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緒言

抗炎症作用を有 する薬物は多数開発 されて

いるが、 慢性 関節 リ ウ マチをはじ めと する増

殖型慢性炎症疾患に有効な治療薬は 少ない。

こ れまでに ス テ ロ イ ド 剤などの強力な慢性期

抗炎症作用を示 す薬 物が開発 されているが、

副 作用の出現頻度も 高く 、 慢性疾患の治療に

長期間投与 する こ とが困難な症 例がみ られる

のが現状である。 一方、 和漢薬 は一般に 副作

用が 少なく 長期間の投与に 適している こ とが

多く 、 越縛加J1t湯をはじ めと する方剤 は、 増

殖型慢性炎症疾患に 対し臨床的に広く 用いら

れている。 しかし、 こ れまで、 こ の種の和漢

薬 の慢性期 抗炎症作用に 関 する基礎的研究は

数 少ない。 本論文は越舛加J1t湯の実験的炎症

モデルに 対 する効果 (i n v i v 0 ) を検討 し、 併

せて、 こ の和漢薬 方剤の効果がどの 生薬 の如

何なる成分 に由来 するかを、 in vitro の実験

により検討したものである。
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第一部 和漢薬 方剤 「越舛加7tt湯」 の抗炎症

作用に 関する研究( 1 ) ラ ッ ト 急性 および 慢

性炎症モデルに 対する抑制 効果

序論

慢性 関節 リ ウ マチ(R A ) の治療に ついては、

近年、 様 々 な種類の非 ス テ ロ イ ド 系 抗炎症剤

や免疫 調整剤 が開発され ている。 しかしそれ

らの副作用のために長期投与に耐えられ ない

症例も 少なからず存在し、 こ の種の患者が富

山医科薬 科大学和漢診療部を受診している。

RAに 対する桂枝巧薬 知母湯や桂枝加苓7tt附

湯 等の和漢薬 による治療効果の報告があり 1 )、

和漢薬 治療にも一 定程度の 有効性のある こ と

が明らかになり つ つある2 - 4 ) 0 R Aは自己免疫

的機序に 基づいた増殖型慢性炎症を代表する

疾患である。 従 っ て、 抗 リ ウ マチ薬 の評価に

あた っ ては、 抗炎症作用と免疫 調整作用の両

面からのアプ ロ ー チが必要である。

と こ ろが、 こ れ らの和漢薬 方剤 の作用機序
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に ついての報告は未だ 少 ない5 . 6)。 本研究は、

和漢薬 方剤 の 抗炎症作用の側面を明らかに す

るた めに、 その効果を、 ラ ッ ト に おける カ ラ

ゲニ ン 空気嚢炎症モデルと カ ルボ キ シ メチル

セル ロ ー ス(C M C ) 空気嚢炎症モデルを用いて検

討 したものである。 こ こ では RA の和漢薬 治

療に 関 する過去の文献 1 - 3 )と 日常の臨床での

使用頻度を勘案し、 越舛加7tt湯を検討 の 対象

とした。

材料と方法

1. 和漢薬方剤 の調整

研究の 対象とした越舛加7tt湯(E J )の構成 生

薬 を Table 1 に示した。 方剤 1 日量は すべて

富山医科薬 科大学附属病院 で用いているもの

に準拠した。 方剤 EJ (水煎液〉 の作成方法は、

Table 1 の 生薬 を混合し 〈全量で24 g ) 、 400 

m 1の水を加え、 1 時間煮沸し、 温 時鴻別し、

得られた水煎液に水を加えて正確に 3 0 0 m 1に

調製した。 3 倍 量、 5倍 量 (以下それぞれ ×
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3， x 5と略記 する) の水煎液は、 減圧濃縮 する

こ とによ っ て、 作成した。 例えば E J x 3 は、

E Jの水煎液 3 00 m 1 を 3 分の 1 (100 ml)に減

圧濃縮して得た。

2 . 薬物 お よ び 試薬

カ ラゲニ ン(Seake m 非202 carrageenin)は

M arine Colloid Inc. (N. J. ， U .  S. A .)より、 CM

C (Serogen F3 H) は第一工業製薬 株式会社

(京都〉 より、 ダルベ ッ コ 変法 イ ー グル培地

(DM EM )は 日水製薬 株式会社 ( 東京〉 より、 ま

た イ ン ド メタ シ ンは Sig ma Che mical Co. (M o. 

U .  S. A .  )より購入した。 プレ ド ニ ゾ ロ ン、 ク

ロ ラミ ン T、 過塩素酸 、 p- ジ メチルアミ ノベ

ン ズアルデヒ ド 、 アミ ド ブ ラ ッ ク を含 む 他の

試薬 は すべて和光純薬 工業株式会社〈大阪)

より購入した。

3 . 実験動物

実験動物は、 すべて 6 週齢の Sp rague- Daw

1 e y 系雄性 ラ ッ ト 〈体重1 6 0"-' 200 g)を日本エ

スエル シ ー 株式会社 (浜松) より購入して用
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い、 温度 22:t 1 oc 、 湿度 50- 60 %， 12 時間

明/1 2 時間暗 (点灯 時間 7 : 00- 1 9 : 00) のサ

イ ク ルの飼育室で市販の固形飼料を用い、 水

は自由に摂取 させて飼育した。

4 . 力 ラゲニ ン空気嚢炎症

亜急性期および 慢性期の炎症モデルとして

カ ラゲニ ン 空気嚢炎症を用いた。 鶴藤ら 7. 8) 

の方法に従い、 ラ ッ ト の背部皮下に 空気 7 m 1 

を注射して 空気嚢を作成し、 翌 日 2 % カ ラゲ

ニ ン 生食懸濁液4 m 1を 空気嚢内に注入して炎

症を惹起 させた。 方剤 E] の効果は予防効果

と治療効果にわけで検討 した。 まず、 予防効

果を検討 する目的で、 F i g. 1 に示 すように、

投薬 群には方剤 (3 7 oc )を1. 5 m 1 /匹 / 日、 対

照、 群には水(370C )を同量、 カ ラゲニ ン注入前

日(Day - 1)より 8 日目(Day 7)まで連 日 9 日

間、 ゾ ンデで 経口投与した。 また同様に、 イ

ン ド メタ シ ン群には イ ン ド メタ シ ンを O . 2 5 

m g /匹 / 日， プレ ド ニ ゾ ロ ン群には プレ ド ニ

ゾ ロ ンを 0. 25 mg/匹 / 日 を 経口投与した。
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最終 日である Day7 に ラ ッ ト を ジエチルエ ー

テル麻酔下で頚動脈からの脱血の後、 肉芽嚢

内の参出液量と肉芽重量を測定した。 肉芽組

織は凍結保存し、 後に コ ラ - ゲ ン蛋白質 およ

び 非 コ ラ ー ゲ ン蛋白質の定量に供した。

次に、 既に肉芽組織の形成が認 められる慢

性期での 有効方剤 の効果〈治療効果) を確認

するた めに Fi g .  2 に示す投与計画に従 っ た実

験も行な っ た。 すなわち、 あらかじ め カ ラゲ

ニ ン 空気嚢炎症を作成して おき、 Day 4 の 時

点、 で嚢の大きい (肉芽組織が十分 形成してい

ると推測 される〉 ラ ッ ト を選別した後、 Day 

4 から Day 8 まで方剤 CEJx 3)を2.() ml/匹

/ 日、 対照 群には水C370C ) を同量、 ゾ ンデで

経口投与した。 最終 日である Day 9に参出液

量と肉芽重量 および 肉芽組織の コ ラ ー ゲ ン蛋

白質量と非 コ ラ ー ゲ ン蛋白質量を測定した。

5 .  C M C空気嚢炎症

急性炎症モデルとして、 C M C 空気嚢炎症

を用いた。 鶴藤ら 9・ 1 0 )の方法に 準じ、 ラ ッ ト
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の背部皮下に 空気 5 m 1を注射し 空気嚢を作成

