH 1.38 ppm (s)、6 の H-9 に由来す

るシグナル δH 5.31 ppm (s)、及び 25 の H-9 に由来するシグナル δH 5.40 ppm (s) を用い

てこれらの化合物を定量した。定量の結果と monoterpene 類の総含量をそれぞれ Table 

1-4 と Fig. 1-3a に示す。P. lactiflora を基原とする赤芍に含まれる化合物 6 の含量は高い

値を示し、白芍と芍薬に含まれる 4 の含量は高い値を示した。Pinane 構造をもつ

monoterpene 類の化合物の中で、6 は主成分として総含量の約 50%を占めたが、硫黄燻

蒸したサンプルでは、6 から転化した 25 が高い含量を示した。中国産芍薬の D47（皮付

き芍薬）に含まれる 4 は最高値を示した。その原因として、芍薬の根の表皮に 4 が多く

含まれていることが考えられた[61, 62]。P. veitchii を基原とする赤芍は、6 と

monoterpene 類の総含量が高かった。そのうち、D11 には含まれる monoterpene 類の総

含量が最高値を示した。その原因として、D11 には化合物 6 だけでなく、化合物 8 と 11

も含まれていることが推測された[21]。一方、P. veitchii を基原とする赤芍は P. lactiflora

を基原とする赤芍とは成長環境が異なるため、P. veitchii を基原とする赤芍にはより高い

18 が含まれる(Table 1-4 と Fig. 1-3b)と推測された。 
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Table 1-4 Extracts yield and contents of main components in different types of peony root samples 

  

 

Code no. Botanical origin 
75% Ethanol extract yield 

(mg/g) 

sucrose (26)   albiflorin (4)  paeoniflorin (6)   sulfonated paeoniflorin (25) 

qHNMR (mg/g)   qHNMR (mg/g) HPLC (mg/g)  qHNMR (mg/g) HPLC (mg/g)   qHNMR (mg/g) 

WPR produced in China D1 P. lactiflora 121 ± 3 24.55 ± 0.30   3.20 ± 0.21 3.51 ± 0.10  12.08 ± 0.23 16.62 ± 0.40   0.99 ± 0.02 

D2 155 ± 5 5.11 ± 0.06   3.17 ± 0.08 3.21 ± 0.17  10.67 ± 0.12 11.18 ± 0.65   - 

D3 204 ± 7 84.47 ± 5.28   3.03 ± 0.18 3.22 ± 0.29  16.37 ± 1.01 20.52 ± 2.34   1.31 ± 0.05 

D4 465 ± 35 244.64 ± 7.00   9.73 ± 0.51 9.89 ± 0.41  20.82 ± 0.94 26.30 ± 1.33   - 

D17 232 ± 12 73.51 ± 1.31   4.33 ± 0.11 5.50 ± 0.10  11.46 ± 0.37 15.66 ± 0.19   6.74 ± 0.18 

D18 229 ± 7 31.52 ± 2.72   4.40 ± 0.54 4.81 ± 0.12  1.02 ± 0.05 0.90 ± 0.23   20.15 ± 2.54 

D22 164 ± 14 4.05 ± 0.18   2.80 ± 0.09 2.97 ± 0.18  0.71 ± 0.08 0.60 ± 0.04   17.74 ± 0.10 

D23 163 ± 3 39.45 ± 2.12   5.45 ± 0.34 5.76 ± 0.11  7.05 ± 0.39 6.92 ± 0.07   16.36 ± 1.20 

D24 183 ± 4 19.29 ± 1.63   6.01 ± 0.03 5.95 ± 0.06  1.13 ± 0.09 0.83 ± 0.01   19.45 ± 0.02 

D29 111 ± 2 17.38 ± 0.55   4.49 ± 0.20 4.89 ± 0.14  11.16 ± 0.41 13.01 ± 0.32   - 

PR produced in Japan D6 P. lactiflora 377 ± 12 178.94 ± 2.11   3.43 ± 0.05 3.57 ± 0.06  20.51 ± 0.23 23.68 ± 0.45   - 

D7 324 ± 5 132.78 ± 1.22   0.54 ± 0.01 0.22 ± 0.01  15.82 ± 0.23 18.84 ± 0.28   - 

D8 284 ± 7 114.90 ± 2.44   3.42 ± 0.08 3.46 ± 0.01  15.28 ± 0.44 18.54 ± 0.19   - 

D10 325 ± 3 155.28 ± 0.15   2.38 ± 0.02 2.38 ± 0.17  16.79 ± 1.14 21.53 ± 1.63   - 

D50 412 ± 12 216.91 ± 1.38   1.59 ± 0.02 1.56 ± 0.03  12.05 ± 0.13 15.59 ± 0.07   - 

D51 425 ± 15 211.93 ± 4.15   3.06 ± 0.04 3.38 ± 0.20  13.22 ± 0.95 14.89 ± 0.75   - 

D52 374 ± 20 179.54 ± 6.59   4.81 ± 0.06 5.00 ± 0.01  12.84 ± 0.21 15.12 ± 0.40   - 

D9 394 ± 7 143.85±14.31   3.82 ± 0.02 4.56 ± 0.05  24.79 ± 0.22 28.71 ± 0.43   - 

D49 415 ± 9 215.32 ± 8.80   2.27 ± 0.03 2.28 ± 0.04  16.05 ± 0.53 20.18 ± 0.19   - 

PR produced in China D45 P. lactiflora 208 ± 3 71.54 ± 0.73   4.12 ± 0.04 3.80 ± 0.10  18.64 ± 0.33 20.28 ± 0.52   - 

D46 395 ± 2 202.90 ± 5.19   2.65 ± 0.10 2.56 ± 0.08  18.55 ± 0.43 23.75 ± 0.64   - 

D47 467 ± 3 130.93 ± 3.05   12.81 ± 0.15 13.31 ± 0.04  26.75 ± 0.32 30.47 ± 0.12   - 

D48 422 ± 8 223.48 ± 9.03   5.18 ± 0.07 5.33 ± 0.13  20.64 ± 0.14 26.43 ± 0.89   - 

D53 397 ± 14 141.48 ± 5.85   2.83 ± 0.41 3.18 ± 0.13  14.80 ± 2.52 19.66 ± 1.11   - 

RPR produced in China D12N P. lactiflora 407 ± 13 172.17 ± 2.62   1.98 ± 0.11 1.96 ± 0.21  21.47 ± 0.32 25.21 ± 0.61   - 

D12 340 ± 3 54.73 ± 0.41   2.03 ± 0.04 2.71 ± 0.06  46.76 ± 0.67 54.96 ± 0.98   - 

D13 324 ± 13 22.87 ± 0.61   1.53 ± 0.05 1.70 ± 0.04  40.89 ± 1.51 52.26 ± 0.97   - 

D14 399 ± 23 144.92±23.70   0.80 ± 0.03 0.86 ± 0.61  19.59 ± 3.44 31.42 ± 3.91   - 

D15 345 ± 6 99.07 ± 2.73   0.45 ± 0.01 0.61 ± 0.02  33.58 ± 0.57 43.91 ± 0.39   - 

D54 380 ± 11 130.93 ± 4.08   0.47 ± 0.03 0.45 ± 0.03  26.09 ± 0.67 31.10 ± 0.52   - 

D16 465 ± 11 127.74 ± 2.84   7.02 ± 0.10 7.22 ± 0.17  14.69 ± 0.51 16.17 ± 0.36   9.88 ± 0.44 

D11 P. veitchii 454 ± 8 72.64 ± 0.43   0.44 ± 0.02 0.66 ± 0.03  47.12 ± 0.74 57.37 ± 0.73   - 

DS-1 322 ± 9 77.28 ± 0.67   0.23 ± 0.01 0.22 ± 0.02  16.00 ± 0.24 17.37 ± 0.70   - 

DS-5 590 ± 22 201.26 ± 5.43   1.24 ± 0.02 1.28 ± 0.04  31.50 ± 0.73 37.01 ± 0.89   - 

DS-6 447 ± 19 143.85 ± 8.20   0.52 ± 0.01 0.61 ± 0.01  25.67 ± 1.24 28.71 ± 0.35   - 

DS-7 470 ± 2 142.35 ± 2.15   0.39 ± 0.02 0.42 ± 0.02  28.38 ± 0.91 33.82 ± 1.13   - 
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Table 1-4   (Continued) 

  

 

Code 

no. 
Botanical origin 

benzoyl group* 

(δH 8.10–7.76 ppm) 
  

benzoyl group* 

(δH 7.76–7.59 ppm) 
 benzoyl group* 

(δH 7.59–7.40 ppm) 
  benzoic acid (21) 

 
PGG (18) 

 
gallic acid (22) 

qHNMR (mg/g)   qHNMR (mg/g)  qHNMR (mg/g)   HPLC (mg/g)  qHNMR (mg/g) HPLC (mg/g)  HPLC (mg/g) 

WPR produced in China D1 P. lactiflora 27.76 ± 1.47   25.69 ± 1.96  29.25 ± 1.78   0.24 ± 0.03  1.02 ± 0.04 2.03 ± 0.04  1.10 ± 0.02 

D2 30.44 ± 1.17   25.14 ± 1.06  30.93 ± 1.11   0.93 ± 0.03  1.07 ± 0.03 1.78 ± 0.03  0.70 ± 0.01 

D3 32.02 ± 1.33   30.95 ± 2.68  35.56 ± 3.60   0.36 ± 0.03  1.39 ± 0.30 2.48 ± 0.06  1.59 ± 0.20 

D4 49.63 ± 1.42   44.58 ± 1.13  54.43 ± 1.86   0.56 ± 0.03  3.97 ± 0.05 6.64 ± 0.15  2.25 ± 0.13 

D17 32.03 ± 0.52   32.00 ± 0.87  31.94 ± 0.25   0.23 ± 0.01  1.40 ± 0.03 2.66 ± 0.01  1.53 ± 0.01 

D18 37.21 ± 3.76   33.10 ± 1.37  35.85 ± 0.48   0.12 ± 0.01  1.98 ± 0.24 2.19 ± 0.02  1.38 ± 0.02 

D22 29.72 ± 3.14   26.10 ± 4.61  27.74 ± 3.57   0.07 ± 0.01  1.61 ± 0.08 1.72 ± 0.02  1.19 ± 0.01 

D23 35.82 ± 0.96   33.33 ± 1.70  35.16 ± 2.70   0.10 ± 0.01  2.55 ± 0.19 2.97 ± 0.02  1.47 ± 0.03 

D24 38.94 ± 2.23   38.06 ± 3.17  38.32 ± 3.26   0.14 ± 0.02  2.86 ± 0.03 2.97 ± 0.01  2.12 ± 0.02 

D29 24.83 ± 0.97   21.97 ± 0.63  25.66 ± 0.43   0.26 ± 0.01  1.29 ± 0.12 2.41 ± 0.02  0.81 ± 0.01 

PR produced in Japan D6 P. lactiflora 40.03 ± 2.29   35.63 ± 1.23  45.49 ± 0.39   0.68 ± 0.03  1.88 ± 0.20 3.14 ± 0.01  1.27 ± 0.01 

D7 30.59 ± 0.84   25.86 ± 0.27  35.56 ± 0.73   0.75 ± 0.02  1.79 ± 0.14 3.82 ± 0.03  1.67 ± 0.01 

D8 31.67 ± 0.74   27.47 ± 0.47  33.57 ± 0.18   0.66 ± 0.04  1.03 ± 0.13 1.98 ± 0.02  0.77 ± 0.01 

D10 35.59 ± 1.70   31.01 ± 1.79  38.37 ± 2.98   0.85 ± 0.09  2.14 ± 0.24 4.31 ± 0.05  1.59 ± 0.14 

D50 27.18 ± 1.41   23.40 ± 0.86  29.35 ± 1.00   0.60 ± 0.03  5.17 ± 0.37 7.33 ± 0.14  3.14 ± 0.01 

D51 29.98 ± 2.18   26.58 ± 1.85  31.17 ± 1.78   0.45 ± 0.03  3.65 ± 0.01 5.93 ± 0.12  2.74 ± 0.04 

D52 33.28 ± 0.14   28.24 ± 0.93  33.76 ± 0.40   0.65 ± 0.02  3.19 ± 0.30 5.17 ± 0.05  2.15 ± 0.01 

D9 50.08 ± 0.80   44.91 ± 0.66  48.80 ± 1.02   0.85 ± 0.02  1.60 ± 0.06 2.70 ± 0.04  1.17 ± 0.01 

D49 36.95 ± 0.57   30.81 ± 1.32  37.98 ± 1.38   0.69 ± 0.02  2.10 ± 0.06 4.14 ± 0.02  1.69 ± 0.01 

PR produced in China D45 P. lactiflora 36.28 ± 0.72   33.64 ± 0.31  39.03 ± 0.91   0.34 ± 0.02  2.62 ± 0.05 3.75 ± 0.03  1.84 ± 0.03 

D46 37.83 ± 0.98   34.31 ± 0.98  41.11 ± 1.37   0.74 ± 0.04  3.26 ± 0.20 5.51 ± 0.01  1.55 ± 0.01 

D47 62.42 ± 2.38   58.87 ± 2.32  63.49 ± 1.33   0.43 ± 0.02  5.65 ± 0.20 7.63 ± 0.02  2.61 ± 0.05 

D48 47.03 ± 1.09   42.98 ± 0.80  52.03 ± 1.96   0.66 ± 0.07  3.42 ± 0.22 5.44 ± 0.02  1.80 ± 0.03 

D53 32.71 ± 5.50   27.30 ± 3.30  33.08 ± 5.51   0.61 ± 0.05  2.64 ± 0.19 4.97 ± 0.08  1.99 ± 0.08 

RPR produced in China D12N P. lactiflora 41.86 ± 1.85   36.38 ± 1.03  42.44 ± 0.94   0.53 ± 0.01  2.87 ± 0.03 4.57 ± 0.14  1.15 ± 0.07 

D12 79.42 ± 1.37   72.56 ± 2.13  79.53 ± 3.12   0.65 ± 0.01  3.19 ± 0.02 4.47 ± 0.01  0.94 ± 0.01 

D13 72.19 ± 3.37   65.98 ± 2.45  69.66 ± 3.36   0.57 ± 0.02  0.68 ± 0.17 1.92 ± 0.04  0.70 ± 0.02 

D14 36.44 ± 3.48   33.82 ± 4.28  38.08 ± 2.64   0.61 ± 0.05  2.72 ± 0.09 5.46 ± 0.49  1.46 ± 0.09 

D15 59.83 ± 3.22   56.60 ± 1.99  61.13 ± 1.77   1.03 ± 0.04  2.23 ± 0.06 4.06 ± 0.09  1.01 ± 0.02 

D54 44.56 ± 1.47   40.91 ± 1.52  44.26 ± 0.76   0.66 ± 0.02  2.17 ± 0.03 3.67 ± 0.01  1.02 ± 0.01 

D16 49.05 ± 1.51   44.35 ± 1.01  45.74 ± 1.28   0.25 ± 0.01  7.76 ± 0.25 7.91 ± 0.14  3.40 ± 0.08 

D11 P. veitchii 88.95 ± 0.44   85.82 ± 2.16  88.75 ± 1.61   0.30 ± 0.01  31.46 ± 0.54 35.92 ± 0.63  14.87 ± 0.13 

DS-1 36.80 ± 1.13   27.75 ± 1.07  38.37 ± 0.84   1.30 ± 0.06  11.23 ± 0.25 18.19 ± 0.71  10.56 ± 0.47 

DS-5 57.73 ± 1.81   52.99 ± 2.06  59.12 ± 0.41   0.45 ± 0.01  25.07 ± 0.23 32.27 ± 0.66  8.19 ± 0.22 

DS-6 51.01 ± 3.45   44.53 ± 2.71  53.20 ± 3.13   1.37 ± 0.05  15.27 ± 0.43 18.16 ± 0.23  7.39 ± 0.14 

DS-7 51.12 ± 2.85   46.10 ± 2.18  53.38 ± 2.12   0.92 ± 0.03  14.60 ± 0.04 19.37 ± 0.56  8.10 ± 0.04 
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Table 1-5 Chemical shifts of benzoyl group from monoterpenoids with pinane skeleton and benzoic acid (21) 

 
 

No. Compound Position Integration range (8.10–7.76 ppm) Position Integration range (7.76–7.59 ppm) Position Integration range (7.59–7.40 ppm) 

1 paeoniflorol H-2”, 6” 7.94 dd (8.4, 5.1) H-4” 7.65 m H-3”, 5” 7.52 m 

2 4’-hydroxypaeoniflorigenone H-2’, 6’ 7.79 m     

3 4-epi-albiflorin H-2”, 6” 7.98 m H-4” 7.67 m H-3”, 5” 7.54 t (7.6) 

4 albiflorin H-2”, 6” 8.00 d (7.06) H-4” 7.66 m H-3”, 5” 7.53 m 

5 paeonivayin 
H-2”, 6” 7.97 dd (3.1, 1.5) H-4” 7.66 dd (7.6, 1.5)  H-3”, 5” 7.52 m 

H-2‴, 6‴ 7.98 d (3.1) H-4‴ 7.66 dd (7.6, 1.5)  H-3‴, 5‴ 7.52 m 

6 paeoniflorin H-2”, 6” 7.98 d (7.6) H-4” 7.67 t (7.6) H-3”, 5” 7.54 t (7.6) 

7 4-O-methyl-paeoniflorin H-2”, 6” 7.94 dd (23.7, 7.6) H-4” 7.66 m H-3”, 5” 7.54 t (7.6) 

8 salicylpaeoniflorin H-6” 7.79 dd (7.6, 1.5)   H-4” 7.52 m 

9 benzoylpaeoniflorin H-2”, 6” 7.94 m H-4” 7.64 m H-3”, 5” 7.51 m 

  H-2‴, 6‴ 7.94 m H-4‴ 7.64 m H-3‴, 5‴ 7.51 m 

10 mudanpioside C H-2”, 6” 7.96 d (8.4) H-4” 7.66 t (7.6) H-3”, 5” 7.53 t (7.6) 

  H-2‴, 6‴ 7.80 d (8.4)     

11 galloylpaeoniflorin H-2”, 6” 7.98 m H-4” 7.67 m H-3”, 5” 7.53 m 

12 mudanpioside J H-2”, 6” 7.95 m H-4” 7.65 m H-3”, 5” 7.53 t (7.6) 

      H-2‴ 7.46 m 

      H-6‴ 7.42 m 

13 oxypaeoniflorin H-2”, 6” 7.82 m     

14 benzoyloxypaeoniflorin 
H-2”, 6” 7.80 m     

H-2‴, 6‴ 7.95 m H-4‴ 7.65 t (7.6) H-3‴, 5‴ 7.51 t (7.6) 

15 paeonidanin E H-2”, 6” 7.97 t (7.6) H-4” 7.64 m H-3”, 5” 7.52 dd (13.8, 7.6) 

  H-2‴”, 6‴” 7.97 t (7.6) H-4‴” 7.64 m H-3‴”, 5‴” 7.52 dd (13.8, 7.6) 

16 lactiflorin H-2”, 6” 7.98 d (7.6) H-4” 7.69 m H-3”, 5” 7.55 m 

17 mudanpioside E     H-2” 7.48 dd (8.4, 1.5) 

      H-6” 7.45 dd (1.5) 

21 benzoic acid H-2, 6 7.94 dd (8.4, 1.5) H-4 7.61 m H-3, 5 7.49 t (7.6) 

25 sulfonated paeoniflorin H-2”, 6” 7.98 dd (8.4, 1.5) H-4” 7.66 m H-3”, 5” 7.53 m 
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Fig. 1-3 The contents of main compounds in different types of peony root samples quantified using qHNMR. a: 

contents of paeoniflorin (6), sulfonated paeoniflorin (25), and albiflorin (4), and total content of monoterpenoids 

(signals: δH 7.59 to 7.40 ppm); and b: content of PGG (18). Vertical bars indicate standard deviation (n=3). 
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HPLC 分析で定量に用いた 4、6、18、21、及び 22 の純度を Table S1-3、各化合物の

検量線とメソッドのバリデーションの結果を Table S1-4と Table S1-5 にそれぞれ示す。

また、各種類の芍薬の HPLC クロマトグラムを Fig. S1-1、その定量の結果を Table 1-4

に示す。今回の HPLC の定量結果は先行研究の結果と一致したが[19, 21]、qHNMR の定

量値より高かった。未知の成分のため、NMR スペクトルのベースラインがブロードニン

グを起こす可能性があると考えられた。そこで、定量の際にベースラインより上のピー

クを使用し、その定量値が HPLC の値より低いことを確認した。 

qHNMR と HPLC の結果の相関を確認するため、PLS（部分最小二乗：partial least 

squares）回帰と Heatmap を用いて相関を調べた。 

まずは qHNMR と HPLC 法の定量値を用いて PLS を行った。化合物 4、6、及び 18 の

含量を用いてモデルを作成し、qHNMR と HPLC による値をそれぞれ X 変数及び Y 変数

として選択した。その結果を Scores Scatter Plot（Fig. S1-2）に示す。回帰式は y = x + 

2.132 e-8、R2=0.9849 で、両者には強い正の相関が見られた。 

さらに、qHNMR における各成分のシグナルの積分値と、HPLC で定量した 4、6、及

び 18 の含量との間で相関係数を求め、ヒートマップを作成した（Fig. S1-3）。qHNMR

におけるシグナルは、4 の含量については 1.38 ppm（r = 1.00）、6 の含量については

5.31 ppm（r = 0.99）、18 の含量については 6.75 ppm（r = 0.99）に強い正の相関が見ら

れた。また、benzoyl 基に由来するシグナルの積分値も 6 と強い相関を示した（r = 0.86, 

0.76, 0.87）。 

以上の結果から、qHNMR の結果は、HPLC の結果と一致することが示され、qHNMR

法は効率的な定量法と考えられた。 
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1.2.3 芍薬の加工・調製法と sucrose 含量の関係 

各検体の抽出後の 75% EtOH エキス含量と sucrose (26) の含量を Table 1-4と Fig. 1-

4a にそれぞれ示す。回帰分析の結果、両者は高い相関性（r = 0.788）を持っていること

がわかった。また、白芍のエキス含量と 26 の含量はほかの種類の芍薬より低いことがわ

かった。白芍の加工・調製法として、水洗後、皮をむき、湯通しする方法があり、この

加工・調製法がエキス含量の低下に影響することが推測された。この可能性を検証する

ために、異なる修治加工が施された P. lactiflora シャクヤクの薬用品種である「梵天」を

用意し（Table 1-3）、qHNMR 法を用いて、加工・調製法の違いによる 26 の含量の違い

を調べた。75% EtOHエキス含量と26の含量をTable S1-6とFig. 1-4bにそれぞれ示す。

その結果、両結果の相関係数（r = 0.997）は、生薬材料の各検体と比べて非常に高いこ

とがたがわかった。各加工・調製法を行った植物材料に含まれる 26 の含量を比較したと

ころ、A と B は低く、C と D は高い値を示した。特に、湯通しした B の 26 の含量が最

も低かった（Table S1-6 と Fig. 1-4b）。一方、低温処理した植物材料において、湯通し

しなかった Cと湯通しした Dには明らかな違いが観察されなかった。 

姉帯らは低温処理による芍薬の 26 及び希エタノールエキス含量の経時変化を測定し、

両含量間に正の相関があり、低温処理によって 26が増加することに伴って希エタノール

エキス含量も増加することを報告している[63]。ほかの生薬においても、川芎が収穫後

の低温貯蔵によって 26 の含量が増加することが報告されていた[64]。スクロースリン酸

合成酵素(SPS, EC.2.4.1.14)とスクロース合成酵素(SPP, EC.3.1.3.24)は 26 の生合成に

関わる植物酵素であり、SPS はキーエンザイムとして UDP-グルコースとフルクトース

6-リン酸をスクロース 6-リン酸に変換し、SPP がそのスクロース 6-リン酸を脱リン酸化

して 26 を生成する[65, 66]。これらの結果から、エキスと 26 の含量は、SPS と SPP、

またはアイソザイム活性の変化によって変動する可能性が示唆された。低温処理を行っ

たシャクヤクの根の方が酵素によって多くの 26 が合成され、エキス含量が増加すると考

えられるが、根の湯通し品は加熱されることによって酵素が失活し、26 の生成が阻害さ

れるため、エキス含量が低くなることが推測された。 

A の検体は収穫後、水で洗浄し、皮をむき、乾燥したものである。上記の観点で考察

すると、乾燥が完了するまでの間は酵素が作用するため、26 の含量は増加したが、乾燥

後は水分が失われて酵素が失活するため、26 が生成されなくなったと考えられる。その

結果、A のエキス含量は B の検体より高いが、約一か月間低温処理を行った C と D の検

体と比較した場合では、低いエキス含量を示したものと考えられる。B の検体は湯通し

されたものであることから、加熱によって酵素が失活し、26 が生成されなくなったため、

B のエキス含量が一番低かったと考えられる。C の検体は洗浄する前に約一か月間低温

（4°C）貯蔵していたため、この間は酵素が 26 への変換を継続し、結果として、エキス
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含量が高くなったと考察できる。D の検体は低温貯蔵した後、湯通ししたため、C と同

様、低温保存中に 26 の含量が増加し、保存後に湯通しを行い酵素が失活しても 26 の含

量はそのまま維持されたと考察する。湯通ししていない A と湯通しした B を比較すると、

湯通しにより、物理化学的な作用（例、水中で加熱することにより、検体から 26やほか

の成分が水中に溶出する）によりエキス含量や 26の含量が減少した可能性を否定できな

い。しかし C と D を比較すると、湯通しの有無でエキス含量や 26 の含量の違いはほと

んど認められない。以上の考察から、本現象は、物理化学的な要因ではなく、酵素活性

の変動が関係しているものと推測される。 

上記の点を考慮して考察すると、低いエキス含量を示した白芍は収穫した後、直ぐに

皮を去り、湯通しし、乾燥加工されたものと推定される。高いエキス含量を示した白芍

の D4 はこれらとは異なり、収穫直後に皮去り、及び湯通しの加工が施されず、一定期

間の低温保存がなされた後に皮去り、及び湯通しの加工が行われたと推測される。以上

のことから、qHNMR 法を用いて芍薬のエキス含量と 26 の含量は相関することを見出し

た。 

中国薬典において、白芍のエキス含量（熱水抽出物）を 22.0%以上含むと規定されて

いる[2]。今回の結果により、約一か月間低温貯蔵すると、26 とエキスの含量が増加する

が、これらの含量はその後の湯通しによる影響を受けないことがわかった。本研究では

75% EtOH を使用したが、熱水抽出物でも同様の結果が得られると推測される。したが

って、白芍の品質評価における熱水抽出物の含量基準を設定する必要性を確認するため

に、熱水抽出物の含量と 26 の含量の相関関係を検討することが必要と考えられた。 
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Fig. 1-4 75% Ethanol extract yields and sucrose (26) contents quantified using qHNMR. a: extract yields and 

sucrose (26) contents in peony root samples (*: sample without peeling); and b: those in plant samples treated 

with 4 different post-harvest processing methods, described in Table 1-3. Vertical bars indicate standard deviation 

(n=3). 
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1.2.4 多変量解析及びデータマトリックスの作成方法の検討 

前節では、P. lactifloraを基原とする白芍 10検体、日本産芍薬 9 検体、中国産芍薬 5 検

体、赤芍 7検体の合計 31検体と、P. veitchiiを基原とする赤芍 5検体を対象として、75% 

EtOH エキスの成分プロファイリングと定量を行い、特徴的な成分に基づいた基原や加

工・調製法の違いによる成分組成の変化を考察した。本節では、NMR メタボローム解析

に基づくこれら芍薬の 75% EtOH エキス成分の網羅的差異について述べる。解析にあた

っては NMR のスペクトルの違いを可視化するため、多変量解析を行った。 

通常の手順は以下の通りに行った：①全検体の NMR スペクトルを測定し、そのデー

タを位相補正、ケミカルシフト補正、ベースライン補正などを行った後、②一定のケミ

カルシフト値の幅で細かく区切り、それぞれの領域における積分値を算出し（バケット

積分）、③積分値を規格化し、データマトリックスを作成した。一方、多変量解析の結果

は NMR スペクトルの前処理方法の違いに影響されることが予想されるため、方法の最

適化を検討する必要があると判断し、本研究では以下の観点から条件の比較検討を行っ

た： 

A. スペクトル測定 

1H NMR は化合物の構造解析を目的とした方法であり、短時間の測定で感度良くシグ

ナルを検出するように測定条件が最適化されているが、シグナルの定量性は一部損なわ

れる。これに対して、qHNMR では、測定時間は長くなるが、シグナルが定量的に検出

されるように測定条件が最適化されている。そこで、両測定法の違いが多変量解析結果

に及ぼす影響を検討することとした。NMR 測定法の違いについては Table 1-6 に示した。 

 

Table 1-6 The difference between 1H NMR and qHNMR parameters 

Parameters 1H NMR qHNMR 

Pulse angle 45° 90° 

Relaxation delay 5 sec 60 sec 

Digital resolution 0.5 Hz 0.25 Hz 

Spin ON OFF 

13C decoupling OFF ON 

 

B. 除外するスペクトル領域 

NMR 測定の際、重水素化溶媒を用いて測定を行うが、微量に混在している軽水素溶媒

（例：重メタノール CD3OD 中の軽水素化メタノール CH3OH）によるシグナルが観測さ

れる。また、試料中に混入している水の水素の一つが重水素化されたHODも大きなシグ

ナルとして観測される。これらは試料由来のシグナルではないため、解析にあたっては
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これらを除去して解析した。 

また、「1.2.3 芍薬の加工・調製法とsucrose含量の関係」の検討で、芍薬の75% EtOH

エキス中には 26 が多く含まれることがわかっている。芍薬の薬理活性成分は 6などの二

次代謝産物と考えられているが、一次代謝産物である 26の含量と比較すると、非常に少

ない。本研究では、二次代謝産物に着目して解析するため、26 のシグナルの除外を検討

した。バケット積分の条件及び除外するシグナル領域については Table 1-7に示した。 

 

Table 1-7 Remove region for data matrix of PCA and OPLS-DA 

Spectra DMSO DSS-d6 Sucrose (26) HOD Ethanol 

1H NMR 2.5504–2.4495 ‒0.0098 to 0.0900 
5.1900–5.1304 

3.1694–3.1296 1.0693–1.0097 
3.9107–3.0701 

qHNMR 2.5500–2.4498 ‒0.0100 to 0.0899 
5.1899–5.1302 

3.1698–3.1302 1.0701–1.0100 
3.9100–3.0699 

 

C. バケット積分値の規格化 

NMRスペクトルより得られたバケット積分値の取り扱い（規格化）には 

1) 全試料に濃度既知の内標準物質を添加し、内標準物質の積分値に応じて各バケット

積分値を換算する方法（内標準法） 

2) 各試料のスペクトルから得られた積分値の総和を一定（100 など）にする方法 

の 2 つの方法が一般的に知られている。 

1) の方法では、各試料中のシグナル強度に各成分の含量を反映することができると考

えられるが、2) の方法はデータ処理が簡便である一方で、成分由来シグナルの強度、す

なわち含量を反映させた解析に問題があると考えられる。そこで、汎用されている両者

の違いが多変量解析結果に及ぼす影響を検討することとした。 

データのバケット積分値は市販のソフトウェア（Alice2 for Metabolome）を用いて取

得し、エクセルにインポートした後、上記の規格化の計算をそれぞれ行うことで、デー

タマトリックスを作成した。得られた各データマトリクスに対して、統計解析ソフトウ

ェア（SIMCA-P 14.1）を用いて多変量解析を行った。 

多変量解析は、PCA（主成分分析：principal component analysis）、OPLS-DA（直行

部分的最小二乗回帰判別分析：orthogonal partial least squares-discriminant analysis）を

用いた。PCA はデータマトリックスの情報のみ（グループの情報なし）で分析を行うも

のであり、全データの分散が最大となるように各検体が配置される。これにより、デー

タの全体象及び特徴を捉えることができ、それぞれを特徴づけるシグナルを見つけ出す

ことができる。OPLS-DAはデータマトリックス情報に加えて各検体のグループ情報を合

わせて解析するもので、グループを最大限に区別するためのモデルを作成し、両者の違

いに寄与するシグナルを見つけ出すことができる。 
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P. lactiflora を基原とする白芍 10検体、日本産芍薬 9 検体、中国産芍薬 5検体、赤芍 7

検体の合計 31 検体について PCAを行った。 

P. lactifloraを基原とする赤芍 6検体と、P. veitchii を基原とする赤芍 5検体については

PCA 及び OPLS-DAを行った。 
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（1）P. lactiflora を基原とする芍薬の PCA 結果 

白芍（WPR）、芍薬（PR）、及び赤芍（RPR）に特徴的な成分を探索すること、及び

データマトリックスの作成方法を検討するために、P. lactiflora を基原とする芍薬（白芍、

芍薬、及び赤芍）の 31検体について、それぞれに異なる条件（Table 1-8）でデータマト

リックスを作成し、PCAを行った。その結果を Fig. 1-5 と S1-4に示す。 

 

Table 1-8 Data matrix creation conditions and model reliability of Figs. 1-5 and S1-4 
PCA 

Spectra Normalization Sucrose (26) signals* R2X Q2 
31 P. lactiflora samples 

Fig. 1-5a & b 1H NMR Peak area of internal standard ＋ 0.908 0.869 

Fig. 1-5c & d 1H NMR Peak area of internal standard − 0.949 0.910 

Fig. 1-5e & f qHNMR Peak area of internal standard ＋ 0.954 0.911 

Fig. 1-5g & h qHNMR Peak area of internal standard − 0.923 0.807 

Fig. S1-4a & b  1H NMR Total intensity ＋ 0.877 0.767 

Fig. S1-4c & d 1H NMR Total intensity − 0.945 0.800 

Fig. S1-4e & f qHNMR Total intensity ＋ 0.904 0.796 

Fig. S1-4g & h qHNMR Total intensity − 0.811 0.709 

*: ＋ and − indicate including and excluding sucrose (26) signals, respectively. 