し、 翌 日 2 %  C M C 生食溶液 8 m 1 を注入し、

急性炎症を惹起した。 投薬群には、 方剤 3 倍

量を37 oc 1. 5 m 1 ず つ、 対照 群には水(3 7 oc )を

同量ず つ、 経口投与した。 投与回数と 時間は、

F i g .  3 に示すょ っに、 C M C 注入 前 日にl回、

当 日注入 前1 時間、 および 1， 3， 5 時間後の計5

回投与とした。 C M C 注入 3，5， 7 時間後に嚢

内液を毎回 O . 2 m 1ず つ採取した。 そのうち

O .  1 m 1 を遊出してきた白血球の算定に、 他の

O. 1 m 1 を参出した 蛋白質の定量に用いた。 白

血球は、 コ ー ルタ ー カ ウ ン タ ー ( Z B型、 コ ー

ルタ ー エレ ク ト ロ ニ ク ス社、 Fl or . ， U.. S. A. ) 

で計測し、 参出蛋白質量を L owryらの方法 1 1 ) 

で定量した。

6 . 肉芽組織中の コ ラ ーゲ ン蛋白質、 非 コ ラ ー

ゲ ン蛋白質の定量

カ ラゲニ ン 空気嚢炎症に おける肉芽組織中

の コ ラ ー ゲ ン蛋白質量 および 非 コ ラ ー ゲ ン 蛋

白質量の影響を検討 した。 前述の カ ラゲニ ン
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空気嚢炎症にお ける方剤 EJ投与群での肉芽組

織を、 1 2 0 oC ， 1. 0 k g / c m 2 G ， 1 h rで組織の コ

ラ ー ゲ ンをゼ ラチ ン化し、 一部を鴻過した後、

コ ラ - ゲ ンに特 有のアミ ノ酸であるヒ ド ロ キ

シ プロ リ ン(H y p ) の定量を行い、 コ ラ ー ゲ ン蛋

白質の指標とした。 非 ゼ ラチ ン化の残りの画

分 は 1 N NaO H溶液に溶解した後、 L 0 \l7 r yらの

方法 1 1 )を用いて蛋白定量を行い、 非 コ ラ ー ゲ

ン蛋白質の指標とした。

7 . ヒ ド ロ キ シ プロ リ ンの測定

前述のゼ ラチ ン滅液より得た試料に濃塩酸

を加え 6 N とし、 1 0 5 oc で 1 6 時間加水分

解を お こ な っ たものを正確に中 和した後、 総

量を測定し、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ンの含 有量を

W oessner の方法 1 2 )で定量した。 二 対の加水

分 解の試料に 200μ1のク ロ ラミ ン T溶液を加

えて 1 rn 1にした。 試験管を撹祥し室温に20分

間放置した後、 3 .  15M の過塩素酸を8 01 0μ1加

えた。 室温で5 分 間放置したのち、 2 01 先 p- ジ

メチルアミ ノベ ン ズアルデヒ ド を 8 0 01 μ l 加

nkU
 



え、 試験管を 60 OC で20分 間温 め、 5分 間冷水

で冷却したあと、 557 n mでの吸光度を測定し

た。 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン含 有量は標 準直線を

用いて算出した。

8 . 肉芽組織中の線維芽細胞増殖抑制作用に つ

い ての検討

カ ラゲニ ン 空気嚢炎症に おける 8 日目での

肉芽組織より得られた線維芽細胞を37 oC ， 5先

CO2 下で培養した。 牛胎児血清(FBS) を10%含

む DM EM を基礎培地 として用い、 方弗� E J の水

溶性成分 を 最 高5 %となるよう培地 中 に 添加

した。 3 日 ごとに方剤 含 有培地 を交換し、 そ

の都度、 線維芽細胞数を1 2 日目まで計測し

た。 計測は、 Vilcekらの方法 1 3 )に 準じ、 アミ

ド ブ ラ ッ ク にて細胞を染色し、 吸光度(6 3 0 n m ) 

を測定し、 検量線から細胞数を算出した。

9 . 統計学的処理

幾 つかの実験結果は、 結果を同 時に 考慮 す

る必要があるた め、 それぞれ に 対応 する 対照

群の百分 率または抑制率で表現した。 結果は

nud
 



平均値 ± 標 準誤差で表わし、 有意差検定は 対

応のない平均値 の 差の検定 ( T-test) で行な

っ ?こ。

結果

1 . カ ラゲニ ン空気嚢炎症 モデルに おけ る方剤

E J の抗炎症 作用

カ ラゲニ ン 空気嚢炎症 (予防実験) の 8 日

目での肉芽腫嚢内の参出液量と肉芽重量を測

定した結果を F i g. 4 に示 す。 EJによる肉芽組

織形成の抑制傾向 を認 め、 とく に 高濃度の EJ

では 有意に肉芽組織形成を抑制した。 抑制率

は EJ x 5 、 お よび EJ x 3にお いて、 それぞれ

3 0. l%(p < 0. 01)， 14. 8 %(p < 0. 05) であ っ た。

参出反応に 関しては、 いずれも 有意な 抑制効

果を示 さなか っ た。 イ ン ド メタ シ ン(0. 25 rng 

/day) お よび プレ ド ニ ゾロ ン(0.25 rng/day) 

に 関 しては、 肉芽組織形成の抑制率が各 々 3. 

4 % ， 48. 9%(p<0. 01) 、 診出反応のそれが各 々

24. 0%， 42. 0% であ っ た。 な お 、 方剤 の副 作用
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として EJ x 5でのみ 下痢傾向 を認 めた。

2 . C M C空気嚢炎症に対する方剤 E J の効果

上述の カ ラゲニ ン 空気嚢炎症モデルは、 亜

急性期あるいは慢性期の炎症モデルと 考えら

れる 1 4 )のに 対し、 C M C 空気嚢炎症は炎症の

急性期を評価 するのに 適していると 考えられ

る。 カ ラゲニ ン 空気嚢炎症モデルに おいて 抗

炎症効 果の認 められた方剤 EJ が、 炎症の急性

期の 時点でどのような作用を示 すかを検討 す

る目的で、 C M C 空気嚢炎症に 対 する こ の方

剤 の抑制効 果を検討した。 C M C 空気嚢炎症

に おける方剤 EJ の効 果は、 F i g .  5 に示 すよ

うに、 血疑蛋白の参出反応には影響を与えな

か っ たが、 7 時間後の嚢内の白血球浸潤を抑

制 する傾向 を認 めた。 抑制率は EJ 15. 8 % で

あ っ たが推 計学的には 有意差はなか っ た。

3 . 肉芽組織中の コ ラ ーゲン蛋白質、 非 コ ラ

ゲン蛋白質の定量

前述の カ ラゲニ ン 空気嚢炎症に おける肉芽

組織中の コ ラ ー ゲ ン量をヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン

1 1 



( H y p ) とし て測定 したと こ ろ、 コ ン ト ロ ー ル

群に比較し て、 E J群は一般に減 少傾向 を認め

た。 非 コ ラ ー ゲ ン蛋白質としての 総 蛋白量の

変化に つい ても減 少傾向 を認めた。 しかし こ

れらの成績を単位湿重量あたりの コ ラ ー ゲ ン

Hyp とし て表現 すると(Fig. 6) 、 EJ の 高濃度

で増加傾向 にあ っ たが、 有意差を認めなか っ

た。

4 . 肉芽組織中の線維芽細胞増殖に対する方剤

E J の抑制効果

方剤 EJ による カ ラゲニ ン 空気嚢炎症での

肉芽形成抑制の機序を検索 するために、 方弗j

添加後の線維芽細胞の増殖に 対 する影響を検

討 した。 培養後1 2 日固まで観察したと こ ろ、

F i g. 7 に 示 すように、 方弗Ij E J を 最終的に

O .  2 5児， 1 % ， または 5% となるように培養液中

に 添加 すると、 こ の方剤は線維芽細胞の増殖

を用量依存的に(p < 0. 001) 抑制した。

5 . カ ラ ゲニ ン空気嚢炎症 (慢性期) に対する

方剤 E J の効果

12 



カ ラゲニ ン 空気嚢炎症に おける慢性期での

抗炎症効果 〈治療効果) を確かめるために、

前述の F i g. 2 に 示した投与計画に従い、 E J x 

3 経口投与による実験を行 っ た。 下痢 等の副

作用は認めなか っ た。 結果を、 F i g. 8 に 示 す。

E J x 3 は、 Day 9 の肉芽重量を、 有意に(p <

O .  0 5 )減 少した。 こ の方剤による肉芽形成の抑

制と、 肉芽組織の コ ラ ー ゲン との 関連を検討

するために、 前述の方法に 準じて、 肉芽組織

の コ ラ ー ゲン 蛋白質量と、 非 コ ラ ー ゲン 蛋白

質量を測定し比較検討 した(Fig.9) 0 E.J x 3 群

は 対照群に比べ、 有意に(p < 0. 05) 総 コ ラ ー

ゲン 蛋白質量の低下を認めた。 非 コ ラ ー ゲン

蛋白質量に 関しては、 低下傾向 を認めたが 有

意差は無か っ た。 こ の成 績を肉芽の単位湿重

量あたりの コ ラ ー ゲン 蛋白質量、 あるい単位

ラ 湿重量あたりの 非 コ ラ ー ゲン 蛋白質量として

表現 すると、 やや増加傾向 を 示したが、 とも

に 有意差を認めなか っ た。
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考察

RA は、 増殖型慢性炎症性疾患の代表と され

るので、 RA に 対 する薬 物の作用を検討 するた

めには増殖型炎症の病態モデルが必要不可欠

である。 今回、 用いた カ ラゲニ ン 空気嚢炎症

はその特徴として、 C 1 ) 炎症反応の急性期から

慢性期までを幅広く再現 する こ とができる、

C 2 ) 炎症組織の 生化学的研究を行なうのに十分

な組織が比較的短期間 (約1週間) で得られ

る、 C 3 ) 病態モデルとしての再現性がよく、 増

殖型慢性炎症モデルとして 有用である、 等が

挙げられる 1 " )。 今回、 こ の炎症モデルを使用

した結果、 方剤 EJ は慢性炎症の特徴である

肉芽組織の形成を抑制 する こ とが明らかとな

っ fこC F i gs.4 a nd 8) 。

抗炎症効果発現の機序としては、 肉芽組織

コ ー ゲ ン Hyp の産 生抑制C Figs.6 a nd 8) 

と、 肉芽組織線維芽細胞増殖抑制C Fig.7) と

があるが、 方剤 EJ には肉芽組織線維芽細胞

に 対 する増殖抑制作用のある こ とが示唆 され

14 



fこ。

カ ラゲニ ン 空気嚢炎症モデルで 有効性のみ

られた方剤 EJ の、 炎症急性期 (血管透過性

充進あるいは白血球遊走期〉 での作用を検討

する目的で、 C M C 空気嚢炎症実験を行な っ

た(Fig. 3) 。 その結果、 方剤 EJ は、 急性炎症

反応のうち、 白血球浸潤に 関しては抑制傾向

を示したが、 血策蛋白の参出反応を指標とし

た血管透過性充進に 関しては明かな抑制jを示

さなか っ た (Fig.5) 。 したが っ て、 カ ラゲニ

ン 空気嚢炎症に おいて慢性炎症の抑制が顕著

であ っ た方剤 EJ は急性期の炎症を、 少なく

とも今回用いたC M C 空気嚢炎症実験では、

抑制しなか っ た。

高濃度の方剤 EJによる肉芽組織の抑制に

関しては、 E J x 5 および EJ x 3 は予防実験に

おいて肉芽組織形成をそれぞれ 30. 1先， 1 4. 8 

先 抑制した(Fig. 4) 。 こ れらの抑制率は イ ン ド

メタ シ ン (3. 4先〉に決して劣らないが、 プレ ド

ー ゾ ロ ン(48. 9出) に劣 っ ていた。 方舟IJ E J のヒ
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ト の常用 量 と 今 回 の ラ ッ ト に お け る 有 効 量 と

の比較を す る と 、 ヒ ト の常用 量 は 5--- 6 rn l / k 

g であ る の に 対 し、 今 回 の 実 験 の ラ ッ ト では

E J (x 1 ) ， E Jx 3 ，  E Jx 5 そ れぞれ E J x 1 に 換

算し て 1 0 rn l / k g ，  3 0  rn l / k g ，  5 0  rn l / k g と な

る 。 E J x 3 以上で肉 芽 組織形 成 を抑制し、 E J 

x 1 は そ れを抑 制 しな か っ た こ と か ら 考え る と 、

今 回 の研究で の ラ ッ ト に お け る 有 効 量 は ヒ ト

の 用 量 に 比べ、 少なく と も 5，._ 6 倍 高 い と 推

測され る 。

今 回 の研究では、 E J は 炎 症 第 3期 に お け る

抗 炎 症 作 用 を有 す る こ と が明 ら か と な っ た。

肉 芽 組織中 の コ ラ - ゲ ン 量 を H y p を指標 と し

て 測定し、 こ れを肉 芽 単位湿重 量 あたり の コ

ラ ー ゲ ン 量 と し て 算 出 し て み る と 、 E J群では

増加傾 向 に あ っ た (F i g s . 6 a nd 9 ) 。 こ の こ と

は、 E J の抗 炎 症 作 用 に 若干 の 特徴があり、 例

えば、 E J に は、 コ ラ - ゲ ン の 生 成 を抑制 す る

作 用 が考え ら れ る 以 外 に 、 自由水 の 炎 症 組織

中へ の移行を抑 制 す る 作 用 も兼ね備え て い る
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可能 性 もあ る こ と が示唆された。

さ て 、 方 剤 E J を 構 成 す る 個 々 の 生 薬 別 の

抗 炎 症 作 用 に つ い て 、 麻 黄 1 5-21 )( W h i t t le法、

ラ ッ ト ・ カ ラ ゲニ ン お よ び デ キ ス ト ラ ン足蹴

浮腫法 、 他 ) 、 自戒22 )( W h i t t l e法 、 他 ) 、

甘草2 3 -2 5 )( ラ ッ ト ・ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 足蹴

浮腫法 、 他 ) に 、 抗 炎 症 作 用 〈 特 に 炎 症 の急

性 期〉 を認め る と の 報 告があ る 。 本 実 験 で 用

い たC M C 空気嚢 炎 症 では、 E J の急 性 期抗 炎

症 作 用 を 見い だせな か っ たが、 そ の理由 と し

て 実 験 法 の違 い に よ る こ と が考え ら れ る 。

方 、 E J 構 成 生 薬 以 外 の 生 薬 に 言 及 す る と 、 附

子 2 6 )、 牡丹 皮 2 7 )、 紫根2 8 )、 大 黄 2' 9 )、 升 麻

3 0・ 3 1 )、 荊芥 32 )、 当帰2 8 )、 桔 梗 3 3 )など多く

の 生 薬 に 炎 症 の初期 ( 炎 症 第 l 期~ 第 2 期 )