R2X: model interpretation rate 

Q2: model predictive ability 

 

内標準法で積分値を規格化したデータマトリックスを用いて解析した PCA の結果を

Fig. 1-5 に示す。Fig. 1-5a と b は 1H NMR から得られたデータマトリックスを使用し、

Fig. 1-5e と f は qHNMR から得られたデータマトリックスを使用した。これらの 2 つの

データマトリックスは 26 のシグナルを除外することなく解析に用いた。Fig. 1-5c と d、

及び Fig. 1-5g と h に用いたデータマトリックスは 26 のシグナルを除外し、両結果はそ

れぞれ 1H NMRと qHNMRにより得られたデータマトリックスを用いて作成した。Score 

plot の Fig. 1-5a と e において、白芍、芍薬、赤芍は大きく 3 グループに区別された。さ

らに Fig. 1-5e において芍薬は産地によって日本産芍薬と中国産芍薬に分けられた。この

2 つの score plot も類似の分類結果を示した。Loading plot の Fig. 1-5b によると、赤芍へ

の寄与成分は 6 などに代表される monoterpene 及びベンゾイル基を有する化合物のシグ

ナルに由来すると考えられる。中国産芍薬と日本産芍薬への寄与成分は、26 に由来する

シグナルであることがわかる（δH 3 - 4 ppm 及び 5.1 ppm 付近のシグナル）。白芍への寄

与成分として H2O のシグナルが示されているが、これは相対的に 26 が少なくなったた

め、同じ領域で検出される H2O のシグナルが相対的に強く検出されたためと推測される。

Loading plotのFig. 1-5fにおいては、白芍への寄与成分は 25に由来するシグナル（H-9、

δH 5.41 ppm）であったが、このシグナルは Fig. 1-5b においては白芍の区別へ寄与しな

かった。前述のように、中国産白芍（D2、D4、D29を除く）は硫黄燻蒸の加工がされて

おり、特徴的な化合物である25が含まれることがわかっている。また、score plotのFig. 
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1-5a と e において、いくつかの検体は正しく区別されなかった。白芍 D4 はほかの白芍

と比べて、エキス含量と 26 の含量が高いものであったため、芍薬のグループに区別され、

中国産芍薬 D45 はほかの芍薬と比べ 26 の含量が低いものであったため、白芍のグルー

プに区別されたと考えられる。赤芍と同様に皮付きである中国産芍薬 D47 と遺伝子タイ

プが赤芍と同じであることがわかっている奈良県産芍薬 D9 は赤芍のグループに区別さ

れており、加工方法（修治）や遺伝子タイプによる成分組成の違いを PCA 解析はうまく

とらえたものと思われた。化合物 26のシグナルを除去したデータマトリックスを用いて

解析した PCA（Fig. 1-5c と d、Fig. 1-5g と h）はそれぞれのグループが同様に区別され

た。1H NMR データを用いた Fig. 1-5c と d において、6 などに代表される monoterpene

及びベンゾイル基を有する化合物と 18 は赤芍の区別に寄与したが、赤芍に含まれる 18

の含量とその化合物に対応するシグナル強度は、中国産芍薬と日本産芍薬においては大

きな違いが認められなかった。qHNMRデータを用いた Fig. 1-5g と hにおいて、25 は白

芍の区別に、18 と 22 は芍薬の区別に、6 などに代表される monoterpene 及びベンゾイ

ル基を有する化合物は赤芍の区別に寄与した。これらの結果は qHNMR を用いた定量の

結果と矛盾しなかったが、1H NMR データを用いた Fig. 1-5c と d の結果とは異なってい

た。これらの結果から、PCA の結果はスペクトル測定法（1H NMR や qHNMR）に影響

される可能性があることがわかった。1H NMR スペクトルと比較すると、qHNMRスペク

トルにおける積分値は、検体中に含まれる化合物の量をより正確に反映している。従っ

て、1H NMR スペクトルデータよりも、qHNMRスペクトルデータから得られたデータマ

トリックスを用いて PCAを行う方が芍薬の解析に適していると考えられた。 
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Fig. 1-5 PCA results using data matrix converted from 1H NMR and qHNMR spectra of 31 peony root samples 

derived from P. lactiflora (normalized to internal standard). The creation conditions of each data matrix were 

summarized in Table 1-8. Score plot: the numbers indicate code no. of samples shown in Table 1-2. Loading plot: 

the numerals indicate chemical shift (δH in ppm).

Score plot Loading plot 
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以下に、積分値の総和を 100 として規格化を行った PCA の結果を示す（Fig. S1-4）。

各グラフに用いたデータマトリックスの作成条件を Table 1-7と 1-8にまとめた。 

Score plot の Fig. S1-4a、c、e、g において、白芍、芍薬、赤芍はおおまかに 3 つのグ

ループに区別されたが、各グループの一部は重なり合っていた。また、中国産芍薬のグ

ループと日本産芍薬のグループは重なり合っており、これらは比較的密集して分布して

いた。一方で、白芍は、ほかと比較して各検体が分散して分布していた。化合物 26 のシ

グナルを除去しなかった解析結果の loading plot によると（Fig. S1-4bと f）、白芍への寄

与成分は H2O のシグナル、芍薬（中国産及び日本産）への寄与成分は 26 に由来するシ

グナル（δH 3 - 4 ppm 及び 5.1 ppm 付近のシグナル）、赤芍への寄与成分は 6 などの

monoterpene 類及びベンゾイル基に由来するシグナルであったことがわかった。これら

の結果は内標準法を用いた結果と一致した（Fig. 1-5a、b、e、f）。硫黄燻蒸の特徴的な

成分である 25 は白芍の区別に寄与したが、誤った各グループの区別の結果は Fig. S1-4e

と fに観察された。Fig. S1-4e の第 3 象限においては、白芍及び赤芍サンプルの一部（白

芍の D1、D29、赤芍の D12、D13）が重なり合っており、その寄与成分は 6 などに代表

される monoterpene 及びベンゾイル基を有する化合物であった。これらの結果は

qHNMR と HPLC を用いた定量結果と一致しなかった。化合物 26 のシグナルを除去した

解析結果の loading plot によると（Fig. S1-4d と h）、白芍への主な寄与成分は

monoterpene 類に由来するシグナルであった。芍薬や赤芍への寄与成分は monoterpene

類とベンゾイル基のシグナルに由来すると考えられた。これらの結果は qHNMR と

HPLC を用いた定量結果と一致しなかった。以上の結果から、積分値の総和を一定（100）

にする規格化方法は、芍薬の区別を目的とした PCA には適していないことが示唆された。 
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（2）P. lactiflora 及び P. veitchii を基原とする赤芍の PCA 結果及び考察 

基原植物が異なる赤芍の成分的差異を解析することを目的に、P. lactiflora を基原とす

る赤芍 6検体とP. veitchiiを基原とする赤芍 5検体を対象として、PCAを行った。まず、

データマトリックスの作成方法を検討する目的で、それぞれ異なる条件（Table 1-7 と

S1-7）で作成したデータマトリックスに対して PCA を行った。その結果を Fig. S1-5 と

Fig. S1-6 に示す。 

異なる条件のデータマトリックスを用いて作成した PCA の score plot における各グル

ープの区別の結果、基原植物の違いによって大まかに 2 つグループ（P. lactiflora を基原

とする赤芍と P. veitchii を基原とする赤芍）に区別された。両者の区別は、積分値の総和

を 100 として規格化を行った PCA の結果（Fig. S1-6）よりも明確であった。また、

loading plotにおいて、区別に寄与する成分の明確な違いは観測されなかった。化合物 26

は両者を区別する寄与成分ではなく、一部の検体の区別に寄与していた。P. lactiflora を

基原とする赤芍の区別には 6などの monoterpene類が、P. veitchiiを基原とする赤芍には

18 と 22 が寄与する傾向があることがわかった。以上の結果は qHNMR と HPLC を用い

た定量の結果と一致したが、PCA では十分に区別されなかった。 

今回の解析では、検体数が少なかったことから、グループ内での個体差の違いが大き

く反映され、異なる条件で作成されたデータマトリックスを用いて解析を行った際に、

グループの区別が変動したと考えられる。 

 

（3）P. lactiflora 及び P. veitchii を基原とする赤芍の OPLS-DA 結果及び考察 

「（2）P. lactiflora 及び P. veitchii を基原とする赤芍の PCA 結果及び考察」で示した結

果によると、赤芍は基原植物の違いによって大まかに 2 つのグループに区別された。次

に、両者をより明確に区別し、違いに寄与する成分を見出すことを目的として異なる条

件で作成したデータマトリックスに対して OPLS-DAを行った。 

「（2）P. lactiflora 及び P. veitchii を基原とする赤芍の PCA 結果及び考察」のデータマ

トリックスを用いて OPLS-DA を行った結果を Fig. 1-6 と S1-7 に示す。データマトリッ

クスの作成条件は Table 1-7 と S1-8 に示した。その結果、各 Score plot を見ると、各々

に違いはなく、データマトリックスの作成法の違いに関係なく P. lactiflora及び P. veitchii

を基原とする赤芍は明確に区別された。各 s-plot によると、6 などの monoterpene 類は

P. lactiflora を基原とする赤芍の区別に寄与し、18 と 22 は P. veitchiiを基原とする赤芍の

区別に寄与していた。 
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RPR samples derived from P. lactiflora  RPR samples derived from P. veitchii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-6 OPLS-DA results using data matrix converted from 1H NMR spectra of 11 RPR samples derived from P. 

lactiflora and P. veitchii (normalized to internal standard). The creation conditions of each data matrix were 

summarized in Table S1-8. Score plot: the numbers indicate code no. of samples shown in Table 1-2. S-plot: the 

numerals indicate chemical shift (δH in ppm). 
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（4） データマトリックスの作成法に関する考察 

NMR データを用いた PCA を行うにあたって、NMR 測定法の違い（1H NMR と

qHNMR）、前処理法（sucrose シグナル除外の有無、規格化方法）の違いを組み合わせ

てデータマトリックスを作成した。次いで、これらを用いて得た PCA を比較検討した。

その結果、データマトリックスの作成条件によって、各グループの区別とそれに寄与す

る成分に違いがみられた。 

化合物 26 のシグナルの有無： 

芍薬における薬理活性成分は、6 などの二次代謝産物と考えられる。しかし、定量の

結果、6 の含量は、芍薬中に含まれている一次代謝産物である 26 等の含量と比較すると、

微量であることがわかった（Fig. 1-3, Table 1-4）。1H NMR スペクトルを確認したところ、

芍薬には 26 が多く含まれるものがあった。そこで、26 のシグナルの有無によってグル

ープの区別に寄与する二次代謝産物に違いが出るかを検討した。P. lactiflora を基原とす

る芍薬の PCA の結果では、26 は、中国産及び日本産芍薬のグループに寄与する主要成

分として解析された。一方で、26 のシグナルを除外した PCA においては、より多くの

二次代謝産物が寄与成分として解析された（Fig. 1-5c、d、g、h）。P. lactiflora 及び P. 

veitchii を基原とする赤芍の PCA の結果では、26 は 2 つのグループの区別に寄与するも

のではなく、一部の検体の区別に寄与していた。化合物 26 のシグナル除外の有無は、赤

芍の OPLS-DA 結果に影響しないことが示唆された。以上のことから、二次代謝産物の

差異を明らかにするためには、26 のシグナルを除去する方が良いと考えられた。HPLC

法では 26などの一次代謝産物と 6などの二次代謝産物を同時に分析することができず、

それぞれの化合物に適した分析条件を用いて分析する必要がある。一方で、NMR 法では、

今回用いた DMSO-d6を NMR 溶媒として用いることで、一次代謝産物と二次代謝産物を

同時に測定することが可能である。NMR 法を用いることで、一次代謝産物と二次代謝産

物とを合わせて多変量解析することが可能である。さらに除外したい一次代謝産物の標

準品やケミカルシフトに関する情報があれば、そのシグナルを NMR 測定後に除外する

ことが可能であるため、目的に応じて使い分けることができる。これは、NMR スペクト

ルを用いた多変量解析の利点の一つであると考えられる。 

バケット積分値の規格化： 

今回の解析では、バケット積分値の規格化法として、内標準法（全試料に濃度既知の

内標準物質を添加し、内標準物質の積分値を基に各バケット積分値を換算する方法）と、

各試料のスペクトルから得られた積分値の総和を一定（100 など）にする方法の 2 つを

行った。積分値の総和を一定（100 など）にする方法を用いた解析では、各検体は加

工・調製法及び産地によってグループに区別することができたが、積分値の総和を一定

にする規格化法を用いた解析では、一部の検体のグループ分けは不明確であった（Fig. 
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S1-4）。内標準法は、元の積分値をスケーリングせずに、内標準物質の積分値に応じて

各バケット積分値を換算する。 

P. lactiflora を基原とする芍薬の PCA結果に基づくと（Fig. 1-5、S1-4）、白芍はほかと

比較してエキス含量が低く（111-232 mg/g、D4を除く）、そのNMRスペクトルの全領域

のシグナルの積分値が小さい。一方、芍薬と赤芍はエキス含量が高く（208-467 mg/g）、

NMR スペクトルの積分値が大きい。そのため、内標準法で規格化を行った PCA の結果

（Fig. 1-5）の score plot では、白芍のプロットの分布は比較的集約傾向にあるが、芍薬

と赤芍のプロットの分布は分散傾向にある。積分値の総和を一定にする方法では、検体

ごとの積分値の総和を同一に規格化する（Fig. S1-4）。これにより、エキス含量が少なく、

バケット積分値の総和が小さい場合は、規格化により各バケット積分値が大きく変換さ

れ、逆に、バケット積分値の総和が大きい場合は、各バケット積分値は小さく変換され

る。前述のように白芍のエキス含量は低いため、その NMR スペクトルの全領域のバケ

ット積分値は小さいが、芍薬と赤芍はエキス含量が高いため、全領域のバケット積分値

は大きい。従って、Fig. S1-4 の score plot においては、白芍の成分プロファイルの違い

は拡大され、一方で、芍薬と赤芍の違いは縮小されることから、白芍のプロットの分布

は比較的分散傾向となり、芍薬と赤芍のプロットの分布は比較的集約傾向になった。従

って、この規格化方法は、エキスに含有される化合物の割合を基に解析していることに

なる。 

P. lactiflora 及び P. veitchii を基原とする赤芍の PCA（Fig. S1-5、S1-6）と OPLS-DA

（Fig. 1-6、S1-7）の結果では、基原植物の違いによって大まかに 2 グループ（P. 

lactiflora を基原とする赤芍と P. veitchii を基原とする赤芍）に区別された。前述の P. 

lactiflora を基原とする検体（白芍、芍薬、赤芍）の解析と異なり、解析に用いた P. 

lactiflora 及び P. veitchii を基原とする赤芍の全検体のエキス含量は 322 – 590 mg/g であ

り、P. lactiflora を基原とする検体（白芍、芍薬、及び赤芍：111 – 467 mg/g）間のばら

つきと比較すると、小さかった。従って、赤芍の NMR スペクトルの全領域のシグナル

の積分値の各総和の検体ごとの差異は、P. lactiflora を基原とする白芍、芍薬、赤芍間の

ものと比較して相対的に小さくなった。そのため、規格化法の違いによるPCAとOPLS-

DAの結果にあまり違いが出なかったものと考えられた。 

以上の観点に対して、内標準法は各検体に含まれる化合物の含量を正しく反映できた

と考えられ、エキス含量の変動が多変量解析結果に与える影響を最小限にするためには、

内標準法を用いた方が良いと考えられる。 

NMR 測定法の違い： 

測定法の違いによる影響はP. lactifloraを基原とする芍薬のPCA結果において観察され

た（Fig. 1-5）。白芍の一部は硫黄燻蒸されたものであり、その特徴的な成分として 25 が
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ある。1H NMR スペクトルデータを用いた PCAの loading plot においては（Fig. 1-5b と

d）、25 のケミカルシフト値はグループの区別に寄与する成分として観測されなかった。

一方、このケミカルシフト値は qHNMR スペクトルデータを用いた PCA の loading plot

において観測された（Fig. 1-5fと h）。また、1H NMR スペクトルを用いた loading plot に

おいて（Fig. 1-5d）、赤芍の寄与成分として 18 が示された。qHNMR と HPLC の定量の

結果を確認したところ、赤芍に含まれる 18 の含量は、中国産芍薬や日本産芍薬のものと

比べて、大きな違いが認められなかったことから、誤った結果であると考えられた。

qHNMRスペクトルにおける積分値は、1H NMRスペクトルのものよりも検体中に含まれ

る化合物の量を正確に反映している。従って、1H NMR スペクトルよりも qHNMR スペ

クトルを用いて得られたデータマトリックスのほうが PCA に適していると考えられた。 

P. lactiflora 及び P. veitchii を基原とする赤芍の PCA（Fig. S1-5、S1-6）と OPLS-DA

（Fig. 1-6、S1-7）の結果において、異なる条件で作成したデータマトリックスを用いた

各グラフ間には、各グループの区別及びそれに寄与する成分の明確な違いを確認できな

かったことから、NMR 測定法の違いは、赤芍の PCA と OPLS-DA の結果に影響を受け

ないと考えられた。 

 

以上の考察により、芍薬の解析は、qHNMR のスペクトルを測定し、内標準法を用い

て規格化したデータマトリックスを使用して多変量解析を行う方法が最も適した方法で

あることが示唆された。Sucrose (26) のシグナルの有無は、目的に応じて使い分ける方

が良いと考えられた。 
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1.3 小括 

本章では、P. lactiflora を基原とする白芍、赤芍、中国産及び日本産の芍薬計 31 検体、

及び P. veitchii を基原とする赤芍 5 検体を対象として、1H NMR スペクトルデータを用い

て成分プロファイリングと多変量解析を行い、基原植物、産地、加工・調製法の違いと

成分の関係を解析した。また、従来法の結果と比較することで、NMR メタボローム法の

最適化を検討し、その方法を確立した。 

まず初めに、各芍薬エキスの 1H NMR スペクトルを測定し、標準化合物のスペクトル

との比較を行った。その結果、albiflorin (4)、paeoniflorin (6)、benzoylpaeoniflorin (9)、

galloylpaeoniflorin (11)、oxypaeoniflorin (13)、PGG (18)、catechin (19)、benzoic acid 

(21)、gallic acid (22)、sucrose (26)、D-glucose (27) のシグナルが観測され、これらの化

合物が芍薬エキスに含まれていることを確認した。また、化合物 6 を減少させる原因と

なる sulfonated paeoniflorin (25) は硫黄燻蒸した白芍（D2、D4、D29を除く白芍）及び

赤芍 D16の検体から検出された。本化合物の特徴的な 1H NMR スペクトルのシグナルは

芍薬エキスで検出されるほかの化合物のものと重ならなかったことから、1H NMR を用

いた成分プロファイリング法は、硫黄燻蒸した芍薬の効率的な識別方法となりうると考

えられた。 

芍薬には、ほかにも paeoniflorin (6) と類似する monoterpene 類が含まれているが、こ

れらは共通して pinane 骨格、ベンゾイル基の骨格構造を持っている。この骨格構造に由

来する 1H NMR のシグナルのケミカルシフトはほぼ同じ値を示すため、1H NMR データ

でこれら化合物を同定することは難しかった。この点は NMR 法による成分プロファイ

リングの欠点である。しかし、類似する骨格構造をもつ化合物を区別することはできな

いが、これらを一挙に検出できるため、monoterpene 類の総含量を簡便に見積もること

ができると考えられた。また、qHNMR法を用いて、化合物 4、6、18、及び pinane骨格

を持っている総 monoterpene 含量を定量し、各種類芍薬の特徴的な成分を明らかにした。

その際にも、従来法の HPLC の定量結果と比較し、qHNMR 方法の妥当性を検証した。 

一方、一次代謝産物の 26 は HPLC や LC-MS での検出が困難であったことから、以前

の研究では見過ごされていた。本章では、すでに加工・調製済の P. lactiflora を基原とす

る薬用品種である「梵天」を用いて、加工・調製法（洗浄前の低温保存の有無、洗浄後

の湯通しの有無）の違いによる 26 の含量の違いを検討した。上記の植物材料の 75% 

EtOHエキスについて、qHNMR法で 26 を定量したところ、エキスと 26 の含量には正の

相関（r = 0.997）があることがわかった。低温処理を行わず、根を収穫後、湯通し処理

を行うと 26 の含量が低くなることがわかり、白芍のエキスと 26 の含量が低い原因が推

測された。また 1ヶ月間の低温処理は 26の含量を増やすことがわかった。以上の結果か

ら、従来法である HPLC 法と同様に、1H NMR での成分プロファイリング法は、基原や
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加工・調製法の違いによる成分組成の違いを解析可能であることがわかり、本手法の有

用性を示すことができた。 

多変量解析を行うにあたって、測定法の違い（1H NMR と qHNMR）と前処理法（26

のシグナル除外の有無、規格化方法）の違いを比較検討することで、多変量解析に用い

るスペクトルデータの最適な取扱法を確立した。最適化した条件で得られたデータマト

リックスを用いて多変量解析することで、P. lactiflora を基原とする芍薬では、硫黄燻蒸

加工の施された白芍の区別にはその特徴的な化合物である 25が寄与すること、日本産及

び中国産芍薬には 18 と 22 が寄与し、赤芍には 6 などの monoterpene 類が寄与すること

がわかった。P. lactiflora 及び P. veitchii を基原とする 2 種の赤芍については、6 などの

monoterpene 類は P. lactiflora を基原とする赤芍の区別に寄与し、18 や 22 は P. veitchii

を基原とする赤芍に寄与することがわかった。また、本研究は初めて生薬の多変量解析

における NMRデータの前処理方法の影響を報告した。 
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第 2章 NMR メタボローム法の応用：骨砕補の成分プロファイリングと多変量解析 

 

骨砕補は、伝統的な中医学において、接骨、止痛、消炎、腰や膝の強壮薬として使用

されており、現在の中国では骨や関節の痛み改善に応用されている[28]。骨砕補は『中

華人民共和国薬典 2020』においてウラボシ科のハカマウラボシ Drynaria fortunei (Kunze 

ex Mett) J. Smith の根を乾燥したものであり、指標化合物である naringinを 0.5%以上含

むと規定されている[2]。なお、「植物和名-学名インデックス YList」によると[67]、ハカ

マウラボシ D. fortunei は、D. roosii nakaike のシノニムとされており、本論文ではハカマ

ウラボシの学名として、D. roosii を使用した[68]。D. roosii に由来する骨砕補に含まれる

主要成分である naringin、neoeriocitrin、及びほかの低極性成分には抗骨粗鬆症作用が報

告されている[69–71]。また、本植物の根には、フラボノイド、フェニルプロパノイド、

フェノール酸、プロアントシアニジンなどが含まれることが報告されている[72–74]。一

方、当研究所神経機能分野の東田らは、骨砕補の水エキスにはアミロイド β 誘発脳神経

細胞軸索萎縮における軸索再伸展作用、及びアルツハイマーモデルマウス（5XFAD mice）

における物体認知記憶改善作用があり、naringenin-7/4’-O-glucuronide が脳内に移行する

活性成分であることを報告しており[75, 76]、骨砕補はアルツハイマー病の治療薬の候補

として期待されているに至っている。このような背景から、高齢化社会の到来とともに、

今後、骨砕補の使用が拡大することが見込まれ、D. roosii を基原とする骨砕補は、日本

薬局方外生薬規格 2022（局外生規 2022）に収載された。 

しかし、現在の市場に流通している骨砕補は基原植物が多様で非常に複雑である。具

体的には、現在、骨砕補として D. roosii の根茎だけでなく，中国の陝西省や甘粛省では

同属の D. sinica Diels、中国の南部では D. quercifolia (L.) J. Sm.、D. bonii Christ、及びシ

ノブ科のタカサゴシノブ Araiostegia divaricata Blume var. formosana (Hayata) M. Kato 

(=Davallia formosana Hayata [67, 77]) などの根茎が骨砕補として流通している(Table 2-

1)[28, 78]。Araiostegia divaricata var. formosanaを基原とする骨砕補の主要化合物は(−)-

epicatechin-3-O-β-D-allopyranoside であること、及びその水エキスや 95% EtOH エキス

は抗骨粗鬆症作用をもつことが報告されている[79]。一方、Araiostegia divaricata var. 

formosana については、抗アルツハイマー病に関連する研究は報告されていない。その

ため、Araiostegia divaricata var. formosanaと D. roosiiに由来する骨砕補の同等性は不明

である。 

骨砕補は基原植物を収穫後に乾燥して用いられるものもあるが、熱い砂と一緒に炒め

る砂炒が修治加工として施されているものもある。骨砕補は一般的に毛状の鱗片に覆わ

れていることから、土などの汚れを落とすことが難しい形態をしている。また、根茎は

硬いため粉砕の際に手間がかかる。砂炒は、これらの形態上・性質上の問題点を改善す
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るために行われる。修治後は鱗片が除去され、脆い性状と変化するため、粉砕が容易に

なる。しかし、鱗片の形状は種により特徴があり、これらの形態の違いを基原植物の同

定に応用することも可能[80]とされているが、砂炒の修治が施されると、鱗片が失われ

基原の同定は困難となる。また、砂炒が成分に及ぼす影響についても十分に明らかにさ

れていない。 

以上の背景から、骨砕補を適正に使用するためには、成分による基原同定法の開発と

各種の骨砕補の成分全体を比較して解析することが必要である。これまで、D. roosii と

Araiostegia divaricata var. formosana の成分の差異[72, 73, 78, 79]や、D. roosii に含まれ

る naringinと neoeriocitrinの含量に対する修治の影響が報告されている[81]。しかし、骨

砕補のメタボローム分析に関する研究は、ほとんどが HPLC 法を用いたものであり、D. 

roosiiに含まれる主要な 4化合物に着目し解析されている[80, 82–85]。しかし、これらの

研究では、主要成分以外のものは同定されておらず、それら成分のプロファイリングは

報告されていない。 

本章では、骨砕補の品質標準化の指標を定めること、及び成分による骨砕補の基原同

定法を開発することを目的として、種類の異なる様々な骨砕補の基原、産地、加工・調

製法などの差異を明らかにした。これらの成分プロファイリング、定量、及び多変量解

析、前章において最適化した NMR メタボローム法と従来の HPLC 法に組み合わること

で行った。各種類の特徴的な成分を明らかにし、成分定量の標準物質とするため、D. 

roosii と Araiostegia divaricata var. formosanaからいくつかの化合物を単離・同定した。

なお、本研究は初めて NMR メタボローム法を用いて骨砕補の成分を解析した報告であ

る[23]。 

 

Table 2-1 Different types of Drynariae Rhizoma 

Crude drug 

Name 

Producing area  

in China 
Botanical origin Synonym  

骨砕補 

毛姜 

猴姜 

Guangxi, Hunan, 

Zhejiang, Jiangxi 
Drynaria roosii Nakaike 

D. fortunei (Kunze ex Mett.) 

J. Smith 

Gansu, Qinghai D. sinica Diels D. baronii Diels 

Guangxi D. bonii Christ D. meeboldii Rosenst 

 
Hainan D. quercifolia (L.) J. Sm Polypodium quercifolium L. 