を 抑 制 す る 成 分 が存在 す る こ と が知 ら れ て い

る 。

肉 芽 形 成 、 結合組織 増殖など の 炎 症 後 期

( 炎 症 第 3期 ) に 作 用 を認め る と す る も の に

は、 甘草2 3 -2 5 )( G l y c y r r h i z i n ， G l y c y r r h eti 
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c a ci d ) 、 防己 34 )( S  i n 0 m e n i n e ) 、 柴 胡 35 )( S a 

i k o s a p o n i n ) 、 桔 梗 3 3 )( P 1 a t y c 0 d i n ) 、 辛夷 36 ) 

( M a g n 0 s h i n i n ) が 報 告され て い る に す ぎな い 。

本 研 究で使 用 した 方 剤 に 配合された 生 薬 のう

ち 炎 症 第 3期を抑 制 す る こ と が明 ら か に され

て い る 生 薬 は、 甘草2 3 -25 ) のみであ る 。 し か

し、 同 じ く甘草が 含 まれ て い る に も か か わ ら

ず、 同 じ 実 験 系で抗肉 芽 作 用 を認めな い と す

る 著者 ら の 報 告 3 7) ( 桂枝 加J1t附湯 ) があり興

味深 い 。 こ の こ と は、 単 一 の 生 薬 を 用 い た場

合 と 方 剤 と し て 生 薬 を配合し て 用 い た場合 と

では 作 用 が異な る こ と のあ る 可能 性 を示唆し

て い る 。 す なわち、 他 の 生 薬 と の 相互 作 用 に

よ り 作 用 が増強 ( 相加 または 相乗〉 したり減

弱 ( 括抗 ) す る 可能 性 があ る 。

生 薬 の 炎 症 第 3期抑 制 に 関 し て 、 有 地 ら 3 8 ) 

は、 和 漢 薬 の処 方 単位 〈 方 剤 ) と し て 、 柴 胡

桂枝 乾 萎湯、 小 柴 胡湯、 柴 胡 桂枝 湯など の 柴

胡 剤 と 称され る 一群 の 方 剤 が こ の 第 3期を抑

制 す る と 報 告し て い る 。 こ れ に 関連し て 山 本
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ら 35 )も、 柴 胡 の主要 成 分 であ る 柴胡 サ ポ ニ ン

に 著明な第 3期 抑 制作用のあ る こ と を 報 告し

て い る 。

ラ ッ ト の ア ジ ュ バ ン ト 関 節 炎 に 対 す る 生 薬

に つ い て の 報 告 と し て 、 当帰 3 1) - 4 1 )、 白Jtt 3 1) 

- 4 1 )、 巧 薬 3 1) - 4 1 )、 麻 黄 3 9. 4 0 )、 牡丹!支 3 9. 4 

o ) 

6 ) 

防風 3 1). 4 0 )が、 方 剤 と し て 桂枝 加Jtt附湯

桂校二 越牌 一 湯加附子6 )、 桂枝 巧薬知 母

湯川 があり、 い ずれ に も抗 炎 症 効 果 が認め ら

れ て い る 。 ア ジ ュ パ ン ト 関 節 炎 は、 そ の発 症

と 進 展 に 細 胞 性 免疫 と 液 性 免疫が密接 に 関 与

し て い る と い われ る 4 2 )。 従 っ て 、 こ の ア ジ ュ

バ ン ト 関 節 炎 モ デ ルは、 今 回 の 研 究 で 用 い た

実 験 モ デ ル ( 免疫 学 側面を明確 に 切り離した

と 考え ら れ る 炎 症 モ デ ル 〉 と は 機 序 が異な る

と 考え ら れ る 。 い ずれ に し て も、 E J が、 免

疫 学 的 機 序 を別 に し て 増 殖型慢 性 炎 症 で あ る

炎 症 第 3期 に お い て 炎 症 を 抑 制 す る こ と は、

特筆 す べき こ と と 思われ る 。
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小括

慢 性 関 節 リ ウ マ チ に 臨 床的 に 効 果の認め ら

れ て い る 和 漢 薬 方 剤 であ る 越舛加7tt湯 ( E J ) に

つ い て 、 まず カ ラ ゲニ ン 空気嚢 炎 症 ラ ッ ト を

用 い 、 抗 炎 症 効 果 を検討した。 E J は経口 投

与 に て 、 慢 性 炎 症 の 特徴であ る 肉 芽 組織の形

成 を 有 意 に 抑 制 した。 次 に 慢 性 炎 症 の 抑 制 を

不した E J の 急 性 期 に お け る 作 用 を カ ルボ キ

シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ( C M C ) 空気嚢 炎 症 ラ ッ ト を

用 い て 検討した。 E J は、 急 性 炎 症 反応のう

ち 白 血 球浸潤 に 対 し 抑 制 傾向を示した が、 血

祭蛋 白の 参出 反応は 抑 制 しなか っ た。 さ ら に 、

こ の 方 剤 に よ る 肉 芽 線 維 芽 細 胞 増 殖 抑 制 実 験

に よ り、 慢 性 炎 症 抑 制 機 序 のひ と つ と し て 、

肉 芽 組織 線 維 芽 細 胞 に 対 す る 増 殖 抑 制 機 序 が

示唆された。
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第二部 和 漢 薬 方 斉Ij I 越舛加7ft湯 」 の抗 炎 症

作 用 に 関 す る 研 究 ( II ) 線 維 芽 細 胞 増 殖 に 及

ぼ す 越舛加7ft湯、 麻 黄 、 お よ び 麻 黄 成 分の影

響

序論

第 一 部 に お い て 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ ( R A ) 

等の 炎 症 性 疾 患 に 用 い ら れ る 和 漢 薬 方 剤 、 越

舛加7ft湯 ( E J ) が ラ ッ ト ・ カ ラ ゲニ ン 空気嚢

炎 症 モ デ ル の肉 芽 重 量 お よ び 肉 芽 組織中の ヒ

ド ロ キ シ プ ロ リ ン 量 を 減 少させ る こ と を明 ら

か に したい〉。 そ の慢 性 炎 症 抑 制 機 序 の ひ と つ

と し て 線 維 芽 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 が考え ら れた

3 7 ) 。 そ こ で、 E J お よ び E J の 構 成 生 薬 に よ

る 抗 炎 症 活 性 を、 線 維 芽 細 胞 増 殖 抑 制 を指標

に 検討し、 併せ て 活 性 物 質 の検索を試みた。

材料と方法

1. 和漢薬方剤 の調製

実 験 用の 方 剤 と し て の E J の組 成 は T a b l e
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I に 示 す 通りであ る 。 麻 黄 、

構 成 生 薬 、 お よ び E J去 麻 黄 、

石膏等の個 々 の

E J去石膏 等の E J

よ りひ と つ の 生 薬 を取り除 い た 方 剤 ( E J  - M a  

o .  E J  - S e k k o 等 と 表記 ) も用意した。 す べ て

の 生 薬 は、 栃 本 天 海堂 ( 大阪 〉 よ り購入した。

それぞれの 方 剤 な い し 生 薬 に 水 4 0 0 m 1 を加

え 弱火で 6 0 分間煮沸し 3 0 0 m 1 の水煎液を

得た。 方 弗IJ ( 水煎液 ) を、 適 量 ( 2 0--- 3 0  m l ) に

分 け、 - 4 0  ocで冷凍 保存し、 必要時 に 適宜解

凍した 後 、 実 験 に 供した。

2 . 実験 材料

B a l b / c - 3 T 3. c l on e  A 3 1 細 胞は、 大 日 本 製薬

株式 会 社 ( 大阪 ) よ り購入したものを使 用 し

た。 マ イ ク ロ プ レ ー ト ( c e l l w e l l s )は 2 4穴の

もの ( 2 5 8 2 0 M  P ) を C o rn in g G l a s s  W o r k s  ( N .  Y . .  

u . S .  A . ) よ り購入した。 牛胎児 血 清 ( F B S )はW h 

i t t a k e r B i o p r o d u ct s . In c .  ( M d . .  U .  S .  A . )のも

のを購入し使用した。 ダル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ

ル培 地 ( D M E M )は 日 水製 薬 株式 会 社 ( 東 京 ) よ

り購入した。 N - 2 - h y d r o x y e t h y l pi p er a zi n e - N
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- 2 - e t h a n e s u l f o n i c  a c i d(H EP E S ) お よ び 2 -( N 

- m o r p h o l i n o ) e t h a n e s u l f o n i c  a c i d， m o n o h y d  

r a t e( M E S )は 株式 会 社同仁 化 学 研 究 所 (熊 本 〉

製のものを購入した。 j - e p h e d r i n e， d- p s e u d  

o e p h e d r in e， j - N- rn e t h y l e p h e d r i n e ，  d- N- m e t 

h y l p s e u d o e p h e d r i n e， j - n o r e p h e d r i n e は、 A

l d r i c h C h e m i c a l  C o .  (W i s . ， U . S .  A . ) よ り購入

した。 デ キ サ メタ ゾ ン は ナ カ ラ イ テ ス ク 株式

会 社 ( 京 都 〉 よ り、 イ ン ド メタ シ ン は S i g m a

C h e m i c a l  C o .  ( M o . ， U .  S .  A . ) よ り購入した。 炭

酸水 素 ナ ト リ ウ ム 、 ペニ シ リ ン G カ リ ウ ム 、 ス

ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸塩、 ク リ ス タ ルヴ ァ イ

オ レ ッ ト 、 グルタ ル ア ル デ ヒ ド 溶液、 酢 酸、

その他の試 薬 は 和 光純 薬 工業 株式 会 社 ( 大阪 〉

よ り購入したものを使 用 した。

3 . 細胞の培養

線 維 芽 細 胞 と し て マ ウ ス b a l b / c - 3 T 3 ， c l o n e  

A 3 1 を選んだ。 培養条件は、 常 に 、 3 7 0C、 9 5 

児 空気 5 % C O2 で、 C 0 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー は、 サ

ン ヨ ー フ ォ ー マ - M I P 3 1 9 3  ( 三 洋電 機 特 機 株式
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会 社 、 東 京 ) を使 用 した。 継 代 培養は 1 0見 C v / 

v ) FB Sを 添加した培養液を 基槌培 地 と し て 用い

行な っ た。 培養液 の 組 成 は 次 の 通り で あ る 。

培養液 1 0 0 0 m 1 中 、 D M E M 1 0 . 0 0 g 、 炭 酸水 素

ナ ト リ ウ ム 3 . 6 9 8 g 、 H E P E S 5 . 9 6 g 、 ペニ シ

リ ン G O .  1 g 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン O . 1 g 。

C e l l  g r o w t h  a s s a y と し て 、 前 日 、 2 4穴マ

イ ク ロ プ レ ー ト に 、 継 代 で 7 0完 c o n f l u e n t に

な っ た細 胞 を、 5 x 1 0 3個ず つ CO . 5 rn l )徹き、 当

日 、 水煎液 (水溶 性 成 分 : O .  4 5μ m の フ ィ ル タ

ー を通し滅菌したも の 〉 を 4% ，  1 % あ る い

は O . 2 5 % 含 む 5% F B S 含 有 培養液 で 培 地交換

を行な っ た。 3 日 後 ま で 培養し、 経目的 に 細

胞 数を 色 素 法 〈 ク リ ス タ ル ヴ ァ イ オ レ ッ ト 法

4 3. 4 4 ) ) で 計測した。

4 . 色素法 に よる細胞の計測

細 胞 は、 1 rn 1 の 培養液 に g l u t a r a l d e h y d e C 1 1  

% ) 1 0 0μ 1を加え る こ と に よ っ て 固定し、 1 5 分

間軽く振 動 の 後、 水 で 3 回 洗 っ た。 P1 e t eを 乾

燥させ、 O . l% cr y s t al vi ol e t C 2 0 0  m M  M E S ，  p 
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H 6 . 0 ) ， l mlを加え 3 0分 間染色し、 水洗 、 乾 燥

の 後 、 1 0児 酢 酸 で 溶 出 した。 5 9 0 n m で の吸光

度を 島 津自記 分 光光度 計 UY- 2 6 5 F S ( 株式 会 社

島 津 製 作 所、 京 都 ) に て 測定した。 細胞数 と

吸光度 と の 聞 の 標 準直線をあ ら か じ め求め て

お き、 吸光度 か ら 細 胞 数を算 出 した。

Xを細 胞 数、 Yを 5 9 0 n m で の吸光度 と す る と 、

X= 1 6 8 0 7 . 2 Y - 1 9 6 9 .  4 6  

r= 0 . 9 9 8， 0< p< 0 . 0 0 2  

5 . 統計学的検討

統 計処理 は M E DI C AL PL A N  II Y e r 3 . 0 (株式

会 社 デ ー タ フ ォ ー ム 、 京 都 〉 を使 用 し行な っ

た。 実 験 デ ー タ は す べ て 平均値± 標 準誤差 で

表わし、 検 定は 対 応 の ない 平均値 の 差 の検 定

( T- t e s t またはW il c ox o n t e s t ) で 行な っ た。

結果

E J の 線 維 芽細胞増 殖 抑 制 効 果 を F i g .  1 0 に

示 す 。 E J 4 先 お よ び 1 % は 1 日 後 よ り、 o . 2 5 

% は 2 日 後 よ り細 胞 数を 対 照 に 比し 有 意 に 減
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少した。

培養液中 に 直接水煎液を入れた為、 細 胞 の 増

殖 抑 制 が、 薬剤 の ce11 d a m a ge に よ るも の で

な い こ と を確認 す るため に 、 次 の 実 験 を行な

っ た。 E J 添加 実 験 で 、 D a y 1 お よ び D a y 2 

で の 培養液 中 の 浮遊 ( ある い は死滅 ) 細 胞 数

を算定した と こ ろ、 対 照 と の 問 で 有 意差はな

か っ た。 D a y 1 で は 対 照: 7 . 8:t 1 . 3x 1 02 ce 1 

l s ， 4% E J: 7 . 8:t 0 . 7 x 1 02 cell s ，  1先 E J: 8 . 3:t 

1.7x 1 02 ce1 1 s ，  0 . 2 5先 E J: 7 . 8:t 1 . 6x 1 02 cel 

1 s 、 D a y 2 で は 対 照: 9 . 4:t 1 . 6x 1 02 ce 1 1 s ，  

4出 E J: 9 .  4:t 3 . 1 x 1 02 ce 1 1 s ，  l% E J: 9 .  4:t 3 . 9  

x 1 02 ce 1 1 s ，  O .  2 5% E J: 9. 4:t 3 . 1 x 1 02 ce 1 1 s で

あ っ た。

次 に 、 D a y 1 お よ び D a y 2 に培養液を通常 の 培

地 に 交換した と こ ろ E J 添加に て 抑 制 され て

い た細 胞 数が 対 照 の レ ベ ル に ま で 十 分 に 回復

した C T a b1e II ) 。 また、 培養液 に 煎液を加えた

際、 培養液 の p H に 変 化 を認めな か っ た。

次 に E J 構 成 各 生 薬 、 お よ び そ れ ら と 対 に な
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る E J よ り一味 の 生 薬 を除 い た 方 剤 に よ る 線

維 芽 細胞増 殖 に 及 ぼ す 影 響 を検討した。 まず

麻 黄 お よ び E J 去 麻 黄 に よ る結 果 を F i g .  1 1 

に 示 す 。 麻 黄 は 線 維 芽 細 胞 増 殖を、 4% お よ び

l児 濃度 で 添加したも の は l 日 後 よ り、 またo.