大葉骨砕補 
Guangdong, 

Guangxi 

Araiostegia divaricata Blume var. 

formosana (Hayata) M. Kato 
Davallia formosana Hayata 

砕補 Yunnan 
Araiostegiella perdurans (Christ)  

M. Kato & Tsutsumi 
Da. perdurans Christ 
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2.1 材料と方法 

 

2.1.1 生薬と植物材料 

D. roosii、A. divaricata var. formosana、及び Araiostegiella perdurans などの基原に由

来する中国と日本市場品 39 検体（生薬材料、Table 2-2）、D. roosii に由来する中国産植

物材料 4 検体（Table 2-3）、合計 43 検体を用いた。一部の市場品は修治品として購入さ

れたものである。詳しい情報を Table 2-2に示す。各検体の基原植物は、当研究室におい

て、葉緑体の trnH-psbA IGS 領域を解析することで正確に同定された[86]。全ての標本は

富山大学和漢医薬学総和研究所民族薬物資料館（TMPW）に保存されている。 

 

2.1.2 標準化合物 

骨砕補に含まれる成分を同定するために、13 個の標準化合物を準備した。そのうち、

naringin (28) [76]は LKT Laboratories社、protocatechuic acid (32) [76]と D-glucose (27) 

[49]は和光純薬株式会社、sucrose (26) [52]はナカライテスク株式会社 、5-

hydroxymethyl-2-furaldehyde (5-HMF, 38) [87]はシグマアルドリッチから購入した。

Neoeriocitrin (29) [76]、5,7-dihydroxychromone-7-O-neohesperidoside (30) [76]、caffeic 

acid 4-O-β-D-glucoside (31) [76]、trans-p-coumaric acid 4-O-β-D-glucoside (33) [88, 89]、

ferulic acid 4-O-β-D-glucopyranoside (34) [90]、kaempferol 3-O-α-L-rhamnoside 7-O-β-D-

glucoside (35) [91]、cinnamtannin D-1 (36) [92, 93]、及び(−)-epicatechin 3-O-β-D-

allopyranoside (37) [79]は当研究室で単離した。各化合物の構造式を Fig. 2-1 に示す。 
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Table 2-2 Crude drug samples used in this study 
Code no. Name Producing area Obtained from (market) Botanical original TMPW No.# Collection date 

CnM01 Gusuibu Dazhou, Sichuan Chengdu, Sichuan Drynaria roosii 28621 2015-09-22 

CnM02 Gusuibu Guizhou Chengdu, Sichuan D. roosii 28622 2015-09-22 

CnM03 Gusuibu Xichang, Sichuan Chengdu, Sichuan Mixture of Araiostegiella perdurans 

and Selliguea sp. 

28629 2015-09-22 

CnM04* Gusuibu Yunnan Hunan D. roosii 28630 2015-09-25 

CnM05 Maojiang Chenzhou, Hunan Hunan D. roosii 28633 2015-09-25 

CnM06* Maojiang Zhangjiajie, Hunan Hunan D. roosii 28634 2015-09-25 

CnM07 Gusuibu Jiangxi Xiaogan, Hubei D. roosii 28662 2015-10-16 

CnM09* Maojiang Guangxi Changsha, Hunan D. roosii 28788 2016-07-19 

CnM10* Shachaogusuibu Hubei Chenzhou, Hunan D. roosii 28790 2016-07-19 

CnM11* Gusuibu Guangdong Chenzhou, Hunan D. roosii 28792 2016-07-19 

CnM12* Gusuibu Hunan Jianghua, Hunan D. roosii 28795 2016-07-23 

CnM13* Gusuibu Guangxi Xing'an, Guangxi D. roosii 28806 2016-07-23 

CnM14 Gusuibu – Xing'an, Guangxi D. roosii 28807 2016-07-23 

CnM15* Gusuibu Guangxi Guilin, Guangxi D. roosii 28808 2016-07-25 

CnM16 Gusuibu Guangxi Guilin, Guangxi D. roosii 28809 2016-07-25 

CnM17 Gusuibu Guangxi Hezhou, Guangxi D. roosii 28811 2016-07-26 

CnM18* Gusuibu (Chao) Jiangxi Zhangshu, Jiangxi D. roosii 28980 2016-11-01 

CnM19 Gusuibu Guangxi Zhangshu, Jiangxi D. roosii 28982 2016-11-01 

CnM21 Gusuibu – Yilong, Sichuan D. roosii 28987 2016-09-12 

CnM22* Gusuibu – Mianning, Sichuan D. roosii 28988 2016-08-19 

CnM23 Gusuibu Mianning, Sichuan Lugu, Mianning, Sichuan Araiostegiella perdurans 28989 2016-08-20 

CnM24 Xianmaojiang Jianghua, Hunan Jianghua, Hunan D. roosii 28990 2016-07-21 

TwM01 Gusuibu Taiwan Nantou, Taiwan Araiostegia divaricata var. formosana 28744 2015-04-25 

TwM02 Gusuibu – Taipei, Taiwan A. divaricata var. formosana 28750 2015-04-25 

TwM03 Gusuibu Taiwan Taipei, Taiwan A. divaricata var. formosana 28751 2015-04-25 

JpM01 Gusuibu Baise, Guangxi Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka Mixture of D. roosii and  

A. divaricata var. formosana 

28664 2014-10-14 

JpM02 Gusuibu Guangxi Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka D. roosii 28666 2015-11-17 

JpM03 Gusuibu Guangdong Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka D. roosii 28667 2015-11-17 

JpM04 Gusuibu Guizhou Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka D. roosii 28668 2015-11-27 

JpM05 Gusuibu Anhui Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka D. roosii 28669 2015-12-02 

JpM06 Gusuibu Zhejiang Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka D. roosii 28815 2015-07-01 

JpM08 Gusuibu Zhejiang Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka D. roosii 29049 2017-09-21 

JpM09 Gusuibu Zhejiang Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka D. roosii 29050 2017-09-21 

JpM10 Gusuibu Hunan Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka D. roosii 29051 2017-09-21 

JpM11 Gusuibu Guangxi Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka A. divaricata var. formosana 29052 2017-09-21 

JpM16 Gusuibu Guangxi Tochimoto Tenkaido Co., Ltd., Osaka A. divaricata var. formosana 29057 2017-09-21 

JpM17 Kotsusaiho – Uchida Wakanyaku Co., Ltd., Tokyo Drynaria sp. 29058 2017-10-11 

JpM18 Kotsusaiho – Uchida Wakanyaku Co., Ltd., Tokyo Drynaria sp. 29059 2017-10-11 

JpM19 Kotsusaiho – Uchida Wakanyaku Co., Ltd., Tokyo Drynaria sp. 29060 2017-10-11 

*, Stir-fried samples; –, samples produced in Chinese mainland, and details unknown. 

#, TMPW No. indicates deposition numbers of voucher specimens at the Museum of Materia Medica, Institute of Natural Medicine, University of Toyama. 
 

 

Table 2-3 D. roosii specimens used in this study 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Code no. Producing area Collection date 

CnP01 Jianghua, Hunan 2016-07-22 

CnP02 Xing'an, Guangxi 2016-07-23 

CnP03 Guangxi 2016-07-24 

CnP04 Guangxi 2016-07-25 
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28 R = H 

29 R = OH 

31 R1 = OH R2 = O-glucose 

33 R1 = H R2 = O-glucose 

34 R1 = OCH3 R2 = O-glucose 

30 

32 

35 

37 

26 27 

38 

36 

Fig. 2-1 Chemical structures of reference compounds 
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2.1.3 標準化合物の単離・精製 

 

（1）化合物 29、30、31、33、35 の単離 

化合物 29、30、31、33、35 は D. roosii に由来する日本市場品 JpM06（TMPW 

No.28815）より単離した。まず、刻み生薬（400 g）を粉砕した。得られた粉末に、

MeOH 2.5 L を加え、約 1時間加熱還流にて 4回抽出した。その後、上清を合わせて溶媒

留去し、MeOH エキス（40 g）を得た。これを DIAION HP-21 カラム（400 g, 50 × 360 

mm）に付し、MeOH/H2O（1:4 to 1:0, v/v）で溶出し、5つの画分（Frs. 1A–1E）を得た。

Fr. 1A の一部（10 g、20% MeOH フラクション）を ODS MPLC カラムクロマトグラフ

ィー（カラム：SNAP Ultra C18、120 g）に付し、MeOH/H2O（10:90 to 100:0, v/v）で

溶出し、3 つの画分（Frs. 2A–2C）を得た。Fr. 2B の一部（285.6 mg）を分取 HPLC に

より分画し、それぞれメソッド AとBを使用して化合物 31（169 mg）と 33（17.3 mg）

を得た。メソッド A と B は「実験の部」に記載した。Fr. 1B の一部（160.3 mg、20% 

MeOH フラクション）を ODS MPLC カラムクロマトグラフィー（カラム：SNAP Ultra 

C18、120 g）に付し、MeOH/H2O（5:95 to 100:0, v/v）で溶出し、4つの画分（Frs. 3A–

3D）を得た。Fr. 1C の一部（2451.4 mg、50% MeOH フラクション）を ODS MPLC カ

ラムクロマトグラフィー（カラム：SNAP Ultra C18、120 g、MeOH/H2O, 10:90 to 100:0, 

v/v）により分画し、8つの画分（Frs. 4A–4H）を得た。Frs. 3C、4B、及び 4Cを混合し、

その混合物を分取 HPLC により分画し（メソッド A）、30（15.3 mg）を得た。Frs. 4G

（466.4 mg）と 4E（139.7 mg）をそれぞれ分取 HPLCにより分画し（メソッド A）、化

合物 29（87.2 mg）と 35（12.6 mg）を得た。単離のプロセスを Scheme S2-1 に示す。 

 

（2）化合物 34 と 36 の単離 

化合物 34 と 36 は D. roosiiに由来する日本市場品 TMPW No.31171 から単離した。そ

の産地は中国湖南省であり、栃本天海堂より 2021 年 12 月 16 日に購入した。まず、刻

み生薬（435.3 g）を粉砕し、MeOH 2.5 Lを入れ、約 1時間加熱還流にて 4回抽出した。

その上清をろ過後、溶媒を留去し、約 60 g のエキスを得た。これを、DIAION HP20 カ

ラム（400 g, 50×360 mm）を用い、MeOH/H2O (20:80 to 100:0, v/v)で溶出し、4 つの画

分（Frs. A–D）を得た。さらに目標化合物を含有する画分（Fr. B、5 g、50% MeOH フラ

クション）を ODS カラム（SNAP Ultra C18、120 g）に付し、MPLC を用いて分画し

（MeOH/H2O, 30:70 to 100:0, v/v）、3つの画分（Frs. B1–B3）を得た。Fr. B1の一部（約

300 mg、20% MeOH フラクション）を分取 HPLC により分画し（メソッド C、「実験の

部」に記載）、34（6.3 mg）を得た。化合物 36 を含有するフラクションは Fr. B1 から画

分され、その一部（8.0 mg）を Sephadex LH-20 カラムクロマトグラフィー（MeOH）

にてさらに精製し、36（3.4 mg）を得た。単離のプロセスを Scheme S2-2 に示す。  
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（3）化合物 37 の単離 

化合物 37 は、A. divaricata var. formosana を基原とする市場品 TwM01（TMPW 

No.28744）より単離した。乾燥した刻み生薬（400 g）を粉砕し、前述と同様に加熱還

流により抽出し、MeOH エキス（110 g）を得た。その後、DIAION HP21 カラム（1100 

g, 90×370 mm）を用い、MeOH/H2O (1:4 to 1:0, v/v)で溶出し、4 つの画分（Frs. F–I）

を得た。Fr. H（4111.3 mg、20% MeOHフラクション）を ODSカラム（SNAP Ultra C18、

120 g）に付し、MPLC を用いて分画し（MeOH/H2O, 10:90 to 100:0, v/v）、3 つの画分

（Frs. H1–H3）を得た。化合物 37 を含有する Fr. H2 を前述と同様の MPLC 条件を用い

て精製し、37（55.4 mg）を得た。単離のプロセスを Scheme S2-3 に示す。 

 

 

2.1.4 NMR 測定に用いた骨砕補のエキスの調製 

粉末生薬 100.0 mg を秤量し、5 mL の 50% MeOH を入れ、70°C で 40min加熱抽出し

た。遠心分離（4000 rpm 20 min）を行い、得られた上清を合わせて溶媒留去し、乾燥し

た。一つの試料につきエキスは 3 回作成した。 

 

2.1.5 NMR 測定に用いた試料溶液の調製 

DSS-d6 を内標準物質として使用した。完全に乾燥したエキスに 0.9 mL の内標準溶液

（DSS-d6 / CD3OD：0.04 mg/mL）を加え、超音波処理し、遠心分離を行い、上清 0.6 

mL を取って試料溶液とした。NMR測定条件は「実験の部」に示した。 

 

2.1.6 qHNMR による主要成分の定量 

骨砕補に含まれる 4 成分、naringin (28)、neoeriocitrin (29)、sucrose (26)、及び D-

glucose (27) は qHNMR 法を用いて定量した。化合物 28 は δH 7.31 ppm (H-2’, 6’)、化合

物 29 は δH 6.91 ppm (H-9)、化合物 26 は δH 5.38 ppm (H-1)、及び化合物 27 は δH 5.09 

ppm (H-1 of α-glucose) と 4.46 ppm (H-1 of β-glucose) のシグナルを選択して定量した。

これらのシグナルに由来する積分値とプロトン数、内標準物質であるDSS-d6の 3つのメ

チル基のプロトン（δH –0.04 ppm, 9H）に由来するシグナル積分値、分子量、濃度等を

式 (1) に代入し、各化合物の含量を計算した： 
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2.1.7 HPLC 測定に用いた標準化合物とサンプルの試料溶液の調製 

qHNMR 法を用いて標準化合物 28、29、31、32、及び 37 の純度を計算した。各化合

物 1–6 mg を精密に秤量し、内標準液 0.8 mL（DSS-d6 / CD3OD 0.04 mg/mL）を加え、

超音波処理し、溶解させた後、上清 0.60 mL を取って qHNMR を測定した。下記の式 (2) 

に代入し、各化合物の純度を計算した： 

 

 

 

 

 

HPLC 定量の検量線を作成するため、上記の既知純度の標準化合物 10 mg を精密に秤

量し、10 mL の 50% MeOH を加え、溶解させた。その後、各種濃度の希釈溶液を作成

し、その濃度とピーク曲線下面積を用いて検量線を作成した。各化合物の検量線を以下

に示す。 

28：y = 3190625.64x + 21542.61 (R2 = 0.9996)、 

29：y = 3008546.14x + 12248.85 (R2 = 0.9999)、 

30：y = 15460619.12x + 51895.48 (R2 = 0.9997)、 

31：y = 8931990.61x − 3937.15 (R2 = 1.0000)、 

32：y = 29530737.25x − 213916.84 (R2 = 0.9998)、 

33：y = 6179282.19x + 6344.08 (R2 = 0.9999)、 

35：y = 13058952.10x + 5191.47 (R2 = 1.0000)、 

37：y = 946288.14x + 3529.25 (R2 = 0.9999)。 

NMR に用いた各エキスの試料溶液を回収し、凍結乾燥した。そのエキスに 50% 

MeOH を加え 5 mL にメスアップした。その後、0.2 μm のフィルターを用いてろ過し、

HPLC測定に用いる試料溶液とした。 

 

2.1.8 HPLC 条件 

分析は島津HPLCシステムを用いて行った：Shimazu HPLCシステム（CBM-20A system 

controller, LC-20AD binary pump, DGA-20A degasser, SIL-20AC auto-sampler, CTO-20AC 

column oven, SPD-M20A PDA detector）。カラムは YMC Pack Pro C18 column (5 μm, 4.6 

mm × 250 mm) を用いた。移動相は、H2O + 0.1% formic acid (A, v/v)、Acetonitrile (B, 

0.1% formic acid, v/v) の混合溶媒とし、グラジエントは以下を用いた：0 min, 12% B; 4 

min, 16% B; 15 min, 23% B; 22 min, 36% B; 30 min, 60% B。カラム温度は 40°C、流速は

1.0 mL/min、注入量は 1検体あたり 10 μL、検出波長の範囲は 200–600 nm とした。 
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2.1.9 多変量解析 

各 NMR データのバケット積分値は市販のソフトウェア（ALICE2 for Metabolom）を

用いて取得した。積分範囲は 18.00から–2 ppmまで、バケット積分の積分幅は 0.02 ppm

を設定した。DSS-d6 (0.00 ppm)、CD3OD (3.30 と 3.34 ppm)、及び H2O (4.84 ppm) に由

来するシグナルを除外した。また、二次代謝産物に着目して解析するために、化合物 26

のシグナル（5.38 ppm、3.90–3.00 ppm）と27のシグナル（5.09 ppm, H-1αと4.46 ppm, 

H-1β, 3.90–3.00 ppm）の除外を検討した。得られたバケット積分のデータは、Excel に

インポートし、前章において検討した最適な方法である内標準法（内標準物質DSS-d6の

積分値を用いて規格化する方法）[22]を使用して規格化された。その後、作成したデー

タマトリックスを統計解析ソフトウェア（SIMCA-P 14.1）にインポートし、多変量解析

を行った。 

HPLCデータについては、定量した化合物 28–33、35、及び 37のピーク面積を用いて

データマトリックスを作成した。各化合物のピーク面積は、Z-score法を用いて規格化さ

れた[94, 95]。その後、NMR データと同様に SIMCA-P を用いて多変量解析を行った。 
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2.2 結果と考察 

 

2.2.1 骨砕補の主要成分の単離・精製 

 

（1）化合物 29 の構造解析 

化合物 29 は淡黄色の粉末として得られた。HRESIMS スペクトルにおいて m/z 

595.1701 [M-H]-（calcd for C27H31O15 595.1668、Δ + 3.3 mmu）に分子イオンピークが

観察され、1H NMR及び 13C NMRスペクトルから分子式C27H32O15と推定した。次いで、

29 の 1H NMR スペクトルの文献値[76]との比較（Table 2-4）により、本化合物を

neoeriocitrinと同定した。 

 

 

 

 

 

 

Table 2-4 NMR spectroscopic data of 29 

Position 
neoeriocitrin 

δH in CD3OD 500 MHz δH in CD3OD 400 MHz[76] 

1 - - 

2 5.32 m 5.31 dd (12.4, 3.2) 

3 3.11 dd (17.2, 13.0) 3.11 dd (17.4, 12.4) 
 2.75 dt (17.2, 3.1) 2.75 dd (17.4. 3.2) 

4 - - 

5 - - 

6 6.14 d (2.3) 6.14 d (2.3) 

7 - - 

8 6.17 d (2.3) 6.17 d (2.3) 

9 - - 

10 - - 

1′ - - 

2′ 6.91 s 6.91 s 

3′ - - 

4′ - - 

5′ 6.78 d (2.3) 6.77 m 

6′ 6.78 d (2.3) 6.75 m 

Glucose   

1″ 5.10 d (7.6) 5.09 d (7.8) 

2″ 3.65 m 3.62 dd (7.8. 3.8) 

3″ 3.57 m 3.58 dd (10.0, 3.8) 

4″ 3.38 m 3.38 dd (10.0, 9.0) 

5″ 3.44 m 3.42 dd (9.0, 6.2) 

6″ 3.87 m 3.85 m 
 3.65 m 3.68 m 

Rhamnose   

1‴ 5.24 dd (4.6, 1.5) 5.23 d (1.8) 

2‴ 3.92 m 3.92 dd (3.6, 1.8) 

3‴ 3.57 m 3.58 dd (10.0, 3.6) 

4‴ 3.38 m 3.38 dd (10.0, 10.0) 

5‴ 3.87 m 3.88 dq (10.0, 5.9) 

6‴ 1.28 d (6.1) 1.28 d (6.4) 

  

neoeriocitrin (29) 
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（2）化合物 30 の構造決定 

化合物 30 は淡黄色の粉末として得られた。HRESIMS スペクトルにおいて m/z 

485.1297 [M-H]-（calcd for C21H25O13 485.1301、Δ − 0.4 mmu）に分子イオンピークが観

察され、1H NMR スペクトルから分子式 C21H26O13 と推定した。次いで、30 の 1H NMR

ス ペ ク ト ル の 文 献 値[76]と の 比 較 （Table 2-5） に よ り 、 本 化 合 物 を 5,7-

dihydroxychromone 7-O-neohesperidosideと同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Table 2-5 NMR spectroscopic data of 30 

Position 
5, 7-dihydroxychromone-7-O-neohesperidoside 

δH in CD3OD 500 MHz δH in CD3OD 400 MHz[76] 

1 - - 

2 8.04 d (6.1) 8.04 d (6.0) 

3 6.25 d (6.1) 6.25 d (6.0) 
 - - 

4 - - 

5 - - 

6 6.47 d (2.3) 6.46 d (2.4) 

7 - - 

8 6.65 d (2.3) 6.65 d (2.4) 

9 - - 

10 - - 

Glucose 

1′ 5.17 d (7.6) 5.17 d (7.2) 

2′ 3.71-3.55 3.67 dd (9.6, 7.2) 

3′ 3.71-3.55 3.59 t (9.6) 

4′ 3.38 m 3.40 dd (9.6, 1.2) 

5′ 3.50 ddd (9.9, 5.4, 2.3) 3.50 dddd (10.0, 5.6, 2.0) 

6′ 3.87 d (2.3) 3.88 m 
 3.71-3.55 3.63 m 

Rhamnose 

1″ 5.26 d (2.3) 5.26 d (2.0) 

2″ 3.93 m 3.93 dd (3.2, 2.0) 

3″ 3.71-3.55 3.58 m 

4″ 3.38 m 3.36 dd (10.0, 8.0) 

5″ 3.89 dd (6.1, 3.8) 3.89 m 

6″ 1.29 d (6.1) 1.30 d (5.6) 

 

 

 

  

5, 7-dihydroxychromone-7-O-neohesperidoside (30) 
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（3）化合物 31 の構造決定 

化合物 31 は白色の針状物質として得られた。HRESIMS スペクトルにおいて m/z 

341.0868 [M-H]-（calcd for C15H17O9 341.0878、Δ − 1.0 mmu）に分子イオンピークが観

察され、1H NMRスペクトルから分子式 C15H18O9と推定した。次いで、31の 1H NMR ス

ペクトルの文献値[76]との比較（Table 2-6）により、本化合物を caffeic acid-4-O-β-D-

glucoside と同定した。また、酸加水分解実験（「実験の部」に記載されている）により

31 の糖部を D-glucose と決定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Table 2-6 NMR spectroscopic data of 31 

Position 
caffeic acid-4-O-β-D-glucoside 

δH in CD3OD 500 MHz δH in CD3OD 400 MHz[76] 

1 - - 

2 7.09 d (2.3) 7.07 d (1.8) 

3 - - 

4 - - 

5 7.19 d (8.4) 7.18 d (8.0) 

6 7.03 dd (8.4, 2.3) 7.01 dd (8.0, 1.8) 

1′ 7.54 d (16.0) 7.46 d (16.0) 

2′ 6.31 d (16.0) 6.32 d (16.0) 

3′ - - 

Glucose 

1″ overlap 4.83 d (7.2) 

2″ 3.54-3.37 3.50 t (7.2) 

3″ 3.54-3.37 3.47 t (7.2) 

4″ 3.54-3.37 3.40 t (8.0) 

5″ 3.54-3.37 3.45 m 

6″ 3.90 dd (12.2, 2.3) 3.90 dd (12.0, 2.2) 
 3.71 dd (12.2, 5.4) 3.71 dd (12.0, 2.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

caffeic acid-4-O-β-D-glucoside (4) 
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（4）化合物 33 の構造決定 

化合物 33 は白色の針状物質として得られた。HRESIMS スペクトルにおいて m/z 

325.0934 [M-H]-（calcd for C15H17O8 325.0929、Δ + 0.5 mmu）に分子イオンピークが観

察され、1H NMR 及び 13C NMR スペクトルから分子式 C15H18O8 と推定した。次いで、

33 の 1H NMR 及び 13C NMR スペクトルの文献値[88, 89]との比較（Table 2-7）により、

本化合物を p-coumaric acid 4-O-β-D-glucoside と同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Table 2-7 NMR spectroscopic data of 33 

Position 

p-courmaric acid 4-O-glucoside 

compound reference data 

δH in CD3OD 500 MHz δC in DMSO-d6 125 MHz δH in CD3OD 400 MHz[88] δC in DMSO-d6 125 MHz[89] 

1 - 128.0 - 128.4 

2 7.54 d (8.4) 129.7 7.55 d (8.5) 131.7 

3 7.11 d (9.2) 116.5 7.12 d (8.5) 118.7 

4 - 158.9 - 157.9 

5 7.11 d (9.2) 116.5 7.12 d (8.5) 118.7 

6 7.54 d (8.4) 129.7 7.55 d (8.5) 131.7 

1′ 6.36 d (16.0) 117.3 6.36 d (16.0) 116.6 

2′ 7.59 d (16.0) 143.4 7.62 d (16.0) 142.7 

3′ - 167.9 - 167.5 

Glucose 

1″ 4.96 d (7.6) 100.0 4.96 d (7.5) 100.0  

2″ 3.50-3.35 73.2 3.70 dd (7.5, 7.0) 73.2 

3″ 3.50-3.35 77.1  77.0 

4″ 3.50-3.35 69.7 3.40 dd (9.0, 7.0) 69.7 

5″ 3.50-3.35 76.6 3.46 ddd (9.0, 5.2, 2.1) 76.6 

6″ 3.89 dd (12.2, 2.3) 60.7 3.90 dd (12.1, 2.1) 60.6 

 3.69 dd (12.2, 6.1)    

 

 

 

 

 

 

  

p-coumaric acid 4-O-glucoside (33) 
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（5）化合物 34 の構造決定 

化合物 34 は白色の非晶質物質として得られた。HRESIMS スペクトルにおいて m/z 

355.1033 [M-H]-（calcd for C16H19O9 355.1029、Δ + 0.4 mmu）に分子イオンピークが観

察され、1H NMR 及び 13C NMR スペクトルから分子式 C16H20O9 と推定した。次いで、

34 の 1H 及び 13C NMR スペクトルの文献値[90]との比較（Table 2-8）により、本化合物

を ferulic acid 4-O-β-D-glucopyranosideと同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Table 2-8 NMR spectroscopic data of 34 

Position 

ferulic acid 4-O-β-D-glucoside 

compound reference data 

δH in CD3OD 500 MHz δC in CD3OD 125 MHz δH in CD3OD 250 MHz[90] δC in CD3OD 500 MHz[90] 

1 - 130.7 - 131.1 

2 7.24 d (1.5) 112.4 7.24 d (1.7) 112.2 

3 - 151.0 - 151.1 

4 - 150.0 - 149.7 

5 7.17 d (8.4) 117.4 7.17 d (8.4) 117.6 

6 7.14 dd (8.4, 1.5) 123.4 7.14 dd (8.4, 1.7) 123.2 

1′ 7.60 d (16.0) 146.0 7.56 d (15.9) 145.0 

2′ 6.38 d (16.0) 117.9 6.40 d (15.9) 119.5 

3′ - 170.7 - 171.6 

OCH3 3.89 s 56.8 3.90 s 56.7 

Glucose 

1″ 4.96 d (7.6) 102.2 4.96 d (7.5) 102.4 

2″ 3.50-3.35 74.8 3.50 t 74.8 

3″ 3.50-3.35 77.8 3.40-3.53 77.9 

4″ 3.50-3.35 71.3 3.40-3.53 71.2 

5″ 3.50-3.35 78.3 3.40-3.53 78.2 

6″ 3.88 dd (12.2, 2.3) 62.5 3.87 dd (12.1, 2.0) 62.4 
 3.69 dd (12.2, 5.4)  3.70 dd (12.1, 5.5)  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ferulic acid 4-O-β-D-glucopyranoside (34) 
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（6）化合物 35 の構造決定 

化合物 35は黄色の粉末として得られた。HRESIMS スペクトルにおいて m/z 593.1514 

[M-H]-（calcd for C27H29O15 593.1512、Δ + 0.2 mmu）に分子イオンピークが観察され、

1H NMR 及び 13C NMR スペクトルから分子式 C27H30O15と推定した。次いで、35 の 1H

及び 13C NMR スペクトルの文献値[91]との比較（Table 2-9）により、アグリコンの部を

kaempferol と同定した。HBMC の結果により、H-1″は C-3 と、H-1‴は C-7 と相関があり、

glucose 及び rhamnose の位置は、それぞれ 7 位、3 位であることを確認した。以上より、

本化合物を kaempferol 3-O-α-L-rhamnoside 7-O-β-D-glucoside と同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Position 

kaempferol 3-O-α-L--rhamnoside 7-O-β-D-glucoside 

compound  reference data 

δH in CD3OD 500 MHz δC in CD3OD 125 MHz HMBC (H→C)   δH in CD3OD 400 MHz[91] δC in CD3OD 100 MHz[91] 

1 - - -   - - 

2 - 160.0 -   - 159.7 

3 - 136.4 -   - 136.4 

4 - 179.8 -   - 179.7 

5 - 162.9 -   - 162.7 

6 6.49 d (2.1) 100.8 C-7, 8, 10   6.47 d (2.0) 100.8 

7 - 164.7 -   - 164.6 

8 6.76 d (2.1) 95.7 C-6, 7, 9, 10   6.72 d (2.0) 95.7 

9 - 158.1 -   - 158.0 

10 - 107.7 -   - 107.6 

1′ - 122.1 -   - 122.3 

2′ 7.80 d (9.2) 132.0 C-3′, 4′, 6′   7.78 d (8.0) 132.0 

3′ 6.93 d (9.2) 116.7 C-1′, 4′, 5′   6.94 d (8.0) 116.5 

4′ - 162.3 -   - 161.7 

5′ 6.93 d (9.2) 116.7 C-1′, 3′, 4′   6.94 d (8.0) 116.5 

6′ 7.80 d (9.2) 132.0 C-2′, 4′, 5′   7.78 d (8.0) 132.0 

Rhamnose 

1″ 5.39 d (1.5) 103.5 C-3   5.39 s 103.4 

2″ 4.21 m 71.3 -   4.23 br s 71.2 

3″ 3.56-3.31 72.1 -   3.94 m 72.1 

4″ 3.56-3.31 73.2 -   3.45 m 73.1 

5″ 3.56-3.31 71.9 -   3.50 m 71.8 

6″ 0.92 d (5.5) 17.7 -   0.92 d (6.2) 17.6 

Glucose 

1‴ 5.04 d (7.6) 100.9 C-7   5.06 d (7.2) 101.5 

2‴ 3.56-3.31 74.7 -   3.42 m 75.1 

3‴ 3.56-3.31 77.8 -   3.40 m 78.0 

4‴ 3.56-3.31 72.1 -   3.31 m 72.1 

5‴ 3.56-3.31 78.4 -   3.19 m 78.3 

6‴ 3.92 dd (11.5, 2.3) 62.5   3.51 m 62.4 
 3.70 m  -     

  

→ key HMBC correlations of 35 

kaempferol 3-O-α-L-rhamnoside 7-O-β-D-glucoside (35) 

Table 2-9 NMR spectroscopic data of 35 



56 

 

（7）化合物 36 の構造決定 

化合物 36は茶色の粉末として得られた。HRESIMS スペクトルにおいて m/z 863.1802 

[M-H]-（calcd for C45H35O18 863.1823、Δ − 2.1 mmu）に分子イオンピークが観察され、

1H NMR 及び 13C NMR スペクトルから分子式 C45H36O18と推定した。次いで、36 の 1H

及び 13C NMR スペクトルの文献値[92, 93]との比較（Table 2-10）により、本化合物を

cinnamtannin D-1 と同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

cinnamtannin D-1 (36) 
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Table 2-10 NMR spectroscopic data of 36 

Position 

cinnamtannin D-1 

compound reference data 

δH in CD3OD 500 MHz δC in CD3OD 500 MHz δH in CD3OD 400 MHz[92] δH in CD3OD 600 MHz[93] δC in CD3OD 600 MHz[93] 

Unit I       

C 2 - 100.0 - - 100.0 
 3 3.45 d (3.1) 67.2 3.47 d (3.5) 3.45 d (3.5) 67.2 
 4 3.99 d (3.1) 28.8 4.00 d (3.5) 4.00 d (3.5) 28.8 

A 5 - 156.6 - - 156.6 
 6 5.93 d (2.3) 98.3 5.94 d (2.3) 5.93 d (2.2) 98.3 
 7 - 157.8 - - 157.8 
 8 6.00 d (2.3) 96.5 6.01 d (2.3) 6.00 d (2.2) 96.5 
 9 - 154.2 - - 154.2 
 10 - 105.0 - - 105.0 

B 1′ - 132.4 - - 132.5 
 2′ 7.08 dd (6.8, 2.3) 115.8 7.09 d (2.1) 7.08 d (1.9) 115.8 
 3′ - 145.5 - - 145.5 
 4′ - 146.6 - - 146.7 
 5′ 6.84 dd (8.4, 3.1) 115.7 6.85 d (8.3) 6.85 d (8.2) 115.7 
 6′ 6.94 dd (8.4, 2.3) 120.0 6.94 dd (8.3, 2.1) 6.94 dd (8.2, 1.9) 120.0 

Unit II       

F 2 5.50 br s 78.6 5.51 brs 5.50 brs 78.7 
 3 4.05 s 72.4 4.06 brm 4.04 brm 72.5 
 4 4.52 s 38.3 4.53 brs 4.52 brs 38.3 

D 5 - 156.0 - - 155.9 
 6 5.83 s 96.0 5.84 s 5.83 s 96.0 
 7 - 151.0 - - 151.1 
 8 - 106.2 - - 106.2 
 9 - 151.7 - - 151.8 
 10 - 106.5 - - 106.5 

E 1′ - 131.5 - - 131.5 
 2′ 7.22 d (1.5) 116.5 7.23 d (2.0) 7.23 d (1.7) 116.5 
 3′ - 146.0 - - 146.0 
 4′ - 146.3 - - 146.3 
 5′ 6.84 dd (8.4, 3.1) 116.2 6.84 d (8.1) 7.08 d (8.3)* 116.2  
 6′ 7.07 dd (6.1, 1.5) 121.0 7.08 dd (8.1, 2.0) 7.08 dd (8.3, 1.7) 121.1  

Unit 
III 

      

I 2 3.94 d (9.2) 83.3 3.95 d (9.1) 3.94 d (9.2) 83.3 
 3 3.66 m 70.1 3.68 ddd (10.1, 9.1, 6.1) 3.66 ddd (10.1, 9.2, 6.0) 70.1 
 4 3.04 dd (16.0, 6.1) 30.7 3.05 dd (16.1, 6.1) 3.04 dd (16.2, 6.0) 30.7 
  2.41 dd (16.0, 10.7)  2.43 dd (16.1, 10.1) 2.41 dd (16.2, 10.1)  

G 5 - 155.4 - - 155.4 
 6 6.09 s 96.5 6.10 s 6.09 s 96.5 
 7 - 155.8 - - 155.6 
 8 - 108.8 - - 108.8 
 9 - 155.6 - - 155.5 
 10 - 101.7 - - 100.1 

H 1′ - 132.7 - - 132.7 
 2′ 6.74 d (2.3) 115.8 6.75 d (1.9) 6.74 d (1.6) 115.8 
 3′ - 146.0 - - 146.0 
 4′ - 145.8 - - 145.9 
 5′ 6.75 d (8.4) 116.2 6.76 d (8.1) 6.75 d (8.1) 116.2 
 6′ 6.65 dd (8.4, 1.5) 120.0 6.66 dd (8.1, 1.9) 6.66 dd (8.2, 1.6) 120.0 

*, The chemical shift value was considered incorrect. 
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（8）化合物 37 の構造決定 

化合物 37 は無色の針状物質として得られた。HRESIMS スペクトルにおいて m/z 

451.1252 [M-H]-（calcd for C21H23O11 451.1246、Δ + 0.6 mmu）に分子イオンピークが観

察され、1H NMR スペクトルから分子式 C21H24O11 と推定した。次いで、37 の 1H NMR

スペクトルの文献値[79]との比較（Table 2-11）により、本化合物を(−)-epicatechin 3-O-

β-D-allopyranoside と同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Table 2-11 NMR spectroscopic data of 37 

Position 
(−)-epicatechin-3-O-β-D-allopyranoside 

δH in DMSO-d6 500MHz δH in DMSO-d6 400MHz[79] 

1 - - 

2 5.13 d (3.1) 5.13 d (2.4) 

3 4.21 m 4.21 m 

4 2.68 dd (16.0, 5.4) 2.68 dd (16.4, 4.4) 
 2.32 dd (16.0, 7.6) 2.32 dd (16.4, 7.2) 

5 - - 

6 5.87 d (2.3) 5.87 d (2.0) 

7 - - 

8 5.73 d (2.3) 5.73 d (2.4) 

9 - - 

10 - - 

1′ - - 

2′ 6.86 d (2.3) 6.86 d (2.0) 

3′ - - 

4′ - - 

5′ 6.59 d (8.4) 6.59 d (8.4) 

6′ 6.67 dd (8.4, 1.5) 6.67 m 

allose 

1″ 4.57 d (8.4) 4.57 d (7.6) 

2″ 3.83-3.06 3.79-3.09 m 

3″ 3.83-3.06 3.79-3.09 m 

4″ 3.83-3.06 3.79-3.09 m 

5″ 3.83-3.06 3.79-3.09 m 

6″ 3.83-3.06 3.79-3.09 m 

 

 

 

 

(−)-epicatechin-3-O-β-D-allopyranoside (37) 
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2.2.2 骨砕補の成分プロファイリング 

標準化合物と各検体の 50% MeOHエキスの 1H NMRスペクトルを比較して成分同定を

行った。各検体の 50% MeOH エキスの NMR スペクトルを Fig. S4-1−S4-43 に示す。ま

た、各エキスにおいて検出された化合物及びケミカルシフト値を Table S2-1、各種類の

骨砕補の 1H NMR スペクトルを Fig. 2-2 にそれぞれ示す。 

NMR スペクトルにおいて、フラボノイド類のシグナルは低磁場側（8.5–5.0 ppm）に

観察され、一次代謝産物のシグナルは中磁場側（5.0–3.0 ppm）に観察された。D. roosii

を基原とする骨砕補のスペクトルにおいては、化合物 28、29、30、31、32、33、35、

26、及び 27 が検出された。化合物 31 は CnM04、CnM10、CnM11、JpM19 のみに、化

合物 32 は CnM09、CnM15、JpM01、JpM02 のみに、化合物 33 は CnM04、CnM06 の

みに検出された。以上の結果を Table S2-1 に示す。骨砕補の修治品については、未修治

品と成分が類似するものと成分パターンが異なるものがあった。そのうち、Type I

（CnM04、CnM06、CnM10、CnM11、CnM12、CnM22）の検体においては、化合物 28、

29、30、31、32、33、35、26、27 のシグナルが検出され、未修治品と同様のスペクト

ルを示した。化合物 28–31 は未修治品と成分パターンが異なる Type II（CnM09、

CnM13、CnM15、CnM18）の検体においては検出されなかった（Table S2-1、Fig. 2-2 

a–c）。化合物 38 は加熱処理などにより、メイラード反応で生成する糖の分解産物であ

り[96]、CnM06 と CnM12 を除いた修治品から検出された。化合物 38 は、HPLC を用い

た解析により、D. roosii を基原とする修治品と未修治品の区別に寄与する特徴的な成分

であることが報告されている[81]。一方、38 は、高濃度の場合、抗酸化活性と細胞毒性

をもつことが報告されている[97, 98]。各成分は、熱加工の時間の違いによって変動する

ことが容易に推測され、長時間の加熱により 38 の含有量が増加すると考えられた。 

化合物 37 は、A. divaricata var. formosana を基原とする骨砕補に検出された（Table 

S2-1、Fig. 2-2 d）。D. roosiiと A. divaricata var. formosanaを基原とする骨砕補の混合物

である JpM01 には、D. roosiiの成分は検出されなかったが、A. divaricata var. formosana

に特徴的な 37が検出された。その原因は、混合物中のD. roosiiを基原とする骨砕補の割

合が低かったことに起因すると推測された。また、日本市場品の Drynaria sp.に由来する

JpM17、JpM18、及び JpM19 からは、28、29、31、26、及び 27 が検出された（Table 

S2-1、Fig. 2-2 e）。Araiostegiella perdurans を基原とする骨砕補からは、26 と 27 が検出

されたが、そのほかの成分は検出されなかった（Table S2-1、Fig. 2-2 f）。 
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9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

a CnM05 derived from D. roosii 

b CnM10 derived from stir-fried rhizome of D. roosii (Type I) 

c CnM09 derived from stir-fried rhizome of D. roosii (Type II) 
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9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

Fig. 2-2 Representative 1H NMR spectra of Drynariae Rhizoma samples. (a) CnM05 derived from D. roosii; (b) CnM10 derived from stir-fried rhizome of D. roosii (Type I); (c) CnM09 derived 

from stir-fried rhizome of D. roosii (Type II); (d) TwM01 derived from A. divaricata var. formosana; (e) JpM19 derived from Drynaria sp.; and (f) CnM23 derived from Araiostegiella perdurans. 

d TwM01 derived from A. divaricata var. formosana 

e JpM19 derived from Drynaria sp. 

f CnM23 derived from Araiostegiella perdurans 
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2.2.3 qHNMR と HPLC 法を用いた骨砕補の主要成分の定量 

 

（1）qHNMR 法を用いた骨砕補の主要成分の定量 

各種類の骨砕補の 1H NMR スペクトルにおいて、化合物 26（δH 5.38 ppm, H-1）と 27（δH 

5.09 ppm of α-form, H-1、δH 4.46 ppm of β-form, H-1）のアノメリックプロトンに由来するシグ

ナルが明確に観察された（Fig. 2-2）。そこで、これらのシグナルを用いて化合物 26 と 27 を定量

した。その結果を Table 2-12 と Fig. 2-3 a に示す。検討を行った検体の中で、D. roosii に由来す

る植物材料が最も高いエキス含量（49–355 mg/g）と 26 の含量（111.61–163.67 mg/g）を示し

た。D. roosii に由来する生薬材料と修治品の Type I のエキス含量（50–243 mg/g）と 26（0–

85.33 mg/g）の含量は、明らかに変動することが観察された。一方、修治品の Type II はやや高

い値のエキス含量（276–316 mg/g）と 26（39.56–81.66 mg/g）の含量を示した。 

二次代謝産物の 28 と 29 は D. roosiiに由来する生薬や植物材料において検出された。NMR ス

ペクトルの低磁場側（8.5‒5.0 ppm）や高磁場側（3.0‒0 ppm）においては、化合物 28 と 29 に

由来するシグナルはほとんど重なっており、28 の δH 7.31 ppm (H-2′, 6′)と 29 の δH 6.91 ppm (H-

2′) のみが良好な分離を示した（Fig. 2-2 a と b）。そこで、この δH 7.31 ppm (H-2′, 6′) と δH 6.91 

ppm (H-2′) のシグナルを用いて 28 と 29 をそれぞれ定量した。結果を Table 2-12と Fig. 2-3 bに

示す。植物材料のCnP02に含まれる28の含量は最高値を示し、いくつかの生薬検体（CnM01、

CnM05、CnM19、JpM03、JpM06、及び JpM09）に含まれる 28 は、植物材料と同程度の含量

を示した。本研究で用いた生薬材料の栽培に関する情報はないが、Sun らは、栽培品が 28 と 29

を野生品と同程度に蓄積するためには、8 年以上の栽培が必要であると報告している[99]。また、

CnM05、CnM14、CnM19、CnM24、JpM05、JpM08、JpM10、及び CnP03 は、29 を 28 と同

等またはそれ以上含んでいた。Sun らも、8 年以上栽培された骨砕補では、栽培期間中に 29 の

蓄積含量が徐々に増加し、28よりも高い含有量になることを報告している[99]。このことから、

生薬材料に含まれる 28（1.16–10.29mg/g）と 29（0.89–7.75mg/g）の含量は栽培期間や産地に

よって影響を受けると推測された。Type I の修治品（CnM04、CnM06、CnM10、CnM11、

CnM12、CnM22）に含まれる 28（1.13–4.08 mg/g）と 29（0.91–6.06 mg/g）は含量が低く、

Type II の修治品（CnM09、CnM13、CnM15、CnM18）においては 28 と 29 は検出されなかっ

た。Hu らは、修治（砂炒り）後の骨砕補においては 28 と 29 の含量が増加することを報告して

いるが[81]、その報告は今回の定量結果と一致しなかった。今回の結果から、過度の加熱処理に

より成分が減少する可能性が示唆された。Drynaria 属（Drynaria sp.）植物に由来する骨砕補

（JpM17、JpM18、JpM19）については、28 に由来するシグナルの強度が低いため定量できな

かったが、29 は定量できた。化合物 29 の含量は、ほかの D. roosii を基原とする骨砕補より低

く、Drynaria属植物に由来する骨砕補はD. roosiiを基原とする骨砕補の代替品にはなり得ないこ
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とが示唆された。化合物 28 から代謝された naringenin や naringenin glucuronide は、5XFAD マ

ウスの Aβ による変性軸索を再伸長させること[75]、及び 29 は MC3T3-E1 細胞における骨形成

分化に対して 28よりも優れた活性を示すことが報告されている[69]。したがって、D. roosiiに由

来する骨砕補の評価には，これらの 2つの化合物を同時に定量することが必要であると考えられ

た。また、28 と 29 の含量の変動と、栽培期間、収穫時期、産地、栽培状況との関係を調べ、含

量の安定化を図ることも必要と考えられた。 

 

 

 



64 

 

Table 2-12 Extract yields and contents of identified compounds in crude drug samples and plant specimens 

 Code 

no. 

Extract yield 

(mg/g) 

26 (mg/g)   27 (mg/g)  28 (mg/g)  29 (mg/g) 

qHNMR  qHNMR  qHNMR HPLC  qHNMR HPLC 

Crude drug 

samples 
CnM01 218 ± 27 78.48 ± 4.67   3.42 ± 0.37  8.42 ± 1.05 8.83 ± 0.89  4.67 ± 0.85 4.73 ± 0.68 

CnM02  88 ± 2 9.10 ± 0.23   0.83 ± 0.02 
 

1.16 ± 0.15 0.93 ± 0.08  0.89 ± 0.06 0.74 ± 0.05 

CnM03 314 ± 8 98.81 ± 2.29   13.79 ± 0.24  - -  - - 

CnM04 200 ± 4 10.91 ± 0.29   31.20 ± 1.03 
 

3.76 ± 0.15 3.75 ± 0.01  6.06 ± 0.60 5.41 ± 0.11 

CnM05 208 ± 13 12.50 ± 0.88   18.60 ± 1.60  6.92 ± 1.01 8.24 ± 0.65  5.93 ± 0.71 5.45 ± 0.52 

CnM06 109 ± 6 12.49 ± 0.53   0.57 ± 0.08 
 

1.13 ± 0.19 0.81 ± 0.10  1.53 ± 0.17 1.42 ± 0.12 

CnM07  80 ± 3 3.85 ± 0.24   4.59 ± 0.36  3.27 ± 0.22 3.16 ± 0.11  2.43 ± 0.16 1.96 ± 0.18 

CnM09 295 ± 4 64.49 ± 1.86   21.31 ± 1.77 
 

ND ND  ND ND 

CnM10 146 ± 1 8.14 ± 1.39   2.32 ± 0.37  3.35 ± 0.30 3.21 ± 0.56  1.98 ± 0.10 2.02 ± 0.40 

CnM11 164 ± 7 22.53 ± 1.45   10.61 ± 1.11 
 

4.08 ± 0.48 3.85 ± 0.48  3.73 ± 0.15 3.98 ± 0.08 

CnM12 109 ± 4 5.19 ± 1.45   0.72 ± 0.15  2.00 ± 0.21 1.82 ± 0.33  1.59 ± 0.35 1.15 ± 0.19 

CnM13 276 ± 2 48.23 ± 0.84   14.45 ± 0.78 
 

ND ND  ND ND 

CnM14 142 ± 15 27.80 ± 4.59   2.56 ± 0.26  5.93 ± 0.79 5.81 ± 0.89  3.83 ± 0.51 4.71 ± 0.41 

CnM15 316 ± 12 81.66 ± 2.61   14.39 ± 0.60 
 

ND ND  ND ND 

CnM16  90 ± 1 4.38 ± 0.50   7.49 ± 0.55  5.57 ± 0.89 4.83 ± 0.25  2.07 ± 0.40 2.32 ± 0.34 

CnM17 110 ± 20 5.28 ± 0.38   6.73 ± 0.11 
 

5.79 ± 1.04 5.21 ± 0.72  1.35 ± 0.52 1.03 ± 0.15 

CnM18 302 ± 11 39.56 ± 0.82   33.14 ± 0.82  ND ND  ND ND 

CnM19 154 ± 4 21.73 ± 2.47   2.46 ± 0.07 
 

10.29 ± 1.77 9.86 ± 0.22  7.75 ± 1.95 7.59 ± 0.42 

CnM21 128 ± 6 26.50 ± 1.85   9.19 ± 0.36  4.48 ± 0.33 4.70 ± 0.15   1.36 ± 0.07    1.42 ± 0.15 

CnM22 115 ± 2 1.81 ± 0.38   0.66 ± 0.12 
 

2.10 ± 0.36 1.75 ± 0.24  0.91 ± 0.17 0.74 ± 0.16 

CnM23 206 ± 26 17.85 ± 1.28   30.81 ± 1.01  - -  - - 

CnM24 243 ± 9 85.33 ± 8.44   1.63 ± 0.02 
 

1.39 ± 0.15 1.05 ± 0.19  4.91 ± 0.55 4.35 ± 0.54 

TwM01 311 ± 14 56.02 ± 1.59   33.36 ± 1.71  - -  - - 
 

TwM02 301 ± 68 19.29 ± 0.96   27.95 ± 1.02 
 

- -  - - 

 TwM03 264 ± 13 54.04 ± 1.16   6.95 ± 0.38  - -  - - 

 JpM01 303 ± 4 15.10 ± 0.56  25.84 ± 2.14 
 

ND ND  ND ND 

 JpM02 76 ± 3 1.08 ± 0.05   1.29 ± 0.08  ND ND  ND ND 

 JpM03 165 ± 14 33.73 ± 0.19   7.87 ± 0.26 
 

6.72 ± 0.24 6.76 ± 0.13  4.16 ± 0.14 4.35 ± 0.33 

 JpM04 158 ± 10 13.45 ± 2.05   5.42 ± 0.39  4.66 ± 0.58 5.00 ± 0.67  2.78 ± 0.29 2.63 ± 0.33 

 JpM05 100 ± 4 15.74 ± 0.85   3.51 ± 0.11 
 

2.42 ± 0.18 2.73 ± 0.22  3.10 ± 0.22 3.48 ± 0.29 

 JpM06 130 ± 8 4.20 ± 0.31   8.66 ± 0.45  6.24 ± 0.82 7.13 ± 0.42  1.71 ± 0.17 2.00 ± 0.42 

 JpM08 122 ± 1 19.28 ± 1.02   3.78 ± 0.02 
 

4.46 ± 0.20 4.58 ± 0.31  3.60 ± 0.09 3.79 ± 0.29 
 

JpM09 115 ± 5 3.80 ± 0.19   8.45 ± 0.01  6.95 ± 0.32 7.87 ± 0.05  1.76 ± 0.14 1.80 ± 0.07 
 

JpM10 189 ± 3 52.96 ± 2.23   6.79 ± 0.18 
 

3.61 ± 0.27 4.33 ± 0.30  2.41 ± 0.05 2.83 ± 0.05 
 

JpM11 304 ± 7 21.08 ± 0.23   29.45 ± 0.32  - -  - - 
 

JpM16 282 ± 14 3.72 ± 0.41   12.21 ± 0.72 
 

- -  - - 
 

JpM17 288 ± 3 101.71 ± 1.24   15.42 ± 0.54  Trace 0.05 ± 0.04  0.94 ± 0.05 0.79 ± 0.03 
 

JpM18 244 ± 23 70.35 ± 5.99   14.50 ± 1.30 
 

Trace Trace  1.05 ± 0.20 0.95 ± 0.13 
 

JpM19 130 ± 2 29.73 ± 1.95   21.15 ± 1.28  Trace Trace  Trace 0.54 ± 0.06 

Plant specimens CnP01 336 ± 3    146.01 ± 7.46   2.46 ± 0.21  7.69 ± 0.51 8.16 ± 0.53  3.70 ± 0.20 3.94 ± 0.14 

 CnP02 355 ± 2 163.67±10.68   2.10 ± 0.29  16.32 ± 1.63 17.53 ± 1.70  5.59 ± 0.59 5.91 ± 0.42 

 CnP03 325 ± 51 118.02 ± 4.15   2.00 ± 0.13  7.56 ± 0.58 7.42 ± 0.30  10.88 ± 0.96 10.96 ± 0.31 

 CnP04 249 ± 28 111.61 ± 3.12   1.43 ± 0.22  6.68 ± 0.62 6.73 ± 0.37  3.40 ± 0.26 2.98 ± 0.12 
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Table 2-12 (Continued) 

Contents expressed as mean ± SD; ND, not detected; Trace, below the quantitation limit 

 

  

 Code no. 

 30 (mg/g) 31 (mg/g) 32 (mg/g) 33 (mg/g) 35 (mg/g) 37 (mg/g) 

 HPLC HPLC HPLC HPLC HPLC HPLC 

Crude drug samples CnM01  0.21 ± 0.05 1.21 ± 0.10 0.66 ± 0.03 1.00 ± 0.11 0.30 ± 0.07 - 

CnM02  0.51 ± 0.04 0.27 ± 0.01 0.63 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.08 ± 0.01 - 

CnM03  - - - - - - 

CnM04  0.01 ± 0.004 1.39 ± 0.02  0.68 ± 0.002 0.89 ± 0.03 0.23 ± 0.001 - 

CnM05  0.58 ± 0.05 1.72 ± 0.16  0.62 ± 0.004 1.02 ± 0.10 0.26 ± 0.02 - 

CnM06  0.84 ± 0.09 0.65 ± 0.03 0.74 ± 0.02 0.27 ± 0.02 0.04 ± 0.005 - 

CnM07  0.40 ± 0.02 0.40 ± 0.03  0.67 ± 0.003 0.17 ± 0.01 0.08 ± 0.01 - 

CnM09  ND ND 0.99 ± 0.02 ND ND - 

CnM10  0.24 ± 0.05 0.49 ± 0.06 0.67 ± 0.02 0.33 ± 0.01 0.05 ± 0.01 - 

CnM11  0.64 ± 0.07 1.18 ± 0.08  0.70 ± 0.003 0.97 ± 0.01 0.16 ± 0.01 - 

CnM12  0.12 ± 0.06 0.32 ± 0.04 0.76 ± 0.03 0.30 ± 0.04 0.01 ± 0.004 - 

CnM13  ND ND 1.32 ± 0.06 ND ND - 

CnM14  0.49 ± 0.02 1.62 ± 0.25 0.63 ± 0.01 0.84 ± 0.10 0.25 ± 0.05 - 

CnM15  ND ND 1.01 ± 0.03 ND ND - 

CnM16  1.46 ± 0.08 1.15 ± 0.12  0.61 ± 0.004 0.36 ± 0.05 0.43 ± 0.004 - 

CnM17  1.67 ± 0.22 1.08 ± 0.13  0.62 ± 0.004 0.59 ± 0.14 0.10 ± 0.02 - 

CnM18  ND ND 0.84 ± 0.01 ND ND - 

CnM19  0.29 ± 0.12 0.95 ± 0.15 0.72 ± 0.01 0.36 ± 0.05 0.52 ± 0.02 - 

CnM21  1.53 ± 0.13 0.50 ± 0.03  0.62 ± 0.003 0.30 ± 0.03 0.04 ± 0.003 - 

CnM22  0.56 ± 0.08 0.43 ± 0.01 0.71 ± 0.01 0.27 ± 0.03  0.02 ± 0.004 - 

CnM23  - - - - - - 

CnM24  0.06 ± 0.02 1.64 ± 0.13 0.71 ± 0.01 0.78 ± 0.11 0.41 ± 0.07 - 

 TwM01  - - - - - 11.49 ± 0.31 

 TwM02  - - - - -  5.15 ± 0.16 

 TwM03  - - - - -  2.90 ± 0.04 
 

JpM01  ND ND ND ND ND  3.08 ± 0.05 

JpM02  ND ND  0.73 ± 0.004 ND ND - 

JpM03  0.42 ± 0.04 1.57 ± 0.08 0.72 ± 0.01 0.79 ± 0.03 0.22 ± 0.01 - 

JpM04  0.43 ± 0.05 1.27 ± 0.12 0.64 ± 0.01 0.96 ± 0.12 0.25 ± 0.02 - 

JpM05  1.20 ± 0.20 0.92 ± 0.06  0.63 ± 0.004 0.19 ± 0.01 0.10 ± 0.01 - 

JpM06  1.85 ± 0.13 1.29 ± 0.12 0.73 ± 0.02 0.69 ± 0.06 0.18 ± 0.02 - 

JpM08  0.05 ± 0.02 1.01 ± 0.06 0.81 ± 0.01 0.57 ± 0.03 0.18 ± 0.01 - 

JpM09  2.48 ± 0.16 1.23 ± 0.06 0.74 ± 0.01 0.77 ± 0.01 0.23 ± 0.01 - 

JpM10  1.74 ± 0.10 2.51 ± 0.04  0.63 ± 0.002 1.26 ± 0.02  0.18 ± 0.003 - 

JpM11  - - - - - 9.30 ± 0.11 

JpM16  - - - - - 1.44 ± 0.18 

JpM17  Trace 0.49 ± 0.03  0.61 ± 0.001 0.16 ± 0.002 ND - 

JpM18  Trace 0.51 ± 0.03 0.60 ± 0.01 0.04 ± 0.01 ND - 

JpM19  Trace 0.41 ± 0.02  0.81 ± 0.002 Trace ND - 

Plant specimens CnP01  Trace 0.79 ± 0.01  0.77 ± 0.003 0.90 ± 0.02 0.39 ± 0.03 - 

 CnP02  ND 1.48 ± 0.14 0.71 ± 0.02 0.70 ± 0.10 0.39 ± 0.50 - 

 CnP03  ND 1.07 ± 0.16 0.63 ± 0.01 1.70 ± 0.10 0.26 ± 0.03 - 

 CnP04  ND 0.88 ± 0.02 0.74 ± 0.01 0.73 ± 0.03  0.23 ± 0.004 - 
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Fig. 2-3 50% MeOH extract yields and contents of identified compounds in Drynariae Rhizoma samples derived 

from different origins or plants. Unmarked samples derived from D. roosii; #, samples derived from Araiostegiella 

perdurans or mixture containing Araiostegiella perdurans; *, samples derived from A. divaricata var. formosana or 

mixture of D. roosii and A. divaricata var. formosana; +, samples derived from Drynaria sp. (a) 50% MeOH extract 

yield and contents of 26 and 27 quantified by qHNMR; (b) contents of 28 and 29 quantified by qHNMR; and (c) 

contents of compounds 30–33, 35, and 37 quantified by HPLC. 
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（2）HPLC 法を用いた骨砕補の 8 種類の二次代謝産物の定量 