2 5児 で は 2 日 後 よ り 抑 制 した。 し か し、 E J  

去 麻 黄 は、 い ずれ の 日 に も細 胞 増 殖 に 対 し 影

響 を 及 ぼさな か っ た。 次 に 、 大菜、 E J 去大棄

に よ る結 果 を F i g . 1 2 に 示 す 。 大奈は細 胞 増

殖 抑 制 を認めな か っ たが、 E J 去大奈はO . 2 5% 

以上 の 添加濃度 で 初 日 よ り 有 意 に 抑 制 した。

結 果 は図示し て い な い が、 石膏、 白7tt に 関 し

て も大築 の 結 果 と ほぼ同様 で あ っ た。 全般 に 、

E J 構 成 生 薬 お よ び E J去一味 の 方 剤 の うち、 麻

黄 の 含 まれるも の は 抑 制 作 用 が強く、 麻 黄 の

含 まれな い も の は 抑 制 がわず か か 、 ある い は

認め ら れな か っ た。 ただし、 生 菱 と 甘草 に は

弱 い 抑 制 を認めた ( F i g s . 1 3  a n d  1 4 ) 。

そ こ で 、 i n  v i t r o で 最も 抑 制 効 果 の 強 い こ

と が示唆された 麻 黄 に 着目し、 文献的 に 麻 黄
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の 成 分 で ある と 報告され て い る j -e p he d r i n e ，  

d - p se u d oe p h e d r i ne ，  j- N - rne t h y le p he d r i ne ，  

d - N - rne t h yl p se u d oe p he d r i ne ，  j - n o re p he d r in 

e ( そ れぞれ 2 5 0 ，  2 5 ，  2 .  5μ g / rn 1 ) に つ い て 検討

した と こ ろ、 d - p se u d oe p he d r i ne ( 2 5 0 ， 2 5μ g 

/ rn 1 ) 、 お よ び j -n o re p he d r in e ( 2 5 0 ， 2 5μ g / rnl ) 

に 有 意な増殖 抑 制 が認め ら れた ( F i g s. 1 5  an d 

1 6 ) 。 し か し j-e p he d r in e で は 抑 制 は 全く認

め ら れな か っ た。 j - N - rne t h yle p he d r in e ， d - N  

- rne t h yl p se u d oe p he d r ine で は 高 濃度 ( 2 5 0μ 

g / rn 1 ) で D a y 3 の み に 増殖 抑 制 が認め ら れた

( F i g . 1 7 ) 。

陽 性 対 照群 と し て 用 い た デ キ サ メタ ゾ ン

( 2 5 ，  2 . 5μ g / rn l ，  

ドメタ シ ン ( 2 5  0 ， 

2 5 0 ，  2 5 ，  2 . 5n g / ml ) と イ ン

2 5 ，  2 .  5μ g / rnl ) で の 結 果 を

F i g . 1 8 に 示 す 。 デ キ サ メタ ゾ ン は 2 5n g / ml

よ り 高 濃度 で 、 イ ン ドメタ シ ン は 2 . 5μ g / m 1 

よ り 高 濃度 で そ れぞれ増殖 抑 制 を示した。

考察
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今 回 の 研 究 で と りあげた E J は金腫要略 ・

中 風歴 節 病 第 五を出典 と す る処 方 で ある。 歴

節 と は移 動 性 の 関 節 炎 に 相当 す る病態 で ある。

日 常 の 臨 床に お い て も 本 方 剤は 関 節 炎 をは じ

め と す る各種 の 炎 症 性 疾 患 に広く応用され て

い る 4 5 ) 。 本 論 文 の 第 I 部に お い て 、 E Jは ラ ッ

ト ・ カ ラ ゲニ ン 空気嚢 炎 症 モ デ ル で 炎 症 第 3

期を 抑 制 す る こ と を明 ら か にした 3 7 ) 。 今 回 は

E J の 慢 性 炎 症 に 対 す る効 果 に 検討 の 対象を

絞 り、 E J の ど の 成 分 が慢 性 期抗 炎 症 活 性 を担

っ て い る か を検索した。

E J の 慢 性 期抗 炎 症 効果を 線 維 芽 細 胞 増 殖 抑

制 を指標に検討し、 次 に E J の 構 成 生 薬 で 検

討した と こ ろ、 麻 黄 に 抗 炎 症 活 性 がある こ と

を 実 証した。 そ こ で 、 麻 黄 の 抗 炎 症 活 性 成 分

を 麻 黄 の ア ル カ ロ イ ド 成 分 で 検討した と こ ろ、

d - p se u d oe p he d r i ne 、 お よ び I - n o re p he d r i ne に

活 性 がみ ら れたが、 I -e p he d r i ne で は 全くみ ら

れな か っ た。

麻 黄 、 ある い は そ の ア ル カ ロ イ ドに よ る 急
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性 炎 症 (第 1 期、 第 2 期 ) 抑 制 の 報告は数篤

見受け ら れる 1 5 - 2 1 ) 。 そ れ ら に よ る と 、 麻 黄

エ キ ス 、 抽出総 ア ル カ ロ イ ドは W h i t tl e 法 (酢

酸 に よ る腹膜 炎 〉 、 デ キ ス ト ラ ン お よ び カ ラ

ゲニ ン に よ る ラ ッ ト 足蹴浮腫 に 対 し抗 炎 症 作

用 を示し 1 5 - 1 9 ) 、 さ ら に こ の 作 用 が主 と し て

d - p se u d oe p h e d r i n e に よ るも の で ある こ と 1 5 . 

1 6. 2 0 ) 、 そ し て そ の 作 用 機 序 と し て 一 部は ア

ラ キ ド ン 酸 代 謝 抑 制 作 用 に よ る こ と 1 6. 2 1 )が

明 ら か に され、 一 部は交感神経系 ( a d re ne r g i

c me c h a n i s m ) に 関 与 す る こ と 1 9. 2 0 )が示唆さ

れ て い る。

今 回、 麻 黄 お よ び そ の ア ル カ ロ イ ド の 慢 性

期抗 炎 症 作 用 を と く に 線 維 芽 細 胞 増殖 抑 制 実

験 46 -48 )を 用 い て 明 ら か に したが、 こ の よ う

な 方 法 で こ の 方 剤 の 薬 理 効 果 を解明した の は

本論 文が初め て で ある。 D' Ar c y ら の 方 法 に よ

る鶏卵匹肉 芽 形 成 を 麻 黄 お よ び d - p se u d oe p h e

d r i n e で 証明した曳野 ら の 報告 1 5 ) と 矛盾 しな

い 結果 で あ っ た。 相違点 と し て は、 後 者 で は
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麻 黄 ア ル カ ロ イ ド と し て d - p se u d oe p he d rine と