各 HPLC クロマトグラムにおいて、28–36 と 38 は D. roosii に由来する骨砕補から検

出され、37 は A. divaricata var. formosana に由来する骨砕補から検出された（Fig. S2-1、

Table S2-2）。そのうち、28–33 と 37 は HPLC 法を用いて定量した。定量に用いた 28、

29、31、32、及び 37 の純度を Table S2-3 に示す。単離した 34 と 36 は量が少なかった

ことから、これらについては定量しなかった。 

定量の結果、28 と 29 の定量値は qHNMR を用いた結果と一致した（Fig. S2-2）。ほか

の微量成分（30–33 と 35）の定量値は主要成分の 28 と 29 と比較して非常に低い値を示

した（Table 2-12、Fig. 2-3 c）。D. roosii に由来する植物材料に含まれる 28（6.73–17.53 

mg/g）、29（2.98–10.96 mg/g）、及び 33（0.70–1.70 mg/g）は生薬材料より高い値を示

した。D. roosii に由来する生薬材料では、未修治品の 28（0.93–9.86 mg/g）、29（0.74–

7.59 mg/g）、30（0.05–2.48 mg/g）、31（0.27–2.51 mg/g）、33（0.14–1.26 mg/g）、及び

35（0.04–0.52 mg/g）の含量は修治品より高かった。修治品の Type I（CnM04、CnM06、

CnM10、CnM11、CnM12、CnM22）では 31（0.32–1.39 mg/g）と 33（0.27–0.97 mg/g）

は未修治品と比較し低い含量を示し、Type II（CnM09、CnM13、CnM15、CnM18）の

修治品ではこの 2 つの化合物は検出されなかった。炒めたナッツのフェノール酸化合物

は、炒める温度が高いほど、あるいは加熱時間が長いほど含量が減少する傾向にあるこ

とが報告されている[100]。未修治品の 32 の含量（0.61–0.81 mg/g）は修治品の Type II

（0.84–1.32 mg/g）と Type I（0.67–0.76 mg/g）のものと比較するとやや高い値を示し

た。Monagas らは、ヘーゼルナッツに含まれる 32 の含量は、炒める処理によって大き

な影響を受けないことを報告している[101]。以上の結果より、骨砕補に含まれる化合物

の含量は、長時間の加熱処理によって影響を受ける可能性が示唆された。D. roosii の根

茎に由来する修治品を骨砕補として使用するためには、修治方法の最適化が必要である

と考えられる。 

化合物 37は A. divaricata var. formosanaに由来する骨砕補において検出され（Fig. S2-

1、Table S2-2）、その含量（1.44–11.49 mg/g）は大きく変動した。Wu らは、37、本種

の水エキスや EtOH エキスが MC3T3-E1 細胞の増殖、分化、石灰化を促進すること、及

び 37 は抗骨粗鬆症治療薬として使用できることを示し、中国の南部において使用される

A. divaricata var. formosana に由来する骨砕補は骨粗鬆症の治療に有効であることを示唆

した[79]。しかし、A. divaricata var. formosanaに由来する骨砕補は、認知症に有用な成

分を含んでいない。そのため、A. divaricata var. formosanaに由来する骨砕補は、骨形成

作用だけでなく、抗認知症作用も有する D. roosii に由来する骨砕補の代替品にはなり得

ないと考えられた。 
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2.2.4 多変量解析 

生薬材料 39検体と D. roosiiに由来する植物材料 4検体の qHNMRスペクトルを用い、

26 と 27 のシグナルを除去、または除去することなくデータマトリックスを作成し、

PCA を行った。その際、前章において検討した内標準法を使用してデータマトリックス

を規格化した。化合物 26と 27のシグナルを除去していない結果を Fig. 2-4、26 と 27 の

シグナルを除去した結果を Fig. 2-5 に示す。 

Fig. 2-4 に示すように、D. roosii に由来する生薬材料と植物材料は 26 の含量の違いよ

って 2つのグループに分けられた。生薬材料と比べて、植物材料に含まれる 26 は高い含

量を示し、27 は低い含量を示した（qHNMR 定量結果：Table 2-12 と Fig. 2-3a）。修治品

の Type I（CnM04、CnM06、CnM10、CnM11、CnM12、CnM22）と未修治品の間には

明らかな差異は観察されなかった。一方、score plot（Fig. 2-4 a）の第一象限の修治品の

Type II（CnM09、CnM13、CnM15、CnM18）は未修治品や Type I と区別され、その寄

与成分は 27 であった。Score plot（Fig. 2-4 a）の第一象限と第二象限における各種類の

骨砕補（Type II、A. divaricata var. formosana に由来する骨砕補、Drynaria sp.に由来す

る骨砕補）は正しく区別されていなかった。 

二次代謝産物に着目して解析するために、26 と 27 のシグナルを除去した。その PCA

の結果を Fig. 2-5 に示す。本 PCA によっても、各グループは Fig. 2-4 と同様に区別され

た。D. roosii に由来する植物材料と生薬材料は区別され、28 と 29 は植物材料と一部の

生薬材料の区別に寄与した。修治品の Type II、A. divaricata var. formosana に由来する

骨砕補、Drynaria sp.に由来する骨砕補は区別された。化合物 37 は A. divaricata var. 

formosanaに由来する骨砕補の区別に寄与した。 
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Fig. 2-4 PCA result of 39 crude drug samples and four plant specimens using qHNMR spectra normalized by 

internal standard: (a) score plot, code no. of samples shown in Table 2-2; and (b) loading plot, the numerals indicate 

chemical shift (δH in ppm); *, mixture of Araiostegiella perdurans and Selliguea sp.; #, mixture of D. roosii and A. 

divaricata var. formosana. (R2X = 0.900, Q2 = 0.860) 
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Fig. 2-5 PCA result of 39 crude drug samples and four plant specimens using qHNMR spectra normalized by 

internal standard after the signals of 26 and 27 were removed: (a) score plot, code no. of samples shown in Table 

2-2; and (b) loading plot, numerals indicate chemical shift (δH in ppm); *, mixture of Araiostegiella perdurans and 

Selliguea sp.; #, mixture of D. roosii and A. divaricata var. formosana. (R2X = 0.668, Q2 = 0.490) 
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さらに、HPLC のデータを用いて、D. roosii、A. divaricata var. formosana、Drynaria 

sp.に由来する各種類の骨砕補の差異を調べた（Fig. 2-6）。Score plot によると（Fig. 2-6 

a）、各検体は基原と修治方法によって 4 つのグループに分けられた（D. roosii に由来す

る骨砕補及び植物材料、A. divaricata var. formosana に由来する骨砕補、Drynaria sp.に

由来する骨砕補、修治品の Type II）。qHNMR スペクトルを用いた PCA の結果とは異な

り、D. roosiiに由来する植物材料は生薬材料と区別されなかった。D. roosiiに由来する植

物材料は 28、29、33、及び 35 により区別され、30、31では区別されなかった。化合物

32 は修治品の Type II を区別し、37 は A. divaricata var. formosana に由来する骨砕補を

区別した。 

 

以上の PCAの結果より、D. roosii、A. divaricata var. formosana、Drynaria sp.に由来

する各種類の骨砕補には成分の差異があることが示された。また、修治品の Type IIは、

成分の変化により D. roosii を基原とする骨砕補の未修治品と異なることがわかった。こ

れらの結果は、qHNMRやHPLCを用いた定量結果と一致しており、qHNMR法の正確性

を検証した。 
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Fig. 2-6 PCA result of samples derived from D. roosii, A. divaricata var. formosana and Drynaria sp. using HPLC 

data: (a) score plot, code no. of samples shown in Table 2-2; and (b) loading plot, numbers indicate compound; #, 

mixture of D. roosii and A. divaricata var. formosana. (R2X = 0.652, Q2 = 0.316) 
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2.3 小括 

本章では、D. roosii、A. divaricata var. formosana、及び Araiostegiella perdurans など

の基原に由来する生薬材料 39検体と D. roosiiに由来する植物材料 4検体に含まれる主要

成分と微量成分を NMR メタボローム法と従来法の HPLC を用いて網羅的に解析するこ

とで得た結果について述べた。多変量解析の際には、前章において検討した最適的な方

法を使用した。また、従来法の HPLC による定量結果と比較し、qHNMR 法の正確性を

検証した。 

標品化合物として使用するために、D. roosii を基原とする骨砕補からは、naringin (28)、

neoeriocitrin (29)、5,7-dihydroxychromone-7-O-neohesperidoside (30)、caffeic acid 4-O-

β-D-glucoside (31)、trans-p-coumaric acid 4-O-β-D-glucoside (33)、ferulic acid 4-O-β-D-

glucopyranoside (34)、kaempferol 3-O-α-L-rhamnoside 7-O-β-D-glucoside (35)、及び

cinnamtannin D-1 (36) を単離し、A. divaricata var. formosana を基原とする骨砕補から

は、(−)-epicatechin 3-O-β-D-allopyranoside (10) を単離した。これらの中で、36 は D. 

roosii を基原とする骨砕補から初めて単離された。 

その後、上記の化合物といくつかの市販化合物を用いて骨砕補の成分プロファイリン

グを行った。その結果、7 種類の二次代謝産物、28、29、30、31、32、33、35 は D. 

roosii に由来する骨砕補の 1H NMR スペクトルにおいて検出された。化合物 37 は A. 

divaricata var. formosana を基原とする骨砕補において検出された。一次代謝産物の

sucrose (26) と D-glucose (27) は各種類の骨砕補において検出された。また、修治の特徴

的な成分である 5-HMF (38) はほとんどの修治品から検出された。このことから 1H NMR

を用いた成分プロファイリング法は、砂炒り骨砕補の効率的な識別方法となりうると考

えられた。各種類の骨砕補から検出した化合物を Table 2-13 にまとめた。修治した骨砕

補の一部は、明らかな成分変化が観察されたことから、骨砕補を適正使用するためには

修治方法を標準化することが必要であることが示唆された。 

前章と同様に HPLCや LC-MSでの検出が困難であった 26 と 27 は NMR スペクトルに

おいて検出可能であった。そこで、二次代謝産物の 28、29 と同時に、26と 27について

も qHNMR 法を用いて定量を行った。qHNMR の正確性を検討することと微量成分を分

析するために、従来法の HPLC を用いて化合物 28、29、30、31、32、33、35、37 を定

量した。D. roosii に由来する植物材料に含まれる一次代謝産物と二次代謝産物は同種の

生薬材料より高い値を示した。今後、その変動理由を明らかにすることが必要であるこ

とが示唆された。 

さらに、前章において最適化した方法を使用して各種類の骨砕補の qHNMR スペクト

ルを得、これを用いて PCA を行った。より多くの特徴的な二次代謝産物を解析するため

に、各種類の骨砕補の HPLC データを用いて PCAを行った。その結果、D. roosii を基原
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とする骨砕補の未修治品の区別には、28、29、30、31、33、及び 35 が寄与する一方で、

同種の修治品の Type II は未修治品と区別され、その区別に 32 はが寄与した。A. 

divaricata var. formosanaを基原とする骨砕補はほかの基原の検体と区別され、その寄与

成分は 28、29 ではなく、37 であった。以上の各グループの区別の結果は定量結果と一

致した。 

本章で解析した結果から、ほかの基原に由来する骨砕補と修治品の Type IIは D. roosii

を基原とする骨砕補の代替品として使用できないことが示唆された。今回の結果は、骨

砕補の品質評価に関する基礎的な知見を提示することができたと考えられる。 

また、本研究は初めて NMR メタボローム法を用いて各種類の骨砕補の品質評価を行

い、qHNMR 法を用いて naringin (28)と neoeriocitrin (29)を定量した。さらに従来法であ

る HPLC の定量結果と比較し、qHNMR法の正確性を検証した。 

 

 

 

Table 2-13 Detected compounds in Drynariae Rhizoma samples 

Botanical origin 
 

Compound 

D. roosii Raw samples 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 26, 27 

 
Type I stir-fried samples 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 26, 27, 38 

 
Type II stir-fried samples 32,                         26, 27, 38 

Mixture of D. roosii and  

A. divaricata var. formosana 
Raw samples 37, 26, 27 

A. divaricata var. formosana Raw samples 37, 26, 27 

Drynaria sp. Raw samples 28, 29,       31, 32, 33, 34,      36, 26, 27 

Mixture of Araiostegiella 

perdurans and Selliguea sp. 
Raw samples 26, 27 

Araiostegiella perdurans Raw samples 26, 27 

Compounds detected in plant specimens of D. roosii were 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 34, 36, 26, and 27. 
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総括 

本研究では、各種類の芍薬を用いて NMR メタボローム法を確立し、その方法を用い

て初めて各種類の骨砕補を解析した。前述のように、その解析結果は芍薬と骨砕補の品

質標準の根拠になり得ると考えられた。 

NMR データによる成分プロファイリングは、芍薬と骨砕補に含まれる複合成分を網羅

的に解析することができると考えられた。その重要成分は従来法の HPLC や当研究室で

以前に報告した LC-MS法の結果と同様に精密プロファイリングに資することが可能であ

った。また、NMR 法は、従来法と比べて、試料の調製が比較的簡便であり、かつ分析時

間が大幅に短縮される利点を持っている。その利点により、1H NMR を用いた成分プロ

ファイリング法は、異なる種類の生薬の効率的な識別方法となり得ると考えられた。例

えば、本方法を用いれば、硫黄燻蒸した白芍からは特徴的な成分である sulfonated 

paeoniflorin (25) を、砂炒り骨砕補からは熱加工に特徴的な成分である 5-HMF (38) を検

出することができ、成分の差異によって修治した生薬を同定することができる。また、

成分の違いを比較することにより鱗片が脱落した砂炒り骨砕補の基原を同定することも

可能であった。 

生薬の一次代謝産物の含量とその品質に関しては、研究報告が少なく、また従来法の

HPLC や LC-MS 法においては、これらの検出が困難である。本研究は NMR 法を用いて

芍薬と骨砕補に含まれる主要な一次代謝産物である sucrose (26) と D-glucose (27) の同

定、定量を行った。その結果、芍薬の 75% EtOHエキス含量と 26の含量には正の相関が

あり、根を収穫後、湯通し処理を行うことにより 26 の含量が低くなること、及び 1ヶ月

間の低温処理により 26 の含量が増加することを明らかにした。今回の結果においては、

骨砕補のエキス含量と 26の含量の関係について不明確であったが、qHNMRを用いて 26

と 27 を定量することができた。 

一次代謝産物だけでなく、qHNMR を用いて芍薬と骨砕補に含まれる主要な二次代謝

産物について定量を行った。その定量値の正確性を検証するために、従来法の HPLC を

用いた定量を行った。その結果、芍薬の NMR スペクトルにおいてやや傾斜したベース

ラインが観察され、その定量値は HPLC による結果より低かった。骨砕補の定量結果に

ついては、両手法による定量結果の大きな違いを認めなかった。 

各種類の芍薬を用いて、NMR測定法、sucrose (26) に由来するシグナルの除外、及び

規格化法について検討し、それぞれにデータマトリックスを作成し、その多変量解析の

結果を比較して方法を最適化した。さらに、その最適化した方法を用いて各種類の骨砕

補を解析した。その際、qHNMR や HPLC 法の定量結果と比較し、方法の正確性を検証

した。 

NMR メタボローム法は、化合物の構造情報を反映する NMR スペクトルを用いるため、
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対象とする化合物が類似する骨格構造をもつ場合には、シグナルを区別できない場合や、

ほかの化合物とシグナルが重なる場合があるなどの欠点がある。第 1 章の芍薬に含まれ

る pinane構造を持っている monoterpene類や、第 2章の骨砕補に含まれる naringin (28) 

と neoeriocitrin (29) に由来するフラボノイド配糖体は、シグナルがほとんど重なってい

た。その問題は多変量解析の際にも現れている。P. lactiflora を基原とする赤芍の寄与成

分は paeoniflorin (6) などに代表される monoterpene及びベンゾイル基を有する化合物で

あるが、これらの成分に由来するシグナルは重なっている。D. roosii を基原とする骨砕

補と本種の由来の植物材料の区別には、naringin (28)と neoeriocitrin (29) が寄与するが、

この二つの化合物に由来するシグナルはほとんどが重なっている。従って、NMR のみの

メタボローム解析だけではなく、HPLC による定量法とメタボローム解析を組み合わせ、

より多面的な観点から、生薬の成分を評価する必要があると考えられる。 

以上を踏まえ、本手法により得られた生薬の包括的な成分プロファイリングの結果は、

複合成分からなる生薬の標準化に有用であると考えられた。本研究で用いた手法は、芍

薬と骨砕補だけではなく、ほかの生薬にも応用可能であり、生薬の品質評価・標準化研

究への展開が期待される。 
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実験の部 

一般的な実験手順 

核磁気共鳴スペクトル（1H及び 13C NMR）は、JEOL ECA500IIDelta分光計（日本電子

株式会社、東京、日本）を用いて測定した。1H NMR の測定条件は以下を使用した：

scans: 8、pulse angel: 45°、relaxation delay: 5 s、temperature: 298 K。qHNMRの測定条

件は以下を使用した：scans: 8、pulse angel: 90°、relaxation delay: 60 s、temperature: 

298 K。スペクトルのケミカルシフトの補正は NMR 用重溶媒の残留溶媒周波数を用いた

[DMSO-d6 (δH 2.49 ppm, δC 39.5 ppm), CD3OD (δH 3.30 ppm, δC 49.0 ppm)]。ケミカルシ

フト値を ppmで、スピン結合定数（J）はヘルツ（Hz）で表した。1H NMRにおける分裂

様式は、一重線 s：singlet、二重線 d：doublet、三重線 t：triplet、二重の二重線 dd：

double of doublets、多重線 m：multiplet、幅広信号 br：broadと記載した。スペクトルの

データ処理及び qHNMR定量は市販のソフトウェア（JEOL Delta v5.3）を使用した。 

カラムクロマトグラフィーは、順相シリカゲル（Wakogel®C-200、和光純薬工業株式

会社、大阪、日本）、逆相 DIAION HP-20（Sigma-Aldrich、アメリカ）、DIAION HP-21

（三菱化学株式会社、東京、日本）、及び Sephadex LH-20（GE Healthcare Life Sciences、

ウプサラ、スウェーデン）を使用して行った。中圧液体クロマトグラフィー（MPLC）は、

Biotage®SNAPUltra C18、120g カラムを使用して、Isolera™ Spektra Systems を備えた

BiotageIsolera™ One装置（Biotage、ウプサラ、スウェーデン）で実施した。分取 HPLC

は、YMC-Pack R&D ODS-Aカラム（250×20mm、S-5μm、12 nm）を用い、H2O + 0.1％

ギ酸（A）、CH3CN + 0.1％ギ酸（B）のグラジエント（メソッド A：10–60% B、メソッド

B：10% B、メソッド C：10–100% B）、流量：10.0 mL/min、Waters Delta600 ポンプと

Waters2489 UV/可視検出器を備えた 254nm での UV 検出で行った。超純水は、超純水製

造装置 Autopure WR 700（ヤマト科学、東京）で製造したものを用いた。 

高分解能エレクトロスプレーイオン化質量分析（HRESIMS）及びLC-MSデータは、ハ

イブリッドイオントラップ飛行時間型（IT-TOF）質量分析計（島津製作所、京都、日本）

で取得した。LC-MS分析には、Waters Atlantis T3カラム（150×2.1 mm、S-3μm）を使用

した。移動相は、H2O + 0.1％ギ酸（A）、CH3CN + 0.1％ギ酸（B）の混合溶媒とし、グラ

ジエントは以下を用いた：0–2 min, 20% B; 20 min, 25% B; 22–27 min, 100% B; flow rate 

0.2 mL/min; column oven, 40°C。 

多変量解析の際、各 NMR データのバケット積分値データは、市販のソフトウェア

（Alice2 for Metabolome、日本電子株式会社、東京、日本）を用いて取得した。データマ

トリックスはエクセルを用いて作成し、統計解析ソフトウェア（SIMCA-P 14.1、

Umetrics、Umea、Sweden）を使用して多変量解析を行った。Heatmap は、Origin 2023

（Origin Lab、マサチューセッツ州、アメリカ）を用いて取得した。  
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化合物 31 の酸加水分解と糖の決定[102, 103] 

化合物 31（1.2 mg）を 0.5 mL の 2M H2SO4に溶解し、その溶液を 100°Cで 2 時間加

熱した。反応混合物を EtOAc（1 mL、4 回）で分配して、水層を Amberlite IRA400 で中

和し、凍結乾燥した。乾燥した残留物に pyridine（0.2 mL）と L-cysteine methyl ester 

hydrochloride（1 mg） を 添 加 し て 、60℃ で 1 時 間 反 応 さ せ た 。 次 に 、o-

tolylisothiocyanate（0.2 mL）を加え、混合物を 60℃でさらに 1 時間反応させた。反応混

合物を LC-MSで分析した（Waters Atlantis T3 カラム、150 × 2.1 mm、S-3 μm）。移動

相は、H2O + 0.1％ギ酸（A）、CH3CN + 0.1％ギ酸（B）の混合溶媒とし、グラジエント

は以下を用いた：0–2 min, 20% B; 20 min, 25% B; 22–27 min, 100% B; flow rate 0.2 

mL/min; column oven, 40°C。化合物 31 から得られた糖の誘導体は、tR 22.4 分に m/z 

447.1 [M + H]+ のピークを与えた。標準品から合成した D-glucose誘導体は、tR 22.4分、

L-glucose 誘導体は、tR 21.0 分に m/z 447.1 [M + H]+ のピークを与えた。以上の結果によ

り、化合物 31 の糖部を β-D-glucose と決定した。 
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Scheme S1-1 Conversion of paeoniflorin (6) to sulfonated paeoniflorin (25) 

Scheme S1-2 Isolation of sulfonated paeoniflorin (25) 
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Table S1-1 NMR spectroscopic data of 25 

Position 
Sulfonated paeoniflorin 

δH in CD3OD 500 MHz δH in CD3OD 300 MHz[53] 

1 - - 

2 - - 

3 2.12 d (13.0) 2.12 d (12.9) 
 2.41 d (13.0) 2.43 d (12.9) 

4 - - 

5 overlap 3.24 d (6.9) 

6 - - 

7 1.97 d (11.5) 1.98 d (11.1) 

 2.58 dd (11.5, 6.9) 2.60 dd (11.1, 6.9) 

8 overlap 4.77 d (12.0) 

 overlap 4.82 d (12.0) 

9 5.56 s 5.61 s 

10 1.39 s 1.40 s 

Glucose   

1′ 4.54 d (7.6) 4.55 d (7.2) 

2′ 3.27-3.14 3.30 m 

3′ 3.27-3.14 3.20 m 

4′ 3.27-3.14 3.20 m 

5′ 3.27-3.14 3.30 m 

6′ 3.62 dd (11.9, 5.3) 3.60 d (12.0) 

 3.82 dd (11.9, 2.3) 3.83 d (12.0) 

Benzoyl group  

1″ - - 

2″ 8.06 dd (8.0, 1.5) 8.04 d (7.2) 

3″ 7.48 t-like (8.0) 7.48 t (7.2) 

4″ 7.59 t-like (8.0) 7.60 t (7.2) 

5″ 7.48 t-like (8.0) 7.48 t (7.2) 

6″ 8.06 dd (8.0, 1.5) 8.04 d (7.2) 
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Table S1-2 1H NMR chemical shifts of assigned metabolites in peony root compared with reference standard compounds 

Compounds δH 

WPR produced in China 

P. lactiflora 

D1 D2 D3 D4 D17 D18 D22 D23 D24 D29 

Paeoniflorol (1) － － － － － － － － － － － 

4’-hydroxypaeoniflorigenone (2) － － － － － － － － － － － 

4-epi-albiflorin (3) － － － － － － － － － － － 

Albiflorin (4) H-2'', 6'' 8.00 (d, 7.6) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 7.6) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 

H-4'' 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 

H-3'', 5'' 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.54 (m) overlap 

H-8 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) overlap overlap 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) overlap 4.54 (d, 12.2) overlap 

H-4 4.11 (m)  4.11 (m)  overlap overlap 4.11 (m)  4.11 (m)  4.10 (m) overlap 4.11 (m) 4.11 (m) 4.11 (m) 

H-5 2.76 (m) overlap 2.76 (m) overlap 2.76 (m) overlap 2.76 (m) overlap 2.76 (m) overlap 2.76 (m) overlap 2.76 (m) overlap 2.76 (m) 2.76 (m) 2.76 (m) 

H-7 2.66 (m) overlap 2.66 (m) overlap 2.66 (m) overlap 2.66 (m) overlap 2.66 (m) overlap 2.66 (m) overlap 2.66 (m) overlap 2.66 (m) 2.66 (m) 2.66 (m) 

H-3 2.28 overlap overlap 2.28 overlap 2.29 overlap overlap 2.28 (m) 2.28 (m) 2.28 (dd, 15.3, 6.9) 2.28 (dd, 15.3, 6.9) overlap 

H-7 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 

H-3 1.83 (d, 15.3) 1.83 (d, 15.3) 1.83 (d, 14.5) 1.83 (d, 15.3) 1.83 (d, 15.3) 1.83 (d, 15.3) overlap 1.83 (d, 15.3) 1.83 (d, 15.3) 1.83 (d, 15.3) overlap 1.83 (d, 15.3) 

H-10 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 

Paeonivayin (5) － － － － － － － － － － － 

Paeoniflorin (6) H-2'', 6'' 7.98 (m) 7.98 (m) 7.98 (m) 7.98 (m) 7.98 (m) 7.98 (m) 7.98 (m) 7.98 (m) 7.98 (m) 7.98 (m) 

H-4'' 7.67 (m) 7.67 (m) 7.67 (m) 7.67 (m) 7.67 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.67 (m) 

H-3'', 5'' 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.53 (m) 7.53 (m) 7.53 (m) 7.53 (m) 7.54 (m) 

H-9 5.31 (s) 5.31 (s) 5.31 (s) 5.30 (s) 5.31 (s) 5.31 (s) overlap 5.31 (s) 5.31 (s) 5.31 (s) 5.31 (s) 

H-8 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 

H-1' 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) overlap 4.37 (d, 7.6) overlap 4.37 (d, 7.6) overlap 4.38 (d, 7.6) overlap 4.39 (d, 7.6) overlap overlap overlap 4.37 (d, 7.6) 

H-5 2.43 (d, 7.6) 2.43 (d, 6.9) 2.43 (d, 7.6) 2.42 (d, 6.9) 2.43 (d, 6.1) 2.43 (d, 5.4) 2.43 (d, 6.9) 2.43 (d, 7.6) 2.43 (d, 6.9) 2.43 (d, 6.1) 

H-7 2.36 (m) 2.36 (m) 2.36 (m) 2.35 (m) 2.36 (m) overlap overlap 2.36 (m) overlap 2.36 (m) 

H-3 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 10.7) 2.03 (d, 10.7) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 

H-7 1.80 (d, 9.9) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 12.2) 1.80 (d, 13.0) overlap 1.80 (d, 12.2) overlap 1.80 (d, 12.2) overlap 1.80 (d, 10.7) 

H-3 1.63 (d, 12.2) 1.63 (d, 12.2) 1.64 (d, 11.5) 1.63 (d, 12.2) 1.64 (d, 13.8) 1.64 (d, 13.0) 1.63 (d, 12.2) 1.63 (d, 12.2) 1.64 (d, 12.2) 1.63 (d, 12.2) 

H-10 1.23 (s) 1.22 (s) 1.23 (s) 1.22 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 

4-O-methyl-paeoniflorin (7) － － － － － － － － － － － 

Salicylpaeoniflorin (8) － － － － － － － － － － － 

Benzoylpaeoniflorin (9) H-2'', 6'', 2''', 6''' 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap  － 7.98 (m) overlap  7.98 (m) overlap  － － － － 7.98 (m) overlap 

H-4'', 4''' 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap － 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap － － － － 7.67 (m) overlap 

H-3'', 5'', 3''', 5''' 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap － 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap － － － － 7.54 (m) overlap 

H-10 1.11 (s) 1.12 (s) － 1.11 (s) 1.11 (s) － － － － 1.12 (s) 

Mudanpioside C (10) － － － － － － － － － － － 

Galloylpaeoniflorin (11) H-2'', 6'' － － － 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap － － 7.98 (m) overlap － － 

H-4'' － － － 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap － － 7.67 (m) overlap － － 

H-3'', 5'' － － － 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap － － 7.53 (m) overlap － － 

H-2''', 6''' － － － overlap overlap － － overlap － － 

H-3 － － － overlap overlap － － overlap － － 

H-10 － － － 1.13 (s) overlap 1.13 (s) overlap － － 1.13 (s) overlap － － 

Mudanpioside J (12) － － － － － － － － － － － 

Oxypaeoniflorin (13) － － － － － － － － － － － 

Benzoyloxypaeoniflorin (14) － － － － － － － － － － － 

Paeonidanin E (15) － － － － － － － － － － － 

Lactiflorin (16) － － － － － － － － － － － 

Mudanpioside E (17) － － － － － － － － － － － 
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Table S1-2   (Continued) 

Compounds δH 

WPR produced in China 

P. lactiflora 

D1 D2 D3 D4 D17 D18 D22 D23 D24 D29 

PGG (18) H-2''''', 6''''' 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s) 6.96 (s) 6.96 (s) 6.96 (s) 6.96 (s) 6.96 (s) 6.96 (s) 

H-2', 6' 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.89 (s) 

H-2'', 6'' 6.83 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 6.82 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 

H-2'''', 6'''' 6.80 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 6.79 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 

H-2''', 6''' 6.75 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 6.74 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 

H-1 6.35 (d, 7.6) 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 7.6) 6.36 (d, 7.6) 6.36 (d, 8.4) 6.36 (d, 7.6) 6.36 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 

H-3 5.93 (t, 9.9) 5.94 (t, 9.9) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.94 (m) 5.94 (m) 5.94 (m) 5.93 (m) 

H-2 overlap overlap overlap 5.42 (m) 5.43 (m) overlap overlap 5.43 (m) overlap overlap 

H-4 overlap 5.39 (m) overlap 5.39 (d, 8.4) overlap 5.38 (d, 8.4) 5.39 (m) overlap overlap 5.39 overlap overlap overlap 

(+)-Catechin (19) H-2' 6.70 (d, 1.5) 6.70 (d, 3.1) 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 1.5) － 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 1.5) 

H-5' 6.67 (d, 7.6) 6.67 (d, 7.6) 6.67 (d, 7.6) 6.67 (d, 8.4) 6.67 (d, 7.6) 6.67 (d, 7.6) － 6.67 (d, 8.4) 6.67 (d, 8.4) 6.67 (d, 8.4) 

H-6' 6.57 (dd, 8.4, 2.3) 6.57 (dd, 8.4, 2.3) overlap 6.57 (dd, 7.6, 2.3) 6.58 (dd, 8.41, 2.3) － － 6.58 (dd, 8.4, 2.3) overlap 6.58 (dd, 7.6, 2.3) 

H-8 5.87 (d, 2.3) － 5.87 (d, 2.3) 5.87 (d, 2.3) 5.87 (d, 2.3) 5.87 (d, 2.3) 5.87 (d, 2.3) 5.87 (d, 2.3) 5.87 (d, 2.3) 5.87 (d, 2.3) 

H-6 5.67 (d, 1.5) － 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 1.5) 

Paeonol (20) H-6 － － － － － － － － － － 

Benzoic acid (21) H-2, 6 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) 7.98 (m) overlap 

H-4 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) 7.67 (m) overlap 

H-3, 5 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) 7.54 (m) overlap 

Gallic acid (22) H-2, 6 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.89 (s) 