I -e p he d r ine の みを取り上げた の に 対し、 我 々

は 1 - N - m e t h y 1 e p h e d r i n e ，  d - N - m e t h y 1 p s e u d 0 e 

p he d r ine ， I -n o re p he d r ine の 含 有 量 の 少な い

成 分 を 含 めた結 果 を挙げる こ と が で きた。

と こ ろ で 、 麻 黄 の 種 類 に よ りI -e p he d r i ne と

d - p se u d oe p he d r i ne の 含 有 比は まち まち で 1 0倍

以上 の 聞きがある 1 8. 4 9 ) と い われ て い る。 よ).，-， 

回 用 い た 麻 黄 は 中 麻 黄 ( 中 国産 の 麻 黄 〉 で あ

るが、 中 麻 黄 はやや多 量 の d- p se u d oe p he d r in

e CO . 6 - 0 . 7% )を 含 む の に 対 し、 比較的少 量 の /

-e p he d r i ne CO . I - 0 . 2% )し か 含 まな い こ と が知

ら れ て い る 5 O. 5 1 ) 。 曳野 ら 5 0 )は 麻 黄 の d - p s e 

u d oe p he d r ine 含 量 と 抗 炎 症 効 果 C w h i t t le 法 〉

と は 平行 関 係 に ある こ と か ら 、 d - p se u d oe p he 

d r i n eが 麻 黄 の 抗 炎 症 効 果 の 主要 成 分 と 結論し

て い る。 また、 今 回 強 い 抑 制 作 用 を示した /一

n o re p he d r ineは中 麻 黄 か ら 検出不能 か または

極く微 量 CO. 0 0 0 5% ) 含 まれる に 過ぎな し、 5 1 - 5 3 ) 。

実 際 本 研 究 で 用 い た 麻 黄 中 の ア ル カ ロ イ ド を
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HP L C に よ り定 量 した と こ ろ、 / - n o r e p h e d ri ne 

は検出されず、 d - p seu d oe p he d ri n e は O . 7 % 

含 まれ て い た ( T a ble 1 ) 0 /- N - me t h y le p he d  

r i ne ，  d - N -rne t h y l p seu d oe p he d r i neは、 抗 炎 症

活 性 がわず か で あ っ た。 こ れ ら の こ と か ら 考

え て 、 麻 黄 に お ける主要な抗 炎 症 活 性 物 質は、

炎 症慢 性 期 に お い て 、 d - p se u d oe p he d r i ne と 考

え ら れる。 次 に 実 験 上 の 問題点 と し て 考え

ら れる こ と を幾っ か 列挙した い 。 まず、 今 回

の 線 維 芽 細 胞 増 殖抑 制 実 験 に お い て 、 培養液

中 に 直接煎液を 添加したため、 細 胞 増 殖抑 制

は細 胞 毒 性 ある い は細 胞 障害 に よ る結 果 で は

な い か と い う こ と が可能 性 と し て 考え ら れる。

こ の こ と に つ い て は、 次 の 諸点 か ら 細 胞 障害

の 可能 性 はほぼ否定し得る と 考え て い る。

①増 殖を抑 制 した段階 で 培養液を煎液を 含 ま

な い 通常 の も の に 置き換える と 増 殖が 回復 す

る ( T a b le II ) 。 ②培養液上 清 中 の 浮遊または

死滅細 胞 数 に 差異がな い 。 ③培養液 に 水煎液

を加え て も培養液 の p H に 変 化 が 見 ら れな い 。
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④増 殖が 抑 制 された場合 で も 増 殖曲線が下 向

き に はな ら ずむし ろ上 向 き で ある く Fig: . 1 0他 ) 。

次 に 、 今 回 の 研 究 で は、 培養液中 に 薬 剤jを

直接加えたわけ で あるが、 こ の こ と が生体内

で の 事 実 を 反映し て い な い の で はな い か と い

う憶測が生 じ る可能 性 がある。 我 々 は、 こ の

こ と に つ い て まず、 麻 黄 を 含 む 漢 方 製剤jを 服

用 後 の ヒ ト 血 禁中 の 麻 黄 ア ル カ ロ イ ド は微 量

で はあるが十 分 定 量 可能 で ある点を強調した

い 。 具体的 に は、 山 本 5 4 ) に よ る と e p he d r i ne

3 . 5 m g .  p se u d oe p he d ri ne 1 . 2 m g 含 有 の エ キ ス

製剤 2 g を 服 用 した 後 2時間 の ヒ ト 血 中濃度が

そ れぞれ 1 5 n g / m l. 5 n g / m l で あ っ た と い う。

本 研 究 に お ける培養液中 の p se u d oe p he d r i ne の

濃度 に つ い て は、 H PL C に よ る定 量 の 結 果 か ら

考え て 、 伊jえば細 胞 増 殖 抑 制 効 果 の み ら れた

麻 黄 水煎液 1% 含 有 培養液中 に は p se u d oe p he d

r i n eが 1 . 4μ g / m 1 、 4% に は 5 . 6μ g / m 1 含 まれる

計算 に なる。 単 一 成 分 と し て の p se u d oe p he d r

i n e 添加 実 験 で は そ の 十数倍 に 相当 す る 2 5μ g
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/ m 1を要した。 こ の 濃度 の レ ベ ル は 実 験 動物で

は血中で充 分 に 達し得る濃度 と 思われる。

麻 黄 ア ル カ ロ イ ド の 抗 炎 症 作 用 機 序 に つ い

て 、 炎 症 の 急 性 期では ア ラ キ ド ン 酸遊離 抑 制

作 用 に よ る ア ラ キ ド ン 酸 代 謝産物 の 産 生 抑 制

が 一 部関 与 し て い る と の 報 告2 1 )がある。 また、

麻 黄 は ア ラ キ ド ン 酸 か ら プ ロ ス タ グ ラ ン デ ィ

ン しへ の 変換を 阻 害 す る と も い われ て い る 5 5 〉0

本 研 究 で 陽 性 対 照群 と し て 用 い た イ ン ド メタ

シ ン は 1 0 - 5 M以上 で 線 維 芽細胞増 殖 抑 制 した こ

と か ら 、 慢 性 期 炎 症 に お い て も ア ラ キ ド ン 酸

代 謝が 炎 症 に 関 与 し て い る可能 性 がある。 し

か し、 炎 症 の 急 性 期 に お い て も、 麻 黄 ア ル カ

ロ イ ド は、 ヒ ス タ ミ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 プ ロ ス

タ グ ラ ン デ ィ ン E 1 など に よ る足浮腫反応 に 対

し て も 抑 制 作 用 があ ら われるため2 0 ) 、 麻 黄 ア

ル カ ロ イ ド の 抗 炎 症 作 用 は ア ラ キ ド ン 酸 代 謝

抑 制 作 用 の みでは説明できな い 2 1 ) と い われ て

い る。
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小結

越舛加7ft湯 ( E J ) の 各機 成 生 薬 、

一味 の 生 薬 に よ る抗 炎 症 作 用 を、

お よ び E J去

線 維 芽 細 胞

( b a l b / c - 3 T 3 ， c lo ne A 3 1 )増 殖 抑 制 を指標 に 検

討した。 E J 、 麻 黄 、 お よ び E J去一味 の うち 麻

黄 が 含 まれる場合 に 強 い 増 殖 抑 制 作 用 を認め

た。 次 に 麻 黄 に 含 まれる ア ル カ ロ イ ド に つ い

て 検討した と こ ろ、 d- p se u doe p he d r i ne ( 2 5 0  

， 2 5μ g / m 1 ) お よ び / - no re p he d r i ne ( 2 5 0  ， 2 5 

μ g  / m 1 ) で 有 意な増 殖 抑 制 がみ ら れた。 以上 の

結 果 か ら 、 E J の 慢 性 期抗 炎 症 効 果 は、 主 と し

て 麻 黄 に 由 来し、 そ の 抗 炎 症 活 性 物 質 と し て

d- p se u doe p he d r i ne お よ び / - no re p he d r i ne 

が想定されたが、 文献的考察 に よ り 麻 黄 の 成

分 の うち d - p se u doe p he d r i ne が 麻 黄 の 慢 性 炎

症 抑 制 作 用 の 重要な 部 分 をしめるも の と 考え

ら れた。
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第三部 和漢薬方舟IJ I 越舛加71t湯」 の 抗 炎 症