Methyl gallate (23) － － － － － － － － － － － 

Quercetin (24) － － － － － － － － － － － 

Sulfonated paeoniflorin (25) H-2'', 6'' 7.98 (m) overlap － 7.98 (m) overlap － 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap － 

H-4'' 7.67 (m) overlap － 7.67 (m) overlap － 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap － 

H-3'', 5'' 7.54 (m) overlap － 7.54 (m) overlap － 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap － 

H-9 5.40 (s) － 5.40 (s) － 5.40 (s) 5.41 (s) 5.41 (s) 5.41 (s) 5.41 (s) － 

H-8 4.65 (s) overlap － overlap － 4.65 (s) 4.65 (s) 4.65 (s) 4.65 (s) 4.66 (s) － 

H-5 overlap － overlap － overlap overlap 2.89 (d, 6.9) 2.90 (d, 6.9) overlap － 

H-7 overlap － overlap － overlap 2.37 (m) 2.37 (m) 2.37 (m) 2.38 (m) － 

H-3 overlap － overlap － 2.16 (d, 13.8) 2.16 (d, 13) 2.16 (d, 13.0) 2.16 (d, 13.0) 2.16 (d, 13.0) － 

overlap － overlap － overlap 1.80 (d, 12.2) 1.80 (d, 13.0) 1.80 (d, 12.3) 1.80 (d, 12.2) － 

H-7 1.71 (d, 11.5) － 1.71 (d, 11.5) overlap － 1.71 (d, 10.7) 1.71 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.71 (d, 10.7) 1.71 (d, 10.7) － 

H-10 1.23 (s) － 1.23 (s) － 1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) － 

Sucrose (26) H-1 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 

H-3' 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 7.6) 

H-4' 3.77 (t, 7.6) 3.76 overlap 3.76 (m) 3.76 m 3.76 m overlap overlap 3.76 (t, 7.6) overlap 3.77 (t, 7.6) 

H-5' 3.64 m overlap 3.64 m 3.64 m 3.64 m overlap overlap 3.64 (m) overlap 3.64 (m) overlap 

H-5 3.56 m overlap 3.56 m 3.56 m 3.56 m overlap overlap 3.57 (m) 3.57 (m) 3.57 (m) 

H-6' 3.49 (d, 5.4) overlap 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) overlap overlap 3.49 (d, 4.6) overlap 3.49 (d, 4.6) 

H-6 3.47 (d, 5.4) overlap 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) overlap overlap 3.47 (d, 5.4) overlap 3.47 (d, 5.4) 

H-3 3.45 (d, 9.2) overlap 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) overlap overlap 3.45 (d, 9.2) overlap 3.45 (d, 9.2) 

H-1' 3.40 s overlap overlap 3.40 s overlap 3.39 (s) 3.40 (s) 3.40 (s) overlap overlap 3.40 (s) overlap 3.40 (s) overlap 3.40 (s) overlap 

H-2 3.17 overlap 3.17 overlap 3.17 overlap 3.17 overlap 3.17 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap 3.17 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap 

H-4 3.11 (t, 9.2) overlap 3.11 (t, 9.2) 3.11 (t, 9.2) 3.11 (t, 9.2) 3.11 m overlap 3.11 (t, 9.2) 3.11 (m) overlap 3.11 (m) 

D-Glucose (27) H-1 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.1) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.1) 4.89 (d, 3.8) 
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Table S1-2   (Continued) 

Compounds δH 

PR produced in Japan 

P. lactiflora 

D6 D7 D8 D10 D50 D51 D52 D9 D49 

Paeoniflorol (1) － － － － － － － － － － 

4’-hydroxypaeoniflorigenone (2) － － － － － － － － － － 

4-epi-albiflorin (3) － － － － － － － － － － 

Albiflorin (4) H-2'', 6'' 8.00 (d, 7.6) overlap 8.00 overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 7.6) overlap 8.00 (d, 7.6) overlap 

H-4'' 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 

H-3'', 5'' 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 

H-8 overlap 4.54 (d, 13.0) overlap 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) 

H-4 4.10 (m) overlap 4.11 (m) 4.10 (m) 4.10 (m) overlap 4.10 (m) 4.11 (m) 4.10 (m) 

H-5 2.76 (m) overlap 2.76 (m) 2.76 (m) 2.76 (m) 2.76 (m) 2.76 (m) 2.76 (m) 2.76 (m) overlap 

H-7 2.66 (m) overlap 2.66 (m) 2.66 (m) 2.66 (m) 2.66 (m) 2.66 (m) 2.66 (m) overlap 2.66 (m) overlap 

H-3 overlap overlap overlap overlap overlap overlap 2.28 (dd, 14.5, 6.1) overlap overlap 

H-7 1.89 (d, 10.7) overlap 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 11.5) overlap 1.89 (d, 11.5) overlap 1.89 (d, 11.5) 1.89 (d, 11.5) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 11.5) 

H-3 1.83 (d, 15.3) overlap 1.83 (d, 15.3) 1.83 (d, 14.5) overlap 1.83 (d, 14.5) overlap 1.83 (d, 15.3) 1.83 (d, 16.0) 1.83 (d, 16.8) 1.83 (d, 15.3) 

H-10 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 

Paeonivayin (5) － － － － － － － － － － 

Paeoniflorin (6) H-2'', 6'' 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 

H-4'' 7.66 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.67 (m) 7.66 (m) 

H-3'', 5'' 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 

H-9 5.30 (s) 5.30 (s) 5.30 (s) 5.30 (s) 5.30 (s) 5.30 (s) 5.30 (s) 5.31 (s) 5.30 (s) 

H-8 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 

H-1' 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 

H-5 2.42 (d, 6.9) 2.43 (d, 7.6) 2.42 (d, 6.1) 2.42 (d, 6.1) 2.42 (d, 6.9) 2.42 (d, 6.1) 2.42 (d, 6.9) 2.43 (d, 6.9) 2.42 (d, 6.1) 

H-7 2.35 (m) 2.35 (m) 2.35 (m) 2.35 (m) 2.35 (m) 2.35 (m) 2.36 (m) 2.36 (m) 2.35 (m) 

H-3 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 

H-7 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 9.9) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 

H-3 1.63 (d, 12.2)  1.63 (d, 12.2)  1.63 (d, 11.5)  1.63 (d, 13.0)  1.63 (d, 13.0) 1.63 (d, 12.2) 1.63 (d, 12.2)  1.63 (d, 12.2) 1.63 (d, 12.2)  

H-10 1.22 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.22 (s) 1.22 (s) 1.22 (s) 1.22 (s) 1.23 (s) 1.22 (s) 

4-O-methyl-paeoniflorin (7) － － － － － － － － － － 

Salicylpaeoniflorin (8) － － － － － － － － － － 

Benzoylpaeoniflorin (9) H-2'', 6'', 2''', 6''' 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.97 (m) overlap 

H-4'', 4''' 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 

H-3'', 5'', 3''', 5''' 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 

H-10 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 

Mudanpioside C (10) － － － － － － － － － － 

Galloylpaeoniflorin (11) H-2'', 6'' 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.97 (m) overlap 

H-4'' 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 

H-3'', 5'' 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 

H-10 1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 

Mudanpioside J (12) － － － － － － － － － － 

Oxypaeoniflorin (13) H-2'', 6'' 7.82 (m) 7.82 (m) 7.82 (m) 7.82 (m) 7.82 (m) 7.82 (m) － 7.82 (m) 7.82 (m) 

H-3'', 5'' 6.85 (m) overlap 6.85 (m) overlap 6.85 (m) overlap 6.85 (m) 6.84 (m) 6.84 (m) overlap － 6.86 (m) 6.84 (m) overlap 

H-9 5.27 (s) overlap overlap 5.27 (s) 5.27 (s) 5.27 (s) overlap － 5.27 (s) overlap 

Benzoyloxypaeoniflorin (14) － － － － － － － － － － 

Paeonidanin E (15) － － － － － － － － － － 

Lactiflorin (16) － － － － － － － － － － 

Mudanpioside E (17) － － － － － － － － － － 
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Table S1-2   (Continued) 

Compounds δH 

PR produced in Japan 

P. lactiflora 

D6 D7 D8 D10 D50 D51 D52 D9 D49 

PGG (18) 
H-2''''', 6''''' 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s) 6.96 (s) 6.98 (s) 

H-2', 6' 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.90 (s) 6.89 (s) 

H-2'', 6'' 6.82 (s) 6.82 (s) 6.82 (s) 6.82 (s) 6.82 (s) 6.82 (s) 6.82 (s) 6.83 (s) 6.82 (s) 

H-2'''', 6'''' 6.79 (s) 6.79 (s) 6.79 (s) 6.79 (s) 6.79 (s) 6.79 (s) 6.79 (s) 6.80 (s) 6.79 (s) 

H-2''', 6''' 6.74 (s) 6.74 (s) 6.74 (s) 6.74 (s) 6.74 (s) 6.74 (s) 6.74 (s) 6.75 (s) 6.74 (s) 

H-1 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 6.34 (d, 8.4) 6.34 (d, 8.4) 6.35 (d, 7.6) 6.34 (d, 7.6) 6.35 (d, 8.4) 6.34 (d, 7.6) 

H-3 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 

H-2 overlap overlap 5.43 (m) overlap 5.42 (m) 5.42 (m) 5.43 (m) 5.43 (m) 5.43 (m) 5.42 (m) 

H-4 overlap overlap 5.39 (d, 8.4) overlap 5.39 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) 5.38 (m) 

(+)-Catechin (19) H-2' 6.70 (d, 1.5) － 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 2.3) － － － 6.70 (d, 1.5) 6.70 (d, 2.3) 

H-5' 6.67 (d, 8.4) － 6.67 (d, 8.4) 6.67 (d, 8.4) － － － 6.67 (d, 8.4) 6.67 (d, 7.6) 

H-6' 6.57 (dd, 8.4, 2.3) － 6.57 (dd, 7.6, 2.3) 6.57 (dd, 7.6, 2.3) － － － 6.58 (dd, 8.4, 2.3) 6.57 (dd, 8.4, 2.3) 

H-8 5.87 (d, 2.3) － 5.87 (d, 2.3) 5.87 (d, 2.3) － － － 5.87 (d, 2.3) 5.87 (d, 2.3) 

H-6 5.67 (d, 2.3) － 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) － － － 5.67 (d, 1.5) 5.67 (d, 2.3) 

Paeonol (20) H-6 － － － － － － － － － 

Benzoic acid (21) H-2, 6 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.97 (m) overlap 

H-4 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 

H-3, 5 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.54 (m) overlap 

Gallic acid (22) H-2, 6 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.89 (s) 6.90 (s) 6.89 (s) 

Methyl gallate (23) － － － － － － － － － － 

Quercetin (24) － － － － － － － － － － 

Sulfonated paeoniflorin (25) － － － － － － － － － － 

Sucrose (26) H-1 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.1) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 

H-3' 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 7.6) 

H-4' 3.76 (t, 7.6) 3.76 (t, 7.6) 3.76 (t, 7.6) 3.76 (m) 3.76 (m) 3.76 (m) 3.76  (t, 7.6) 3.77  (t, 7.6) 3.76  (m) 

H-5' 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 

H-5 3.56 (m) 3.56 (m) 3.56 (m) 3.56 (m) 3.56 (m) 3.56 (m) 3.56 (m) 3.57 (m) 3.56 (m) 

H-6' 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 5.4) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 5.4) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 

H-6 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 

H-3 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 

H-1' 3.39 (s) 3.39 (s) 3.39 (s) 3.39 (s) 3.39 (s) 3.39 (s) 3.39 (s) 3.40 (s) 3.39 (s) 

H-2 3.18 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap 3.17 overlap 3.18 overlap 

H-4 3.11 (m) 3.11 (t, 9.2) 3.11 (t, 9.2) 3.11 (t, 9.2) 3.11 (t, 9.2) 3.11 (m) 3.11 (t, 9.2) 3.11 (m) 3.11 (t, 9.2) 

D-Glucose (27) H-1 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.1) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.1) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.1) 
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Table S1-2   (Continued) 

Compounds δH 

PR produced in China  RPR produced in China 

P. lactiflora  P. lactiflora 

D45 D46 D47 D48 D53  D12N D12 D13 

Paeoniflorol (1) － － － － － －  － － － 

4’-hydroxypaeoniflorigenone (2) － － － － － －  － － － 

4-epi-albiflorin (3) － － － － － －  － － － 

Albiflorin (4) H-2'', 6'' 8.00 (d, 7.6) overlap 8.00 (d, 7.6) overlap 8.00 (d, 6.9) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 7.6) overlap  8.00 (d, 7.6) overlap 8.00 (d, 7.6) overlap 8.00 (d, 7.6) overlap 

H-4'' 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap  7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 

H-3'', 5'' 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap  7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap 

H-8 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 11.5) 4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2)  4.54 (d, 12.2) 4.54 (d, 13.8) 4.54 (d, 12.2) 

H-4 4.11 (m) 4.10 (m) 4.11 (m) 4.10 (m) 4.10 (m)  4.10 (m) overlap overlap 

H-5 2.76 (m) 2.76 (m) 2.76 (m) 2.76 (m) 2.76 (m)  overlap overlap overlap 

H-7 2.66 (m) 2.66 (m) 2.66 (m) 2.66 (m) 2.66 (m)  2.65 (m) overlap 2.66 m overlap 

H-7 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 11.5) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 10.7) 1.89 (d, 9.2)  overlap overlap 1.89 (d, 11.5) 

H-3 1.83 (d, 16.0) 1.83 (d, 14.5) 1.83 (d, 15.3) 1.83 (d, 16.0) 1.83 (d, 15.3)  overlap overlap 1.84 (d, 13.8) 

H-10 1.38 (s) 1.37 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38(s)  1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 

Paeonivayin (5) － － － － － －  － － － 

Paeoniflorin (6) H-2'', 6'' 7.98 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m)  7.97 (m) 7.98 (m) 7.98 (m) overlap 

H-4'' 7.67 (m) 7.67 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.66 (m)  7.66 (m) 7.67 (m) 7.67 (m) overlap 

H-3'', 5'' 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m)  7.54 (m) 7.54 (m) 7.53 (m) overlap 

H-9 5.31 (s) 5.31 (s) 5.30 (s) 5.30 (s) 5.30 (s)  5.30 (s) 5.31 (s) 5.31 (s) 

H-8 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m)  4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 

H-1' 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 8.4) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6)  4.37 (d, 8.4) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 

H-5 2.43 (d, 8.4) 2.42 (d, 6.9) 2.42 (d, 6.9) 2.42 (d, 6.1) 2.42 (d, 6.1)  2.42 (d, 6.1) 2.43 (d, 6.1) 2.43 (d, 6.9) 

H-7 2.36 (m) 2.35 (m) 2.35 (m) 2.35 (m) 2.35 (m)  2.35 (m) 2.36 (m) 2.36 m 

H-3 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 13.0) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2)  2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 

H-7 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7)  1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 

H-3 1.63 (d, 12.2)  1.63 (d, 13.0)  1.63 (d, 13.0)  1.63 (d, 12.2)  1.63 (d, 12.2)  1.63 (d, 12.2) 1.64 (d, 12.2) 1.64 (d, 12.2) 

H-10 1.23 (S) 1.22 (s) 1.23 (S) 1.22 (s) 1.22 (s)  1.22 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 

4-O-methyl-paeoniflorin (7) － － － － － －  － － － 

Salicylpaeoniflorin (8) － － － － － －  － － － 

Benzoylpaeoniflorin (9) H-2'', 6'', 2''', 6''' － 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap  7.97 (m) overlap － 7.98 (m) overlap 

H-4'', 4''' － 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap  7.66 (m) overlap － 7.67 (m) overlap 

H-3'', 5'', 3''', 5''' － 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap  7.54 (m) overlap － 7.53 (m) overlap 

H-10 － 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s)  1.11 (s) － 1.12 (s) 

Mudanpioside C (10) － － － － － －  － － － 

Galloylpaeoniflorin (11) H-2'', 6'' － 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap  7.97 (m) overlap － 7.98 (m) overlap 

H-4'' － 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap  7.66 (m) overlap － 7.67 (m) overlap 

H-3'', 5'' － 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap  7.54 (m) overlap － 7.53 (m) overlap 

H-10 － 1.12 (s) overlap 1.13 (s) overlap 1.13 (s) 1.13 (s)  1.13 (s) overlap － 1.13 (s) overlap 

Mudanpioside J (12) － － － － － －  － － － 

Oxypaeoniflorin (13) H-2'', 6'' 7.82 (m) 7.82 (m) 7.82 m － －  7.82 (m) 7.82 (m) 7.82 m 

H-3'', 5'' overlap overlap overlap － －  6.84 (m) overlap overlap overlap 

H-9 overlap overlap overlap － －  overlap 5.27 (s) 5.27 (s) 

Benzoyloxypaeoniflorin (14) － － － － － －  － － － 

Paeonidanin E (15) － － － － － －  － － － 

Lactiflorin (16) － － － － － －  － － － 

Mudanpioside E (17) － － － － － －  － － － 
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Table S1-2   (Continued) 

Compounds δH 

PR produced in China   RPR produced in China 

P. lactiflora   P. lactiflora 

D45 D46 D47 D48 D53   D12N D12 D13 

PGG (18) PGG 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s) 6.95 (s)   6.95 (s) 6.96 (s) 6.96 (s) 

H-2', 6' 6.89 (s) 6.89 (s) 6.90 (s) 6.88 (s) 6.89 (s)   6.89 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 

H-2'', 6'' 6.83 (s) 6.82 (s) 6.83 (s) 6.82 (s) 6.82 (s)   6.83 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 

H-2'''', 6'''' 6.80 (s) 6.79 (s) 6.80 (s) 6.79 (s) 6.79 (s)   6.79 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 

H-2''', 6''' 6.75 (s) 6.74 (s) 6.75 (s) 6.74 (s) 6.74 (s)   6.74 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 

H-1 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 6.34 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4)   6.35 (d, 8.4) 6.36 (d, 8.4) overlap 

H-3 5.93 (m) 5.94 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (t, 9.9)   5.93 (m) 5.94 (m) 5.94 (m) 

H-2 5.43 (m) 5.42 (m) 5.43 (m) 5.42 (m) 5.43 (m)   5.42 (m) 5.43 (m) 5.44 (m) 

H-4 5.39 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) 5.39 (m)   5.38 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) 

(+)-Catechin (19) H-2' 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 2.3) －   － 6.71 (d, 2.3) 6.71 (d, 2.3) 

H-5' 6.67 (d, 7.6) overlap 6.67 (d, 8.4) 6.67 (d, 8.4) －   － 6.67 (d, 8.4) 6.66 (d, 7.6) 

H-6' 6.57 (dd, 9.2, 1.5) overlap 6.58 (dd, 7.6, 2.3) overlap －   － 6.56 (dd, 8.4, 1.5) overlap 

H-8 5.88 (d, 2.3) overlap overlap overlap －   － 5.88 (d,2.3) 5.88 (d,2.3) 

H-6 5.67 (d, 2.3) overlap 5.67 (d, 2.3) overlap －   － 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) 

Paeonol (20) － － － － － －   － － － 

Benzoic acid (21) H-2, 6 7.98 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap   7.97 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 

H-4 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap   7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 

H-3, 5 7.53 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap   7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap 

Gallic acid (22) H-2, 6 6.89 (s) 6.89 (s) 6.90 (s) 6.88 (s) 6.89 (s)   6.89 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 

Methyl gallate (23) － － － － － －   － － － 

Quercetin (24) － － － － － －   － － － 

Sulfonated paeoniflorin (25) － － － － － －   － － － 

Sucrose (26) H-1 5.17 (d, 3.8) 5.16 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.1) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8)   5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.1) 5.17 (d, 3.8) 

H-3' 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6)   3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6) 

H-4' 3.77 (m) 3.76  (t, 7.6) 3.77 (t, 7.6) 3.76 (m) 3.76 (m)   3.76 (t, 7.6) 3.77 (m) overlap 

H-5' 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m)   3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 

H-5 3.56 (m) 3.56 (m) 3.57 (m) 3.56 (m) 3.56 (m)   3.56 (m) 3.57 (m) 3.57 (m) overlap 

H-6' 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d,4.6)   3.49 (d, 4.6) 3.50 (d, 4.6) overlap 

H-6 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4)   3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) overlap 

H-3 3.45 (d, 9.2) 3.44 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2)   3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) overlap 

H-1' 3.40 (s) 3.39 (s) 3.40 (s) 3.39 (s) 3.39 (s)   3.39 (s) 3.40 (s) 3.40 (s) overlap 

H-2 3.18 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap 3.18 overlap   3.17 (dd, 9.2, 3.8) 3.18 overlap 3.18 (dd, 9.2, 3.8) 

H-4 3.11 (t, 9.2) 3.11 (m) 3.11 (m) 3.11 (t, 9.2) 3.11 (t, 9.2)   3.11 (m) 3.11 (m) 3.11 (m) 

D-Glucose (27) H-1 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.1)   4.89 (d, 3.1) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 
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Table S1-2   (Continued) 

Compounds δH 

RPR produced in China 

P. lactiflora  P. veitchii 

D14 D15 D54 D16  D11 DS-1 DS-5 DS-6 DS-7 

Paeoniflorol (1) － － － － －  － － － － － 

4’-hydroxypaeoniflorigenone (2) － － － － －  － － － － － 

4-epi-albiflorin (3) － － － － －  － － － － － 

Albiflorin (4) H-2'', 6'' 8.00 (d, 6.9) overlap 8.00 (d, 6.9) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap 8.00 (d, 8.4) overlap  8.01 overlap 8.00 overlap 8.01 overlap 8.01 overlap 8.00 overlap 

H-4'' 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap  7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 

H-3'', 5'' 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap  7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 

H-8 4.53 (d, 12.2) 4.54 (d, 12.2) overlap 4.54 (d, 12.2) overlap 4.54 (d, 12.2)  overlap overlap overlap overlap overlap 

H-4 4.10 (m) overlap overlap overlap 4.11 (m)  overlap overlap overlap overlap overlap 

H-5 2.76 (m) overlap overlap overlap 2.76 (m)  overlap overlap overlap overlap overlap 

H-7 overlap overlap overlap 2.66 (m)  overlap overlap overlap overlap overlap 

H-3 overlap overlap overlap overlap  overlap overlap overlap overlap overlap 

H-7 overlap overlap overlap 1.89 (d, 10.7)  overlap overlap overlap overlap overlap 

H-3 overlap overlap overlap 1.83 (d, 16.0)  overlap overlap overlap overlap overlap 

H-10 1.37 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s)  1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 1.38 (s) 

Paeonivayin (5) － － － － －  － － － － － 

Paeoniflorin (6) H-2'', 6'' 7.97 (m) 7.97 (m) 7.98 (m) 7.97 (m)  7.97 (m) 7.98 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 7.97 (m) 

H-4'' 7.66 (m) 7.67 (m) 7.67 (m) 7.66 (m)  7.66 (m) 7.67 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 7.66 (m) 

H-3'', 5'' 7.54 (m) 7.54 (m) 7.54 (m) 7.53 (m)  7.54 (m) 7.54 (m) 7.53 (m) 7.53 (m) 7.53 (m) 

H-9 5.30 (s) 5.31 (s) 5.31 (s) 5.31 (s)  5.31 (s) 5.31 (s) 5.30 (s) 5.30 (s) 5.30 (s) 

H-8 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m)  4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 4.63 (m) 

H-1' 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 8.4)  4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 4.37 (d, 7.6) 

H-5 2.42 (d, 6.1) 2.43 (d, 6.9) 2.43 (d, 6.1) 2.42 (d, 6.9)  2.43 (d, 6.1) 2.43 (d, 6.1) 2.42 (d, 6.9) 2.42 (d, 6.9) 2.42 (d, 6.1) 

H-7 2.35 (m) 2.36 (m) 2.35 (m) 2.35 (m)  2.36 (m) 2.36 (m) 2.35 (m) 2.35 (m) 2.35 (m) 

H-3 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 13.0) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2)  2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 13.0) 2.03 (d, 12.2) 2.03 (d, 12.2) 

H-7 1.79 (d, 9.9) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 9.9) 1.80 (d, 10.7)  1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 1.80 (d, 10.7) 

H-3 1.63 (d, 12.2) 1.64 (d, 13.0) 1.63 (d, 12.2) 1.63 (d, 13.0)  1.64 (d, 12.2) 1.64 (d, 12.2) 1.64 (d, 11.5) 1.64 (d, 11.5) 1.63 (d, 11.5) 

H-10 1.22 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s)  1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.23 (s) 1.22 (s) 

4-O-methyl-paeoniflorin (7) － － － － －  － － － － － 

Salicylpaeoniflorin (8) － － － － －  － － － － － 

Benzoylpaeoniflorin (9) H-2'', 6'', 2''', 

6''' 
7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.97 (m) overlap   － － 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 

H-4'', 4''' 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap  － － 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 

H-3'', 5'', 3''', 

5''' 
7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap  － － 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 

H-10 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s)  － － 1.11 (s) 1.11 (s) 1.11 (s) 

Mudanpioside C (10) － － － － －  － － － － － 

Galloylpaeoniflorin (11) H-2'', 6'' 7.97 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.97 (m) overlap   7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 

H-4'' 7.66 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap  7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 

H-3'', 5'' 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap  7.53 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 

H-3 1.55 (d, 12.2) 1.56 (d, 13.0) overlap 1.56 (d, 12.2) overlap  1.56 (d, 13.0) 1.56 (d, 12.2) 1.56 (d, 12.2) 1.56 (d, 12.2) 1.55 (d, 12.2) 

H-10 1.12 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) overlap  1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 1.13 (s) 1.12 (s) 

Mudanpioside J (12) － － － － －  － － － － － 

Oxypaeoniflorin (13) H-2'', 6'' 7.82 (m) 7.82 (m) 7.82 (m) －  － － － － － 

H-3'', 5'' 6.85 (m) 6.85 (m) 6.84 (m) －  － － － － － 

H-9 overlap 5.27 (s) 5.27 (s) －  － － － － － 

Benzoyloxypaeoniflorin (14) － － － － －  － － － － － 

Paeonidanin E (15) － － － － －  － － － － － 

Lactiflorin (16) － － － － －  － － － － － 

Mudanpioside E (17) － － － － －  － － － － － 
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Table S1-2   (Continued) 

Compounds δH 

RPR produced in China 

P. lactiflora  P. veitchii 

D14 D15 D54 D16   D11 DS-1 DS-5 DS-6 DS-7 

PGG (18) H-2''''', 6''''' 6.95 (s) 6.96 (s) 6.95 (s) 6.96 (s)   6.96 (s) 6.95 (s) 6.96 (s) 6.96 (s) 6.95 (s) 

H-2', 6' 6.89 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.90 (s)   6.90 (s) 6.89 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.89 (s) 

H-2'', 6'' 6.82 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 6.83 (s)   6.83 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 6.83 (s) 6.82 (s) 

H-2'''', 6'''' 6.79 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 6.80 (s)   6.80 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 6.80 (s) 6.79 (s) 

H-2''', 6''' 6.74 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 6.75 (s)   6.75 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 6.75 (s) 6.74 (s) 

H-1 6.35 (d, 7.6) 6.36 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4)   6.35 (d, 7.6) 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 6.35 (d, 8.4) 

H-3 5.93 (m) 5.94 (m) 5.93 (m) 5.93 (m)   5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 5.93 (m) 

H-2 5.42 (m) 5.43 (m) 5.43 (m) overlap   5.43 (m) 5.43 (m) 5.43 (m) 5.43 (m) 5.42 (m) 

H-4 5.38 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) overlap   5.39 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) 5.39 (m) 

(+)-Catechin (19) H-2' 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 2.3) 6.70 (d, 2.3) overlap   － － － － － 

H-5' 6.67 (d, 7.6) 6.66 (d, 8.4) 6.67 (d, 7.6) overlap   － － － － － 

H-6' 6.57 (dd, 8.4, 1.5) 6.58 (dd, 8.4, 2.3) 6.58 (dd, 7.6, 2.8) overlap   － － － － － 

H-8 5.87 (d,2.3) 5.87 (d, ,2.3) 5.87 (d,2.3) 5.87 (d, 2.3)   － － － － － 

H-6 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3) 5.67 (d, 2.3)   － － － － － 

Paeonol (20) － － － － －   － － － － － 

Benzoic acid (21) H-2, 6 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.97 (m) overlap   7.98 (m) overlap 7.98 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 7.97 (m) overlap 

H-4 7.64 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap   7.67 (m) overlap 7.67 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 7.66 (m) overlap 

H-3, 5 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap   7.53 (m) overlap 7.54 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 7.53 (m) overlap 

Gallic acid (22) H-2, 6 6.89 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.90 (s)   6.90 (s) 6.89 (s) 6.90 (s) 6.90 (s) 6.89 (s) 

Methyl gallate (23) H-2, 6 － － － －   － 6.92 (s) 6.92 (s) 6.92 (s) 6.92 (s) 

Quercetin (24) － － － － －   － － － － － 

Sulfonated paeoniflorin (25) H-2'', 6'' － － － 7.97 (m) overlap   － － － － － 

H-4'' － － － 7.66 (m) overlap   － － － － － 

H-3'', 5'' － － － 7.53 (m) overlap   － － － － － 

H-9 － － － 5.41 (s)   － － － － － 

H-8 － － － 4.65 (s)   － － － － － 

H-5 － － － overlap   － － － － － 

H-7 － － － 2.37 (m)   － － － － － 

H-3 － － － overlap   － － － － － 

－ － － overlap   － － － － － 

H-7 － － － 1.71 (d, 10.7)   － － － － － 

H-10 － － － 1.22 (s)   － － － － － 

Sucrose (26) H-1 5.16 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8)   5.17 (d, 3.1) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.17 (d, 3.8) 5.16 (d, 3.1) 

H-3' 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6)   3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 8.4) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 7.6) 3.87 (d, 8.4) 

H-4' 3.76 (m) 3.77 (t, 7.6) 3.76 (t, 7.6) 3.76 (m)   3.77 (t, 7.6) 3.77 (t, 7.6) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.76 (t, 7.6) 

H-5' 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m)   3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 3.64 (m) 

H-5 3.56 (m) 3.57 (m) 3.56 (m) 3.56 (m)   3.57 (m) 3.56 (m) 3.57 (m) 3.57 (m) 3.56 (m) 

H-6' 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6)   3.50 (d, 4.6) 3.50 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 3.49 (d, 4.6) 

H-6 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 4.6) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4)   3.47 (d, 4.6) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 3.47 (d, 5.4) 

H-3 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2)   3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 3.45 (d, 9.2) 

H-1' 3.39 (s) overlap 3.40 (s) 3.40 (s) 3.40 (s)   3.40 (s) overlap 3.40 (s) 3.40 (s) 3.40 (s) 3.39 (s) 

H-2 
3.17 (dd, 9.2, 3.8) 3.18 (dd, 9.9, 3.8) 3.17 overlap 3.17 (dd, 9.9, 3.8)    3.18 (dd, 9.9, 3.8) 

3.18 (dd, 9.2, 3.8) 

overlap 
3.18 overlap 3.18 overlap 3.17 (dd, 9.9, 3.8) 

H-4 3.11 (t, 9.2) 3.11 (m) 3.11 (m) 3.11 (t, 9.2)   3.11 (m) 3.11 (m) 3.11 (t, 9.2) 3.11 (t, 9.2) 3.11 (m) 

D-Glucose (27) H-1 4.89 (d, 3.1) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.1) 4.89 (d, 3.1)   4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 4.89 (d, 3.8) 
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Table S1-3 Purity of reference compounds using qHNMR in Chapter 1 

Compound name Molecular mass Selected signal δH Purity (%) 

gallic acid (22) 170.12 6.90 (s) 90.30 

albiflorin (4) 480.46 1.38 (s)* 84.61 

paeoniflorin (6) 480.47 5.31 (s)* 78.08 

benzoic acid (21) 122.12 7.61 (t, J=7.5 Hz) 99.88 

PGG (18) 940.68 6.75 (s)* 87.01 

*, the signals were used to quantify these compounds in extracts. 

 

 

 

Table S1-4 Linear regression data of compounds in Chapter 1 

a: Limit of detection (S/N=3) 

b: Limit of quantification (S/N=10) 

 

 

 

 

 

Table S1-5 Intra- and inter-day precision in Chapter 1 

Compound 
Intra-day precision (RSD, %)  Inter-day precision (RSD, %) 

Standard mixture solution D18  Standard mixture solution D18 

gallic acid (22) 0.16 0.14  0.13 0.11 

albiflorin (4) 0.38 0.11  0.26 0.21 

paeoniflorin (6) 0.44 0.13  0.16 0.12 

benzoic acid (21) 0.13 0.07  0.04 0.15 

PGG (18) 0.27 0.07  0.60 0.02 

 

 

 

 

 

 

Table S1-6 75% Ethanol extract yields and sucrose (26) contents in plant samples (n=3) 

No. 
Extract content (mg/g) 

mean ± SD 

Sucrose content (mg/g) 

mean ± SD 

A 222 ± 27 99.2 ± 14.7 

B 141 ±  7 49.1 ±  3.9 

C 397 ± 15 221.3 ±  9.4 

D 386 ± 17 208.7 ±  9.2 

 

 

 

Compound LOD (μg/mL)a LOQ (μg/mL)b R2 Calibration curve equation Linear range (mg/mL) Recovery (%) RSD (%) 

gallic acid (22) 0.34 1.12 1.0000 y = 11619536.9744 x - 15738.1730 0.0027-1.0756 97.18% 0.23% 

albiflorin (4) 0.11 0.36 1.0000 y = 8666813.4091 x + 25560.7084 0.0034-1.3776 96.91% 0.51% 

paeoniflorin (6) 0.08 0.28 1.0000 y =12583408.7735 x + 29627.3939 0.0027-1.0820 106.81% 0.92% 

benzoic acid (21) 0.0005 0.0018 1.0000 y = 39010105.1433 x - 143.5365 0.0005-0.1742 101.55% 0.72% 

PGG (18) 0.31 1.04 0.9999 y = 14115132.4028 x - 66528.4218 0.0025-1.0018 102.29% 2.09% 
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Table S1-7 Data matrix creation conditions and model reliability of Figs. S1-5 and S1-6 
PCA 

Spectra Normalization Sucrose (26) signals* R2X Q2 
RPR samples 

Fig. S1-5a & b 1H NMR Peak area of internal standard ＋ 0.921 0.775 

Fig. S1-5c & d 1H NMR Peak area of internal standard − 0.948 0.816 

Fig. S1-5e & f qHNMR Peak area of internal standard ＋ 0.864 0.579 

Fig. S1-5g & h qHNMR Peak area of internal standard − 0.967 0.800 

Fig. S1-6a & b 1H NMR Total intensity ＋ 0.719 0.507 

Fig. S1-6c & d 1H NMR Total intensity − 0.701 0.438 

Fig. S1-6e & f qHNMR Total intensity ＋ 0.729 0.495 

Fig. S1-6g & h qHNMR Total intensity − 0.681 0.429 

*: ＋ and − indicate including and excluding sucrose (26) signals, respectively. 

R2X: model interpretation rate 

Q2: model predictive ability 

 

 

 

Table S1-8 Data matrix creation conditions and model reliability of Figs. 1-6 and S1-7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*: ＋ and − indicate including and excluding sucrose (26) signals, respectively. 

R2X and R2Y: model interpretation rate 

Q2: model predictive ability 

 

 

 

OPLS-DA 
Spectra Normalization Sucrose (26) signals* R2X R2Y Q2 

RPR samples 

Fig. 1-6a & b 1H NMR Peak area of internal standard ＋ 0.973 0.998 0.944 

Fig. 1-6c & d 1H NMR Peak area of internal standard − 0.904 0.967 0.911 

Fig. 1-6a & b qHNMR Peak area of internal standard ＋ 0.952 0.995 0.959 

Fig. 1-6c & d qHNMR Peak area of internal standard − 0.967 0.995 0.971 

Fig. S1-7a & b 1H NMR Total intensity ＋ 0.772 0.983 0.953 

Fig. S1-7c & d 1H NMR Total intensity − 0.754 0.990 0.950 

Fig. S1-7e & f qHNMR Total intensity ＋ 0.947 0.997 0.976 

Fig. S1-7g & h qHNMR Total intensity − 0.679 0.990 0.951 
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Fig. S1-1 Representative HPLC chromatograms of peony root samples. a: D18 of WPR treated by sulfur fumigation; b: D52 of PR produced in Japan; c: D12 of RPR 

derived from P. lactiflora; and d: D11 of RPR derived from P. veitchii. 
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Fig. S1-2 Scores Scatter Plot t1 vs u1 of PLS model using quantitative values quantified using qHNMR and HPLC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S1-3 Heatmap of integral values of the signals used for qHNMR and contents quantified using HPLC. The numerals 

on the outside of graph indicate chemical shift (δH in ppm); *, the signals used for qHNMR; and #, the contents quantified 

using HPLC. 
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Fig. S1-4 PCA results using data matrix converted from 1H NMR and qHNMR spectra of 31 peony root samples 

derived from P. lactiflora (normalized to total intensity). The creation conditions of each data matrix were 

summarized in Table 1-8. Score plot: the numbers indicate code no. of samples shown in Table 1-2. Loading plot: 

the numerals indicate chemical shift (δH in ppm).

Score plot Loading plot 
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RPR samples derived from P. lactiflora  RPR samples derived from P. veitchii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S1-5 PCA results using data matrix converted from 1H NMR and qHNMR spectra of 11 RPR samples derived 

from P. lactiflora and P. veitchii (normalized to internal standard). The creation conditions of each data matrix were 

summarized in Table S1-7. Score plot: the numbers indicate code no. of samples shown in Table 1-2. Loading plot: 

the numerals indicate chemical shift (δH in ppm).  

Score plot 
Loading plot 
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RPR samples derived from P. lactiflora  RPR samples derived from P. veitchii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S1-6 PCA results using data matrix converted from 1H NMR and qHNMR spectra of 11 RPR samples derived 

from P. lactiflora and P. veitchii (normalized to total intensity). The creation conditions of each data matrix were 

summarized in Table S1-7. Score plot: the numbers indicate code no. of samples shown in Table 1-2. Loading plot: 

the numerals indicate chemical shift (δH in ppm). 

Score plot Loading plot 
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RPR samples derived from P. lactiflora  RPR samples derived from P. veitchii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S1-7 OPLS-DA results using data matrix converted from 1H NMR and qHNMR spectra of 11 RPR samples 

derived from P. lactiflora and P. veitchii (normalized to total intensity). The creation conditions of each data matrix 

were summarized in Table S1-8. Score plot: the numbers indicate code no. of samples shown in Table 1-2. S-plot: 

the numerals indicate chemical shift (δH in ppm).

Score plot S-plot 
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Scheme S2-1 Isolation of 29, 30, 31, 33, and 35 

Scheme S2-2 Isolation of 34 and 36 
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 Scheme S2-3 Isolation of 37 
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Table S2-1 1H NMR chemical shifts of detected compounds of each sample 

Compounds δH CnM01 CnM02 CnM03 CnM04 CnM05 CnM06 CnM07 CnM09 CnM10 CnM11 CnM12 

naringin (28) 
H-2', 6' 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) － 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) － 7.31 (d, 7.6) 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) 

H-3', 5' 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) － 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) － 6.81 (d, 9.2) 6.81 (d, 9.2) 6.81 (d, 8.4) 

H-8 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 1.5) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 

H-6 6.15 (d, 1.5) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap － 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap － 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 

H-2 overlap overlap － overlap 5.38 (m) overlap overlap overlap － 5.38 (m) overlap overlap 5.38 (m) overlap 

H-1''' 5.24 (dd, 5.4, 2.3) overlap 5.24 (m) overlap － 5.24 (m) overlap 5.24 (m) overlap 5.24 (dd, 6.1, 1.5) overlap 5.23 (dd, 5.4, 1.5) overlap － 5.27 (m) 5.24 (m) overlap 5.24 (m) overlap 

H-1'' 5.10 (m) overlap overlap － 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap － 5.10 (dd, 8.4, 7.6) 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 

H-2''' 3.92 (m) 3.92 (m) － overlap 3.92 (m) 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap － 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 

H-5''' 3.88 (m) 3.88 (m) － overlap 3.88 (m) 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap － 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 

H-6'' 3.85 (m) 3.85 (m) － overlap 3.85 (m) 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap － 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap 

H-4''' 3.37 overlap 3.37 overlap － 3.38 overlap 3.37 overlap 3.38 overlap overlap － 3.37 overlap overlap 3.37 overlap 

H-3 
3.17 overlap overlap － overlap 3.16 overlap 3.16 overlap overlap － 3.16 (m) overlap overlap 

2.75 (m) overlap overlap － 2.76 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.76 (m) overlap － 2.75 (m) 2.75 (m) 2.75 (m) 

H-6''' 1.28 (d, 6.1) overlap overlap － 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.27 (d, 5.4) overlap － 1.28 (d, 4.6) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 

neoeriocitrin (29) 
H-2' 6.91 (s) 6.91 (s) － 6.91 (s) 6.91 (s) 6.91 (s) 6.91 (s) － 6.91 (s) 6.91 (s) 6.91 (s) 

H-5' 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 2.3) － 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) － 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 2.3) 

H-6' 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 2.3) － 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) － 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 2.3) 

H-8 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 1.5) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 

H-6 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap － 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap － 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 1.5) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 

H-2 5.32 (m) 5.32 (m) overlap － 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) － 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) 

H-1''' 5.24 (dd, 5.4, 2.3) overlap 5.24 (m) overlap － 5.24 (m) overlap 5.24 (m) overlap 5.24 (dd, 4.6, 1.5) overlap 5.23 (dd, 5.4, 1.5) overlap － 5.24 (m) overlap 5.24 (m) overlap 5.24 (m) overlap 

H-1'' 5.10 (m) overlap overlap － 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap － 5.10 (m) overlap 5.10 (t, 8.0) overlap 5.10 (m) overlap 

H-2''' overlap overlap － overlap overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap － 3.92 (m) overlap overlap overlap 

H-6'' overlap overlap － overlap overlap 3.87 (m) overlap 3.87 (m) overlap － 3.87 (m) overlap overlap overlap 

H-5''' overlap overlap － overlap overlap 3.87 (m) overlap 3.87 (m) overlap － 3.87 (m) overlap overlap overlap 

H-3 
overlap overlap － 3.11 (m) overlap overlap 3.11 (m) overlap 3.11 (m) overlap － overlap overlap 3.12 (dd, 16.8, 12.2) 

2.75 (m) overlap overlap － 2.76 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.76 (m) overlap － overlap overlap 2.75 (m) overlap 

H-6''' 1.28 (d, 6.1) overlap overlap － 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.27 (d, 5.4) overlap － 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 

5,7-dihydroxychromone 

7-O-neohesperidoside 

(30) 

H-2 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 5.4) － 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 6.1) － 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 5.4) 8.04 (d, 5.4) 

H-8 6.66 (d, 2.3) overlap 6.66 (d, 3.1) － overlap 6.66 (d, 2.3) overlap 6.66 (d, 3.1) 6.66 (d, 2.3) － 6.66 (d, 2.3) 6.66 (d, 2.3) 6.66 (d, 2.3) 

H-6 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) － overlap 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) － 6.47 (d, 2.3) 6.48 (d, 1.5) 6.47 (d, 2.3) 

H-1'' 6.26 (d, 6.1) 6.26 (d, 6.1) － 6.25 (d, 6.9) 6.25 (d, 6.1) 6.25 (d, 6.1) 6.25 (d, 5.4) － 6.25 (d, 6.1) 6.25 (d, 6.1) 6.25 (d, 6.1) 

H-1' overlap 5.26 (d, 1.5) － overlap 5.26 (d, 2.3) 5.26 (d, 1.5) 5.26 (d, 1.5) － 5.26 (d, 1.5) 5.26 (d, 1.5) 5.26 (m) 

H-6''' overlap 5.17 (d, 7.6) － overlap 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) － 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) 

caffeic acid 4-O-β-D-

glucoside (31) 
H-1' － － － 7.51 (d, 16.0) － － － － 7.54 (d, 16.0) 7.52 (d, 16.0) － 

H-5 － － － 7.19 (d, 8.4) － － － － 7.18 (d, 8.4) 7.18 (d, 8.4) － 

H-2 － － － 7.09 (d, 1.5) － － － － 7.08 (d, 2.3) 7.07 (d, 1.5) － 

H-6 － － － 7.02 (dd, 8.4, 2.3) － － － － 7.01 (dd, 8.4, 2.3) 7.00 (dd, 8.4, 2.3) － 

H-2' － － － 6.31 (d, 16.0) － － － － 6.32 (d, 16.0) 6.33 (d, 16.0) － 

protocatechuic acid (32) 
H-2 － － － － － － － 7.41 (dd, 9.9, 2.3)  － － － 

H-6 － － － － － － － 7.41 (dd, 9.9, 2.3)  － － － 
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Table S2-1 (Continued) 
Compounds δH CnM01 CnM02 CnM03 CnM04 CnM05 CnM06 CnM07 CnM09 CnM10 CnM11 CnM12 

p-coumaric acid 4-O-β-

D-glucoside (33) 
H-2' － － － 7.58 (d, 16.0) － － － － 7.60 (d, 18.4) － － 

H-2, 6 － － － 7.53 (d, 8.4) － － － － 7.54 (d, 7.6) － － 

H-3, 5 － － － 7.11 (d, 8.4) － － － － 7.11 (d, 8.4) － － 

H-1' － － － 6.36 (d, 16.0) － － － － 6.36 (d, 16.0) － － 

ferulic acid 4-O-β-D-

glucoside (34) 
－ － － － － － － － － － － － 

kaempferol 3-O-α-L-

rhamnoside 7-O-β-D-

glucoside (35) 

H-2', 6' 7.80 (d, 9.2) － － 7.80 (d, 9.2) 7.80 (d, 9.2) － － － － 7.80 (d, 9.2) － 

H-8 － － － 6.76 (d, 2.3) overlap － － － － － － 

H-6 － － － 6.49 (d, 2.3) 6.49 (d, 2.3) － － － － 6.49 (d, 2.3) － 

cinnamtannin D-1 (36) － － － － － － － － － － － － 

(-)-epicatechin 3-O-β-

D-allopyranoside (37) 
－ － － － － － － － － － － － 

sucrose (26) 
H-1 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) overlap 

H-3' 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.08 (d, 8.4) 4.08 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.08 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.08 (d, 8.4) 

H-4' 4.02 (t, 7.6) 4.01 (m) 4.02 (m) overlap 4.02 overlap 4.01 (m) 4.01 overlap 4.02 (t, 8.4) overlap 4.02 (m) overlap 4.01 (m) 4.01 (m) 

H-5' 3.82 (m) 3.81 (m) 3.82 (m) overlap 3.81 overlap 3.82 (m) 3.82 (m) overlap 3.82 (m) 3.82 (m) 3.82 (m) 3.82 (m) 

H-5 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) overlap 3.75 overlap 3.77 (m) 3.77 (m) overlap 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 

H-6' 3.72 (d, 4.6) 3.72 (m) 3.70 (m) 3.72 (m) overlap overlap 3.71 (m) 3.72 (m) overlap 3.72 (m) 3.71 (m) 3.72 (m) 3.71 (m) 

H-6 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 4.6) 3.67 (d, 4.6) 3.69 (m) overlap overlap 3.69 (d, 5.4) overlap 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 4.6) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 4.6) 

H-3 3.67 (d, 9.2) 3.66 (m) 3.67 (d, 8.4) overlap overlap 3.66 (m) 3.67 (d, 5.4) 3.67 (d, 7.6) 3.67 (d, 7.6) 3.67 (m) 3.67 (m) 

H-1' 3.62 (dd, 20.6, 12.2) 3.61 (dd, 20.6, 12.3) 3.61 (dd, 19.9, 12.2) overlap overlap 3.61 (dd, 20.6, 12.2) 3.61 (m) overlap 3.62 (dd, 21.4, 12.2) 3.61 (dd, 20.6, 12.2) 3.62 (dd, 20.6, 12.2) 3.61 (dd, 21.4, 12.2) 

H-2 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.41 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) overlap 3.41 (dd, 9.2, 3.8) 3.41 (dd, 9.2, 3.8) 3.41 (m) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.41 (dd, 9.2, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.41 (dd, 9.9, 3.8) 

H-4 3.35 (m) 3.35 (m) 3.35 (m) overlap 3.35 (m) overlap overlap 3.34 (m) overlap overlap 3.35 (m) overlap 3.35 (m) overlap 3.35 (m) overlap 3.34 (m) overlap 

D-glucose (27) 
H-1(α) － － 5.10 (d, 3.1) 5.10 (d, 3.8) 5.10 (d, 3.1) － 5.09 (d, 3.4) overlap 5.10 (d, 3.1) overlap 5.09 (d, 3.8) overlap 5.10 (d, 3.1) overlap － 

H-1(β) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 8.4) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 8.4) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 8.4) 4.46 (d, 8.4) 4.46 (d, 7.6) 

H-6 overlap overlap 3.85 overlap 3.84 (dd, 12.2, 1.5) 3.84 (m) overlap overlap 3.84 (m) overlap overlap overlap 3.85 overlap overlap 
 

overlap overlap overlap 3.78 (m) overlap 3.78 (m) overlap overlap 3.78 (m) overlap overlap overlap overlap overlap 

H-5 overlap overlap overlap 3.76 (m) 3.76 (m) overlap overlap 3.76 (m) overlap overlap overlap overlap overlap 

H-3 overlap overlap overlap 3.70 - 3.62 3.71 - 3.61 overlap 3.70 - 3.62 overlap overlap overlap overlap 

H-4(β) - - overlap 3.34 overlap 3.34 overlap － overlap overlap overlap overlap － 

H-4(α) overlap overlap overlap 3.27 (m) 3.27 (m) overlap 3.27 (m) overlap overlap overlap overlap 

H-2 3.12 (m) 3.11 (m) 3.11 (m) 3.12 (m) 3.15 (m) 3.11 (m) overlap 3.11 (m) overlap 3.12 (m) 3.11 (m) 3.11 (m) 3.11 (m) 

5-HMF (38) H-1 － － － 9.52 (s) － － － 9.52 (s) 9.53 (s) 9.52 (s) － 

H-2 － － － overlap － － － 7.38 (d, 3.8) 7.37 (d, 3.8) 7.38 (d, 3.8) － 

H-3 － － － overlap － － － overlap overlap 6.57 (d, 3.1) － 

H-4 － － － overlap － － － 4.60 (s) 4.60 (s) 4.60 (s) － 
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Table S2-1 (Continued) 
Compounds δH CnM13 CnM14 CnM15 CnM16 CnM17 CnM18 CnM19 CnM21 CnM22 CnM23 CnM24 

naringin (28) H-2', 6' － 7.31 (d, 7.6) － 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) － 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 7.6) － 7.31 (d, 6.9) 

H-3', 5' － 6.81 (d, 8.4) － 6.81 (d, 9.2) 6.81 (d, 9.2) － 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 9.2) 6.81 (d, 8.4) － 6.81 (d, 8.4) overlap 

H-8 － 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 2.3) overlap 

H-6 － 6.15 (d, 2.3) overlap － 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap － 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 1.5) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap － 6.15 (d, 2.3) overlap 

H-2 － 5.38 (m) overlap － 5.38 (m) overlap 5.38 (m) overlap － 5.38 (m) overlap 5.39 (m) overlap 5.38 (m) overlap － overlap 

H-1''' － 5.24 (m) － 5.23 (dd, 5.4, 1.5) overlap 5.24 (dd, 5.4, 2.3) overlap － 5.24 (m) overlap 5.23 (dd, 5.4, 1.5) overlap 5.24 (m) overlap － 5.23 (m) overlap 

H-1'' － 5.10 (m) overlap － 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap － 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (t, 8.4) overlap － 5.10 (m) overlap 

H-2''' － 3.92 (m) － 3.92 (m) 3.92 (m) overlap － 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap － 3.92 (m) overlap 

H-5''' － 3.88 (m) － 3.88 (m) 3.88 (m) overlap － 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap － 3.88 (m) overlap 

H-6'' － 3.85 (m) － 3.85 (m) 3.85 (m) overlap － 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap overlap － overlap 

H-4''' － 3.38 overlap － 3.38 overlap 3.38 overlap － 3.38 overlap 3.38 overlap 3.37 overlap － 3.37 overlap 

H-3 － overlap － overlap overlap － overlap 3.16 (m) overlap 3.16 (m) overlap － 3.17 (m) overlap 

－ 2.76 (m) － 2.76 (m) 2.75 (m) － 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap － overlap 

H-6''' － 1.28 (d, 6.1) overlap － 1.28 (d, 6.1) overlap 1.27 (d, 5.4) overlap － 1.28 (d, 6.1) overlap 1.27 (d, 4.6) overlap 1.28 (d, 4.6) overlap － 1.28 (d, 6.1) overlap 

neoeriocitrin (29) H-2' － 6.91 (s) － 6.91 (s) 6.91 (s) － 6.92 (s) 6.91 (s) 6.91 (s) － 6.92 (s) 

H-5' － 6.78 (d, 2.3) － 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) － 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) － 6.78 (d, 1.5) 

H-6' － 6.78 (d, 2.3) － 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) － 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) － 6.78 (d, 1.5) 

H-8 － 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap － 6.17 (d, 2.3) overlap 

H-6 － 6.14 (d, 2.3) overlap － 6.14 (d, 1.5) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap － 6.14 (d, 1.5) overlap 6.14 (d, 1.5) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap － 6.14 (d, 2.3) overlap 

H-2 － 5.32 (m) － 5.32 (m) 5.32 (m) － 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) － 5.32 (m) 

H-1''' － 5.24 (m) overlap － 5.23 (dd, 5.4, 1.5) overlap 5.24 (dd, 5.4, 2.3) overlap － 5.24 (m) overlap 5.23 (m) overlap 5.24 (m) overlap － 5.23 (m) overlap 

H-1'' － 5.10 (m) overlap － 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap － 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (t, 8.4) overlap － 5.10 (m) overlap 

H-2''' － 3.92 (m) overlap － overlap overlap － overlap overlap overlap － overlap 

H-6'' － 3.87 (m) overlap － overlap overlap － overlap overlap overlap － overlap 

H-5''' － 3.87 (m) overlap － overlap overlap － overlap overlap overlap － overlap 

H-3 － 3.12 (m) overlap － overlap overlap － 3.11 (m) overlap 3.11 (m) overlap overlap － 3.12 (m) overlap 

－ 2.76 (m) overlap － overlap overlap － overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap － 2.76 (m) overlap 

H-6''' － 1.28 (d, 6.1) overlap － 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 5.4) overlap － 1.28 (d, 6.1) overlap 1.27 (d, 4.9) overlap 1.28 (d, 4.9) overlap － 1.28 (d, 6.1) overlap 

5,7-dihydroxychromone 7-O-

neohesperidoside (30) 
H-2 － 8.04 (d, 6.1) － 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 6.1) － 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 5.4) 8.04 (d, 5.4) － 8.04 (d, 5.4) 

H-8 － overlap － overlap 6.66 (d, 2.3) － 6.66 (d, 2.3) overlap 6.66 (d, 2.3) overlap － overlap 

H-6 － 6.47 (d, 2.3) － 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) － 6.47 (d, 1.5) 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) － 6.47 (d, 2.3) 

H-1'' － 6.25 (d, 6.1) － 6.25 (d, 6.1) 6.25 (d, 6.1) － 6.25 (d, 6.1) 6.26 (d, 6.1) 6.25 (d, 6.1) － overlap 

H-1' － 5.26 (m) － 5.26 (d, 1.5) 5.26 (d, 2.3) － 5.26 (d, 2.3) 5.26 (d, 1.5) 5.26 (d, 1.5) － overlap 

H-6''' － 5.17 (d, 7.6) － 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) － 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 6.9) 5.17 (d, 7.6) － overlap 

caffeic acid 4-O-β-D-

glucoside (31) 
H-1' － － － － － － － － － － － 

H-5 － － － － － － － － － － － 

H-2 － － － － － － － － － － － 

H-6 － － － － － － － － － － － 

H-2' － － － － － － － － － － － 

protocatechuic acid (32) H-2 － － 7.41 (dd, 9.9, 2.3)  － － － － － － － － 

H-6 － － 7.41 (dd, 9.9, 2.3)  － － － － － － － － 
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Table S2-1 (Continued) 
Compounds δH CnM13 CnM14 CnM15 CnM16 CnM17 CnM18 CnM19 CnM21 CnM22 CnM23 CnM24 

p-coumaric acid 4-O-β-D-

glucoside (33) 
－ － － － － － － － － － － － 

ferulic acid 4-O-β-D-

glucoside (34) 
－ － － － － － － － － － － － 

kaempferol 3-O-α-L-

rhamnoside 7-O-β-D-

glucoside (35) 

H-2', 6' － 7.80 (d, 9.2) － 7.80 (d, 9.2) － － 7.80 (d, 9.2) － － － 7.80 (d, 9.2) 

H-8 － - － - － － overlap － － － overlap 

H-6 － 6.49 (d, 2.3) － 6.49 (d, 2.3) － － 6.49 (d, 2.3) － － － 6.49 (d, 2.3) 

cinnamtannin D-1 (36) － － － － － － － － － － － － 

(-)-epicatechin 3-O-β-D-

allopyranoside (37) 
－ － － － － － － － － － － － 

sucrose (26) 
H-1 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) overlap 5.38 (d, 3.8) overlap 5.38 (d, 3.8) overlap 5.38 (d, 3.8) overlap 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8) overlap 5.38 (d, 3.8) overlap 5.38 (d, 3.8) overlap 5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.1)  

H-3' 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 7.6) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 7.6) 4.08 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.08 (d, 8.4) 4.09 (d, 7.6) 4.08 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 

H-4' 4.02 (t, 7.6) overlap 4.01 (m) 4.01 (m) 4.01 overlap overlap 4.02 overlap 4.01 (m) 4.01 (m) 4.01 (t, 7.6) 4.02 (m) overlap 4.01 (t, 7.6) 

H-5' 3.82 (m) 3.82 (m) 3.82 (m) 3.82 (m) overlap 3.82 (m) overlap 3.82 (m) overlap 3.82 (m) overlap 3.81 (m) 3.81 overlap 3.82 (m) 

H-5 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) overlap 3.77 (m) overlap 3.77 (m) overlap 3.77 (m) overlap 3.77 (m) overlap 3.77 (m) overlap 3.77 (m) 3.77 (m) 

H-6' 3.72 (m) 3.72 (m) 3.72 (m) 3.72 (m) overlap 3.72 (m) overlap 3.72 (m) overlap 3.71 (m) 3.72 (m) 3.72 (m) overlap 3.72 (m) overlap 3.72 (m) 

H-6 3.69 (d, 6.1) 3.69 (d, 4.6) 3.69 (d, 6.1) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (m) overlap 3.69 (m) overlap 3.69 (d, 6.1) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 6.9) 3.69 (d, 6.9) 

H-3 3.67 (m) 3.67 (m) 3.67 (m) overlap 3.67 (m) overlap overlap 3.67 (m) 3.67 (m) 3.67 (m) 3.67 (m) overlap 3.67 (m) 

H-1' 3.61 (m) overlap 3.61 (dd, 20.6, 12.2) 3.62 (m) 3.62 (m) 3.61 overlap 3.62 (dd, 20.6, 12.2) 3.62 (dd, 21.4, 12.2) 3.62 (dd, 20.6, 12.2) 3.62 (dd, 20.6. 12.3) overlap 3.61 (m) overlap 3.62 (dd, 21.4, 12.2) 

H-2 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.41 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (m) overlap 3.41 (m) overlap 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.2, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) overlap 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 

H-4 3.35 (m) 3.35 (t, 9.2) overlap 3.35 (m) overlap overlap overlap 3.34 (m) overlap 3.34 (m) overlap overlap 3.37 overlap 3.35 (m) 

D-glucose (27) 
H-1(α) 5.10 (d, 3.1) － 5.10 (d, 3.1) 5.10 (d, 3.1) 5.10 (d, 3.1) overlap 5.10 (d, 3.8) － 5.11 (d, 3.8) － 5.10 (d, 3.8) － 

H-1(β) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.46 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 8.4) 4.46 (d, 7.6) overlap 4.46 (d, 7.6) overlap 4.47 (d, 7.6) 

H-6 
overlap overlap 3.85 overlap 3.85 overlap overlap 3.85 overlap overlap 3.84 (dd, 12.2, 1.5) overlap 3.85 overlap overlap 

overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap 

H-5 overlap overlap overlap 3.77 (m) overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap 

H-3 overlap overlap overlap 3.71 - 3.61 overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap 

H-4(β) overlap － overlap overlap overlap - - overlap － overlap － 

H-4(α) overlap overlap overlap 3.27 (m) overlap 3.27 (m) overlap 3.27 (m) overlap 3.27 (m) overlap 

H-2 3.12 (m) overlap 3.12 (m) overlap 3.11 (m) overlap 3.12 (m) overlap 3.11 (m) overlap 3.11 (m) overlap 3.12 (m) overlap 3.12 (m) overlap overlap 3.11 (m) overlap 

5-HMF (38) 
H-1 9.52 (s) － 9.52 (s) － － 9.52 (s) － － 9.52 (s) － － 

H-2 7.38 (d, 3.8) － overlap － － 7.38 (d, 3.1) － － overlap － － 

H-3 overlap － overlap － － 6.58 (d, 3.8) － － overlap － － 

H-4 4.60 (s) － overlap － － 4.60 (s) － － overlap － － 
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Table S2-1 (Continued) 
Compounds δH JpM01 JpM02 JpM03 JpM04 JpM05 JpM06 JpM08 JpM09 JpM10 JpM11 JpM16 JpM17 JpM18 JpM19 

naringin (28) 
H-2', 6' – – 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 7.6) 7.31 (d, 7.6) 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) – – 7.33 (d, 8.4) overlap 7.33 (d, 9.2) overlap 7.33 (d, 8.4) overlap 

H-3', 5' – – 6.81 (d, 9.2) 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) – – 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) overlap overlap 

H-8 – – 6.17 (d, 1.5) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap – – 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 

H-6 – – 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap – – 6.15 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 

H-2 – – 5.38 (m) overlap 5.38 (m) overlap 5.38 (m) overlap 5.38 (m) overlap 5.39 (m) overlap 5.38 (m) overlap 5.38 (m) overlap – – 5.39 (m) overlap 5.39 (m) overlap 5.38 (m) overlap 

H-1''' – – 5.23 (dd, 5.4, 1.5) 5.23 (dd, 5.4, 1.5) 5.23 (m) overlap 5.23 (m) overlap 5.23 (dd, 5.4, 1.5) 5.23 (dd, 5.4, 1.5) 5.23 (dd, 5.4, 1.5) – – overlap 5.23 (m) overlap 5.23 (m) overlap 

H-1'' – – 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap – – overlap overlap overlap 

H-2''' – – 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap overlap – – overlap overlap overlap 

H-5''' – – 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap overlap – – overlap overlap overlap 

H-6'' – – 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap overlap – – overlap overlap overlap 

H-4''' – – 3.38 overlap 3.38 (t, 9.2) overlap 3.37 overlap 3.38 (m) 3.38 overlap 3.38 overlap overlap – – overlap overlap overlap 

H-3 
– – overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap – – overlap overlap overlap 

– – 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.76 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap – – overlap overlap overlap 

H-6''' – – 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 4.6) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 5.4) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 5.4) overlap – – 1.28 (s) overlap 1.28 (s) overlap 1.28 (s) overlap 

neoeriocitrin (29) 
H-2' – – 6.91 (s) 6.91 (s) 6.91 (s) 6.91 (s) 6.91 (s) 6.91 (s) 6.91 (s) – – 6.92 (s) 6.92 (s) 6.92 (s) 

H-5' – – 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) – – 6.79 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) overlap 6.78 (d, 2.3) overlap 

H-6' – – 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) – – 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) 6.78 (d, 2.3) overlap 

H-8 – – 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap – – 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 

H-6 – – 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap – – 6.15 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 

H-2 – – 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) – – 5.33 (m) overlap 5.32 (m) overlap 5.32 (m) overlap 

H-1''' – – 5.23 (dd, 5.4, 1.5) 5.23 (dd, 5.4, 1.5) 5.23 (m) overlap 5.23 (m) overlap 5.23 (dd, 5.4, 1.5) 5.23 (dd, 5.4, 1.5) 5.23 (dd, 5.4, 1.5) – – overlap 5.23 (m) overlap overlap 

H-1'' – – 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap – – overlap overlap overlap 

H-2''' – – 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap 3.92 (m) overlap overlap overlap – – overlap overlap overlap 

H-6'' – – 3.87 (m) overlap 3.87 (m) overlap 3.87 (m) overlap 3.87 (m) overlap 3.88 (m) overlap overlap overlap – – overlap overlap overlap 

H-5''' – – overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap – – overlap overlap overlap 

H-3 
– – 3.12 (m) overlap 3.12 (m) overlap 3.12 (m) overlap 3.12 (m) overlap 3.12 (m) overlap overlap 3.12 (m) overlap – – overlap overlap overlap 

– – 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.76 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap – – overlap overlap overlap 

H-6''' – – 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 4.6) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.28 (d, 5.4) overlap 1.28 (d, 5.4) overlap 1.28 (d, 5.4) overlap – – 1.28 (s) overlap 1.28 (s) overlap 1.28 (s) overlap 

5,7-

dihydroxychromone 7-

O-neohesperidoside 

(30) 

H-2 – – 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 6.1) 8.04 (d, 5.4) – – – – – 

H-8 – – 6.66 (d, 2.3) overlap 6.66 (d, 2.3) overlap 6.66 (d, 2.3) 6.66 (d, 1.5) 6.66 (d, 2.3) 6.66 (d, 2.3) overlap 6.66 (d, 2.3) – – – – – 

H-6 – – 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) 6.47 (d, 2.3) – – – – – 

H-1'' – – 6.25 (d, 6.1) 6.25 (d, 6.1) 6.25 (d, 6.1) 6.25 (d, 6.1) 6.25 (d, 6.1) 6.26 (d, 6.1) 6.26 (d, 6.1) – – – – – 

H-1' – – 5.26 (d, 2.3) 5.26 (d, 1.5) 5.26 (d, 1.5) 5.26 (d, 1.5) 5.26 (d, 2.3) 5.26 (d, 1.5) 5.26 (d, 1.5) – – – – – 

H-6''' – – 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) 5.17 (d, 7.6) – – – – – 

caffeic acid 4-O-β-D-

glucoside (31) 
H-1' – – – – – – – – – – – – – 7.52 (d, 15.3) 

H-5 – – – – – – – – – – – – – 7.19 (d, 8.4) 

H-2 – – – – – – – – – – – – – 7.09 (d, 2.3) 

H-6 – – – – – – – – – – – – – 7.03 (dd, 8.4, 2.3) 

H-2' – – – – – – – – – – – – – 6.31 (d, 16.0) 

protocatechuic acid 

(32) 
H-2 7.42 (dd, 10.7, 2.3) 7.41 (dd, 8.4, 2.3)  – – – – – – – – – – – – 

H-6 7.42 (dd, 10.7, 2.3) 7.41 (dd, 8.4, 2.3)  – – – – – – – – – – – – 
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Table S2-1 (Continued) 
Compounds δH JpM01 JpM02 JpM03 JpM04 JpM05 JpM06 JpM08 JpM09 JpM10 JpM11 JpM16 JpM17 JpM18 JpM19 

p-coumaric acid 4-O-

β-D-glucoside (33) 
H-2' － － － － － － － － － － － － － - 

H-2, 6 － － － － － － － － － － － － － - 

H-3, 5 － － － － － － － － － － － － － - 

H-1' － － － － － － － － － － － － － - 

ferulic acid 4-O-β-D-

glucoside (34) 
－ － － － － － － － － － － － － － - 

kaempferol 3-O-α-L-

rhamnoside 7-O-β-D-

glucoside (35) 

H-2', 6' － － 7.80 (d, 9.2) 7.80 (d, 8.4) － 7.80 (d, 8.4) 7.80 (d, 9.2) 7.80 (d, 9.2) 7.80 (d, 9.2) － － － － － 

H-3', 5' － － overlap overlap － overlap overlap 6.92 (d, 9.2) overlap － － － － － 

H-8 － － overlap overlap － overlap overlap 6.75 (d, 3.1) overlap － － － － － 

H-6 － － 6.49 (d, 2.3) 6.49 (d, 2.3) － overlap overlap overlap overlap － － － － － 

cinnamtannin D-1 (36) － － － － － － － － － － － － － － － 

(-)-epicatechin 3-O-β-

D-allopyranoside (37) 
H-2' 7.05 (d, 2.3) － － － － － － － － 7.05 (d, 2.3) 7.05 (d, 2.3) － － － 

H-6' 6.80 (dd, 8.4, 2.3) － － － － － － － － 6.81 (dd, 8.4, 2.3) 6.81 (dd, 8.4, 1.5) － － － 

H-5' 6.69 (d, 8.4) － － － － － － － － 6.69 (d, 8.4) 6.69 (d, 8.4) － － － 

H-6 5.93 (d, 2.3) － － － － － － － － 5.93 (d, 2.3) 5.93 (d, 2.3) － － － 

H-8 5.89 (d, 2.3) － － － － － － － － 5.89 (d, 2.3) 5.89 (d, 2.3) － － － 

H-2 5.08 (d, 2.3) overlap － － － － － － － － 5.08 (d, 2.3) overlap 5.08 (d, 2.3) overlap － － － 

H-1'' 4.76 (d, 7.6) － － － － － － － － 4.76 (d, 7.6) overlap 4.76 (d, 7.6) overlap － － － 

H-3 overlap － － － － － － － － 4.45 (m) overlap overlap － － － 

H-4 
2.80 (m) overlap － － － － － － － － 2.79 (dd, 16.0, 4.59) overlap － － － 

2.72 (m) overlap － － － － － － － － 2.72 (dd, 16.8, 5.4) overlap － － － 

sucrose (26) 
H-1 5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8) 5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  

H-3' 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 7.6) 4.09 (d, 7.6) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 7.6) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 

H-4' 4.02 overlap overlap 4.01 (m) 4.02 (m) overlap 4.01 (t, 7.6) overlap overlap overlap 4.01 (m) 4.02 (m) overlap overlap 4.01 (m) 4.02 (m) 4.02 (m) 

H-5' overlap 3.82 (m) overlap 3.82 (m) 3.82 (m) 3.82 (m) 3.82 (m) 3.82 (m) 3.81 (m) 3.82 (m) 3.81 (m) overlap overlap 3.82 (m) 3.82 (m) 3.83 (m) 

H-5 3.77 (m) overlap 3.76 (m) overlap 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) overlap overlap 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 

H-6' 3.72 (m) overlap 3.72 (m) overlap 3.72 (m) 3.72 (m) overlap 3.72 (m) overlap 3.72 (m) overlap 3.72 (m) 3.72 (m) overlap 3.72 (m) 3.72 (m) overlap overlap 3.72 (m)  3.72 (m)  3.72 (m)  

H-6 overlap 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 4.6) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (m) overlap overlap 3.69 (d, 6.1) 3.69 (d, 6.1) 3.69 (d, 6.9) 

H-3 overlap overlap 3.67 (m) 3.67 (m) 3.67 (m) 3.67 (m) 3.66 (m) 3.67 (m) overlap 3.67 (m) overlap overlap 3.67 (m) 3.67 (m) 3.67 (m) 

H-1' 3.61 (m) overlap 3.61 (dd, 20.6, 12.2) 3.62 (dd, 20.6, 12.2) 3.61 (m) overlap 3.61 (dd, 21.4, 12.2) 3.62 (m) overlap 3.61 (m) 3.61 (m) overlap 3.62 (m) 3.61 (dd, 20.6, 12.2) overlap 3.62 (dd, 21.4, 12.2) 3.61 (dd, 20.6, 12.2) 3.62 (dd, 20.6, 12.2) 

H-2 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.41 (dd, 9.2, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.41 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.41 (dd, 9.9, 3.8) 3.41 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 

H-4 overlap overlap 3.35 (m) 3.35 (m) overlap 3.35 (m) overlap 3.35 (m) overlap 3.35 (m) overlap 3.35 (m) overlap 3.35 (m) overlap overlap 3.35 (m) 3.35 (m) 3.35 (m) overlap 

D-glucose (27) 
H-1(α) 5.10 (d, 3.8) 5.09 (d, 3.8) 5.10 (d, 3.1) overlap 5.09 (d, 3.1) 5.10 (d, 3.1) 5.10 (d, 3.8) 5.09 (d, 3.1) 5.10 (d, 3.8) 5.09 (d, 3.1) 5.10 (d, 3.8) 5.10 (d, 3.8) 5.10 (d, 3.8) 5.10 (d, 3.8) 5.10 (d, 3.8) 

H-1(β) 4.46 (d, 8.4) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 8.4) 4.46 (d, 8.4) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 7.6) 4.46 (d, 8.4) 4.46 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 

H-6 
3.85 overlap 3.85 overlap overlap 3.84 (m) overlap 3.85 overlap 3.85 overlap overlap overlap overlap 3.84 (dd, 12.2, 1.5) 3.84 (dd, 11.5, 1.5) 3.84 (m) overlap 3.84 (m) overlap 3.84 (m) overlap 

3.78 (m) overlap 3.78 (m) overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap 3.77 (m) overlap 3.77 (m) overlap overlap overlap overlap 

H-5 3.76 (m) overlap 3.76 (m) overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap 

H-3 3.70 - 3.62 overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap 

H-4(β) 3.34 (m) overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap 3.35 (dd, 9.9, 3.8) 3.34 (m) overlap overlap overlap 

H-4(α) 3.27 (m) overlap 3.27 (m) overlap 3.27 (m) 3.27 (m) 3.27 (m) overlap 3.27 (m) overlap 3.27 (m) overlap 3.27 (m) overlap overlap 3.27 (m) 3.27 (m) 3.27 (m) 3.27 (m) 

H-2 3.11 (m) 3.11 (m) 3.12 (t, 8.4) overlap 3.12 (m) overlap 3.11 (m) overlap 3.11 (m) overlap 3.11 (m) 3.12 (m) overlap 3.12 (m) overlap 3.12 (m) 3.12 (m) 3.12 (m) 3.12 (m) 3.12 (m) 

5-HMF (38) － － － － － － － － － － － － － － － 
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Table S2-1 (Continued) 
Compounds δH TwM01 TwM02 TwM03   CnP01 CnP02 CnP03 CnP04 

naringin (28) H-2', 6' － － －   7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) 7.31 (d, 8.4) 

H-3', 5' － － －  6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) 6.81 (d, 8.4) 

H-8 － － －   6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 1.5) overlap 

H-6 － － －   6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 6.15 (d, 2.3) overlap 

H-2 － － －   5.39 (m) overlap 5.39 (m) overlap 5.39 (m) overlap 5.38 (m) overlap 

H-1''' － － －   5.23 (dd, 5.4, 1.5) overlap 5.23 (dd, 5.4, 1.5) overlap 5.24 (dd, 3.8, 1.5) overlap 5.24 (m) overlap 

H-1'' － － －   5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (t, 7.6) overlap 5.10 (m) overlap 

H-2''' － － －   overlap 3.93 (m) overlap 3.93 (m) overlap 3.93 (m) overlap 

H-5''' － － －   3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 3.88 (m) overlap 

H-6'' － － －   3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap 3.85 (m) overlap 

H-4''' － － －   3.38 overlap 3.38 overlap 3.38 overlap 3.38 overlap 

H-3 － － －   3.16 (m) overlap 3.16 (m) 3.16 (m) overlap 3.16 (m) overlap  
－ － －   2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 

H-6''' － － －   1.28 (d, 6.1) overlap 1.27 (d, 5.4) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.27 (d, 5.4) overlap 

neoeriocitrin (29) H-2' － － －   6.92 (s) 6.92 (s) 6.92 (s) 6.91 (s) 

H-5' － － －   6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 

H-6' － － －   6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 6.78 (d, 1.5) 

H-8 － － －   6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 2.3) overlap 6.17 (d, 1.5) overlap 

H-6 － － －   6.14 (d, 1.5) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 6.14 (d, 2.3) overlap 

H-2 － － －   5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) 5.32 (m) 

H-1''' － － －   5.23 (dd, 5.4, 1.5) overlap 5.23 (dd, 5.4, 1.5) overlap 5.24 (dd, 3.8, 1.5) overlap 5.24 (m) overlap 

H-1'' － － －   5.10 (m) overlap 5.10 (m) overlap 5.10 (t, 7.6) overlap 5.10 (m) overlap 

H-2''' － － －   overlap 3.93 (m) overlap 3.93 (m) overlap 3.93 (m) overlap 

H-6'' － － －   3.87 (m) overlap 3.87 (m) overlap 3.87 (m) overlap 3.87 (m) overlap 

H-5''' － － －   overlap overlap overlap overlap 

H-3 － － －   3.12 (m) overlap 3.12 (m) overlap 3.12 (m) 3.12 (m) overlap  
－ － －   2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 2.75 (m) overlap 

H-6''' － － －   1.28 (d, 6.1) overlap 1.27 (d, 5.4) overlap 1.28 (d, 6.1) overlap 1.27 (d, 5.4) overlap 

5,7-dihydroxychromone 7-

O-neohesperidoside (30) 

H-2 － － －   － － overlap － 

H-8 － － －   － － 6.66 (d, 2.3) － 

H-6 － － －   － － 6.47 (d, 2.3) － 

H-1'' － － －   － － 6.26 (d, 6.1) － 

H-1' － － －   － － overlap － 

H-6''' － － －   － － 5.17 (d, 6.9) － 

caffeic acid 4-O-β-D-

glucoside (31) 
H-1' － － －   － － － － 

H-5 － － －   － － － － 

H-2 － － －   － － － － 

H-6 － － －   － － － － 

H-2' － － －   － － － － 

protocatechuic acid (32) H-2 － － －   － － － － 

H-6 － － －   － － － － 
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Table S2-1 (Continued) 
Compounds δH TwM01 TwM02 TwM03 CnP01 CnP02 CnP03 CnP04 

p-coumaric acid 4-O-β-D-

glucoside (33) 
－ － － － － － － － 

ferulic acid 4-O-β-D-glucoside 

(34) 
－ － － － － － － － 

kaempferol 3-O-α-L-rhamnoside 

7-O-β-D-glucoside (35) 
H-2', 6' － － － 7.80 (d, 8.4) 7.80 (d, 9.2) 7.80 (d, 9.2) 7.80 (d, 9.2) 

H-3', 5' － － － overlap overlap - overlap 

H-8 － － － overlap overlap 6.75 (d, 2.3) overlap 

H-6 － － － 6.50 (d, 1.5) 6.50 (d, 3.1) overlap overlap 

cinnamtannin D-1 (36) - － － － － － － － 

(-)-epicatechin 3-O-β-D-

allopyranoside (37) 
H-2' 7.04 (d, 2.3) 7.04 (d, 2.3) 7.05 (d, 1.5) － － － － 

H-6' 6.81 (dd, 8.4, 2.3) 6.81 (dd, 8.4, 2.3) 6.81 (dd, 8.4, 2.3) － － － － 

H-5' 6.69 (d, 7.6) 6.69 (d, 7.6) 6.69 (d, 7.6) － － － － 

H-6 5.93 (d, 2.3) 5.93 (d, 2.3) 5.93 (d, 2.3) － － － － 

H-8 5.89 (d, 2.3) 5.89 (d, 2.3) 5.89 (d, 2.3) － － － － 

H-2 5.08 (d, 2.3) overlap 5.08 (d, 2.3) overlap 5.08 (d, 2.3) overlap － － － － 

H-1'' 4.76 (d, 7.6) 4.76 (d, 8.4) 4.76 (d, 7.6) － － － － 

H-3 4.45 (m) overlap overlap 4.46 (m) overlap － － － － 

H-4 2.79 (m) 2.79 (dd, 16.8, 4.6) 2.79 (m) － － － － 

 2.70 (m) 2.72 (dd, 16.8, 6.1) 2.74 overlap － － － － 

sucrose (26) H-1 5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  5.38 (d, 3.8)  

H-3' 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 4.09 (d, 8.4) 

H-4' 4.02 overlap overlap 4.02 (m) overlap 4.01 (m) 4.01 (t, 7.6) 4.01 (m) 4.01 (m) 

H-5' 3.82 (m) overlap 3.82 (m) overlap 3.82 (m) overlap 3.82 (m) 3.82 (m) 3.82 (m) 3.82 (m) 

H-5 3.76 (m) overlap 3.77 (m) overlap 3.77 (m) overlap 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 3.77 (m) 

H-6' 3.72 (m) overlap 3.72 (m) 3.72 (m) 3.72 (m) 3.72 (m) 3.72 (m) 3.72 (m) 

H-6 3.69 (d, 6.9) overlap 3.68 (d, 6.1) 3.69 (d, 5.4) 3.69 (d, 6.9) 3.70 (d, 6.9) 3.70 (d, 6.9) 3.69 (d, 5.4) 

H-3 3.67 (m) overlap 3.67 (m) overlap 3.67 (m) overlap 3.67 (m) 3.66 (m) 3.67 (m) 3.67 (m) 

H-1' 3.62 (dd, 21.4, 12.2) overlap 3.61 (dd, 20.6, 12.2) overlap 3.62 (dd, 21.6, 12.2) 3.62 (dd, 21.4, 12.2) 3.62 (dd, 21.4, 12.2) 3.62 (dd, 21.4, 12.2) 3.62 (dd, 21.4, 12.2) 

H-2 3.42 (dd, 9.9. 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.2, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 3.42 (dd, 9.9, 3.8) 

H-4 3.35 (m) overlap 3.35 (m) overlap 3.35 (m) 3.35 (m) 3.35 (m) 3.35 (m) 3.35 (m) 

D-glucose (27) H-1(α) 5.10 (d, 3.8) 5.10 (d, 3.8) 5.10 (d, 3.8) – – – – 

H-1(β) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 4.47 (d, 7.6) 

H-6 
3.84 (dd, 12.2, 1.5) 3.84 (m) overlap 3.84 (dd, 12.2, 1.5) overlap overlap overlap overlap overlap 

3.78 (m) overlap 3.78 (m) overlap 3.78 (m) overlap overlap overlap overlap overlap 

H-5 overlap 3.76 (m) overlap overlap overlap overlap overlap overlap 

H-3 overlap overlap overlap overlap overlap overlap overlap 

H-4(β) overlap overlap overlap – – – – 

H-4(α) 3.27 (m) 3.27 (m) overlap overlap overlap overlap overlap 

H-2 3.12 (m) 3.12 (m) 3.12 (m) overlap overlap overlap overlap 

5-HMF (38) – – – – – – – – 
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Table S2-2 Detected compounds of each sample in HPLC chromatograms 

Botanical origin 

 

Code No. 

Compounds 

 
28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 

D. roosii Raw samples CnM01 + + + + + + + + + - - 
 

 
CnM02 + + + + + + + + - - - 

 
 

CnM05 + + + + + + + + + - - 
 

 
CnM07 + + + + + + + + + - - 

 
 

CnM14 + + + + + + + + + - - 
 

 
CnM16 + + + + + + + + - - - 

 
 

CnM17 + + + + + + + + + - - 
 

 
CnM19 + + + + + + + + + - - 

 
 

CnM21 + + + + + + + + - - - 
 

 
CnM24 + + + + + + + + + - - 

 
 

JpM02 - - - - + - - - - - - 

  
JpM03 + + + + + + + + + - - 

  
JpM04 + + + + + + + + + - - 

  
JpM05 + + + + + + + + - - - 

  
JpM06 + + + + + + + + + - - 

  
JpM08 + + + + + + + + + - - 

  
JpM09 + + + + + + + + + - - 

  
JpM10 + + + + + + + + + - - 

 
Pant specimens CnP01 + + + + + + + + - - - 

  
CnP02 + + - + + + + + - - - 

  
CnP03 + + - + + + + + + - - 

  
CnP04 + + - + + + + + - - - 

 Type I  

stir-fried samples 
CnM04 + + + + + + + + - - + 

 
CnM06 + + + + + + + + - - + 

 
CnM10 + + + + + + + + + - + 

  
CnM11 + + + + + + + + - - + 

  
CnM12 + + + + + + + + - - + 

  
CnM22 + + + + + + + + - - + 

 Type II  

stir-fried samples 
CnM09 -  - - + - - - - - + 

 
CnM13 -  - - + - - - - - + 

 
CnM15 -  - - + - - - - - + 

  
CnM18 -  - - + - - - - - + 

Mixture of D. roosii and  

A. divaricata var. formosana 
Raw samples JpM01 -  - - - - - - - + - 

A. divaricata var. formosana Raw samples TwM01 - - - - - - - - - + - 

  
TwM02 - - - - - - - - - + - 

  
TwM03 - - - - - - - - - + - 

  
JpM11 - - - - - - - - - + - 

 
 

JpM16 - - - - - - - - - + - 

Drynaria sp. Raw samples JpM17 + + - + + + + - - - - 

  
JpM18 + + - + + + - - + - - 

 
 

JpM19 + + - + + + - - + - - 

Mixture of Araiostegiella 

perdurans and Selliguea sp. 
Raw samples CnM03 - - - - - - - - - - - 

Araiostegiella perdurans Raw samples CnM23 - - - - - - - - - - - 

+, the compound was detected in this extract; -, the compound was not detected in this extract. 
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Table S2-3 Purity of reference compounds using qHNMR in Chapter 2 

Compound No. Molecular mass Selected signal δH Purity (%) 

28 580.54 7.31 (d, J=8.4 Hz)* 92.36 

29 480.46 6.91 (s)* 85.58 

31 480.47 7.54 (d, J=16.0 Hz) 95.54 

32 122.12 6.79 (d, J=7.6 Hz) 94.58 

37 940.68 7.04 (d, J=2.3 Hz) 94.81 

*, the signals were used to quantify these compounds in extracts. 
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Fig. S2-1 Representative HPLC chromatograms of Drynariae Rhizoma samples. (a) CnM05 derived from D. roosii; (b) CnM10 derived from stir-fried rhizome of D. roosii (Type I); (c) CnM18 derived 

from stir-fried rhizome of D. roosii (Type II); (d) JpM19 derived from Drynaria sp.; (e) TwM01 derived from A. divaricata var. formosana; and (f) CnM23 derived from Araiostegiella perdurans. 
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Fig. S2-2 Contents of naringin (28) and neoeriocitrin (29) in Drynariae Rhizoma samples. Unmarked samples 

derived from D. roosii; +, Samples derived from Drynaria sp. (a) Content of naringin (28) quantified by qHNMR 

and HPLC; and (b) content of neoeriocitrin (29) quantified by qHNMR and HPLC. Vertical bars indicate standard 

deviation (n=3). 
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Fig. S3-1 1H NMR spectrum (500 MHz) of D1 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-2 1H NMR spectrum (500 MHz) of D2 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S3-3 1H NMR spectrum (500 MHz) of D3 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-4 1H NMR spectrum (500 MHz) of D4 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S3-5 1H NMR spectrum (500 MHz) of D17 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-6 1H NMR spectrum (500 MHz) of D18 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-7 1H NMR spectrum (500 MHz) of D22 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-8 1H NMR spectrum (500 MHz) of D23 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-9 1H NMR spectrum (500 MHz) of D24 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-10 1H NMR spectrum (500 MHz) of D29 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-11 1H NMR spectrum (500 MHz) of D6 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-12 1H NMR spectrum (500 MHz) of D7 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-13 1H NMR spectrum (500 MHz) of D8 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-14 1H NMR spectrum (500 MHz) of D10 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-15 1H NMR spectrum (500 MHz) of D50 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-16 1H NMR spectrum (500 MHz) of D51 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-17 1H NMR spectrum (500 MHz) of D52 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-18 1H NMR spectrum (500 MHz) of D9 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-19 1H NMR spectrum (500 MHz) of D49 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-20 1H NMR spectrum (500 MHz) of D45 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-21 1H NMR spectrum (500 MHz) of D46 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-22 1H NMR spectrum (500 MHz) of D47 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-23 1H NMR spectrum (500 MHz) of D48 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-24 1H NMR spectrum (500 MHz) of D53 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-25 1H NMR spectrum (500 MHz) of D12N in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-26 1H NMR spectrum (500 MHz) of D12 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-27 1H NMR spectrum (500 MHz) of D13 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-28 1H NMR spectrum (500 MHz) of D14 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-29 1H NMR spectrum (500 MHz) of D15 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-30 1H NMR spectrum (500 MHz) of D54 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-31 1H NMR spectrum (500 MHz) of D16 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-32 1H NMR spectrum (500 MHz) of D11 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-33 1H NMR spectrum (500 MHz) of DS-1 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-34 1H NMR spectrum (500 MHz) of DS-5 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S3-35 1H NMR spectrum (500 MHz) of DS-6 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S3-36 1H NMR spectrum (500 MHz) of DS-7 in DMSO-d6. a, 1H NMR; b, qHNMR 
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Fig. S4-1 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM01 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-2 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM02 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-3 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM03 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-4 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM04 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-5 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM05 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-6 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM06 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-7 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM07 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. S4-8 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM09 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-9 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM10 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-10 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM11 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-11 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM12 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 
Fig. S4-12 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM13 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-13 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM14 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-14 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM15 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-15 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM16 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-16 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM17 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-17 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM18 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-18 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM19 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-19 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM21 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-20 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM22 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-21 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM23 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-22 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnM24 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-23 1H NMR spectrum (500 MHz) of TwM01 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-24 1H NMR spectrum (500 MHz) of TwM02 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-25 1H NMR spectrum (500 MHz) of TwM03 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-26 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM01 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

  

ab
u

n
d

an
ce

0
0

.1
0

.2
0

.3
0

.4
0

.5
0

.6
0

.7
0

.8
0

.9

X : parts per Million : Proton

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

ab
u

n
d

an
ce

0
0

.1
0

.2
0

.3

X : parts per Million : Proton

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

ab
u

n
d

an
ce

0
0

.1
0

.2
0

.3
0

.4
0

.5
0

.6
0

.7
0

.8
0

.9
1

.0

X : parts per Million : Proton

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

ab
u

n
d

an
ce

0
0

.1
0

.2

X : parts per Million : Proton

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

a 

b 

a 

b 



151 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-27 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM02 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-28 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM03 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-29 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM04 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-30 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM05 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-31 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM06 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-32 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM08 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-33 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM09 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-34 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM10 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-35 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM11 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-36 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM16 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-37 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM17 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-38 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM18 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-39 1H NMR spectrum (500 MHz) of JpM19 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-40 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnP01 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-41 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnP02 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4-42 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnP03 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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Fig. S4-43 1H NMR spectrum (500 MHz) of CnP04 in CD3OD. a, 1H NMR; b, qHNMR. 
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