作 用 に 関 す る 研 究 (田 ) 麻 黄 ア ル カ ロ イ ド、

d - p se u d oe p he d r i ne に よ る ラ ッ ト 慢 性 炎 症 モ

デ ル に 対 す る 抑 制 効果

序論

第 一 部 に お い て は、 増 殖 性 慢 性 炎 症 性 疾 患

に 用 い られる 方 剤 「 越舛加71t湯 」 の 実 験 炎 症

モ デ ル に お ける 有 効 性 を明 ら か に し、 そ の 作

用機 序 の 一 部 と し て 、 線 維 芽 細 胞 増 殖 抑 制機

序 が想定された。 第 二 部 で は、 方 剤 「 越舛加

71t湯 」 の 線 維 芽 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 線 維 芽 細

胞 増 殖 抑 制 実 験 系 に お い て 確認 す る と と も に 、

同 一 の 系を 用 い て 構 成 生 薬 お よ び 活 性 成 分 の

ス ク リ ー ニ ン グ を行な っ た。 そ の 結果、 麻 黄

の ア ル カ ロ イ ド で ある d- p se u d oe p he dr i ne が

主なる慢 性 期抗 炎 症 活 性 成 分 で ある可能 性 が

高 い と の 結論 に 達した。 と こ ろ で 、 第 一 部 で

は 主 に i n v i v o に よ り 研 究 を行な っ たが、

第 二 部 で は す べ て i n v i t r o に よ る結果 で あ
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る。 したが っ て 、 第 二 部 で 得 ら れた結論を

1 n VIVO の 系 に お い て 確認 す る必要 性 がある

と 考え ら れる。 そ こ で 、 第一 部 で 用 い た ラ ッ

ト カ ラ ゲニ ン 空気嚢 炎 症 モ デ ル に 対 す る

- p se u d oe p he d r i ne の 効 果 を検討した。

材料と方法

1 . 薬物 お よ び試薬

カ ラ ゲニ ン ( Se a ke m 非 2 0 2 c arr a gee n i n )は

M a r i ne C oll o i d  I n c .  ( N . ] . .  U .  S .  A . ) よ り、

d 

d - p se u d oe p he d r i ne h y d r o c hr ol i de は、 A 1 d r 

i c h  C he m i c al C o .  ( W i s . . U .  S. A . ) よ り購入した。

そ の 他 の 試 薬 は 和 光純 薬 工業株式 会 社 ( 大阪 〉

よ り購入したも の を使 用 した。

2 . 実験動物

実 験 動 物 は、 6 週齢 の S p r a g ue- D a wle y 系

雄 性 ラ ッ ト ( 体重 1 6 0 � 2 0 0  g )を 日 本 エ ス エ ル

シ 一 株式 会 社 〈 浜 松 ) よ り購入し て 用 い た。

飼育条件は、 第 一 部 に 準 じ た。

3 . カ ラゲニ ン空気嚢炎症
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治療 効 果 検 定プ ロ ト コ ー ル 施行 の ため の カ

ラ ゲニ ン 空気嚢 炎 症 モ デ ル の 作 成 は 第 一 部 の

方 法 と 同様 の 方 法 で 行な っ た ( F i g . 2 ) 。 検 定薬

剤 と し て d - p se u d oe p he d r i ne h y d r o c h r ol i de 

を 用 い 、 そ の 1 0  m g / k g  w t . ( n= 5 ) お よ び 5 0 

m g / k g  w t . ( n= 5 )を Da y 4 か ら Da y 8 ま で 連

日 経口投 与 ( 2 rnl / da y )した。 対 照群 ( n :: 6 ) に は

水を 同 量 ( 2 rnl / da y )投 与 した。 最終 日 の Da y

9 で の 参出液 量 と 肉 芽 重 量 を測定した。

4 . 統計学的検討

統計処理は M E D I C AL PL A N  II Ve r 3 . 0 ( 株式

会 社 デ ー タ フ ォ ー ム 、 京 都 ) を使 用 し 行な っ

た。 実 験 デ ー タ は す べ て 平均値± 標準誤差 で

表わし、 検定は 対 応 の な い 平均値 の 差 の 検定

( T - te s t またはW il c ox o n te s t ) で 行な っ た。

結果

カ ラ ゲニ ン 空気嚢 炎 症 ( 治療 効 果 〉 で の

Da y 9 で の 肉 芽 組織重 量 と 参出液 量 を F i g .  

1 9 に 示 す 。 d - p se u d oe p he d r i ne 5 0  rn g / k g は
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肉 芽 組織重 量 と 参出液 量 を と も に 有 意 に( p くO .

0 5 ) 低下した。 d - p se u d oe p he d r i ne 1 0  m g / k g  

は低下傾 向 を示 す も の の 有 意差を認めな か っ

fこ。

考察

第 一 部 の 慢 性 期 実 験 炎 症 モ デ ル( i n v i v o ) に

て 有 効 性 を明 ら か に した 方 剤 E J に つ い て 、

考え ら れる 作 用 の 一 つ で ある 線 維 芽 細 胞 増 殖

抑 制機 序 を利 用 し て 、 第 二 部 で は i n v i t r o 

実 験 で E J の 構 成 生 薬 お よ び 活 性 成 分 の ス ク

リ ー ニ ン グ を行な っ た。 そ の 結 果 、 麻 黄 の ア

ル カ ロ イ ド で ある d - p se ud oe p he d r i ne が 慢 性

期抗 炎 症 活 性 成 分 で ある こ と が示唆された。

そ こ で 本稿 ( 第 三 部〉 で は d- p se u d oe p he d r i  

ne の 慢 性 期抗 炎 症 作 用 を i n v i v o の 実 験 に

もどし検討した と こ ろ、 こ の も の の 明 ら か な

抗 炎 症 効 果 を確認し得た。

本来、 和 漢 薬 は複合 成 分 系 薬 物 で ある の で 、

i n  v i v o の 実 験 系 に お い て 活 性 物 質 の ス ク リ
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ー ニ ン グ を場合を尽くし て 完遂 す る の は、 実

際上困難 で ある。 また 一 方 、 活 性 物 質 の ス ク

リ ー ニ ン グ を i n v i t r o の 実 験 で の み行な い

得 て も、 そ れが 真 の 活 性 物 質 か 否 か は即断 で

きな い 。 そ こ で 本 論 文 で は、 まず、 大きく i 

n v i v o で 薬 理効 果 を捉え、 i n  v i t r o で 細 か

く ス ク リ ー ニ ン グ をし 活 性 物 質 と 推定される

も の を 見出し、 再び そ の 物 質 を i n v i v o で 検

討した。

小括

d - p se u d oe p he d r i ne の 慢 性 期抗 炎 症 作 用 を

カ ラ ゲニ ン 空気嚢 炎 症 ラ ッ ト モ デ ル ( i n v i v 0 ) 

で 検討した と こ ろ、 d - p se u d oe p he d r i ne 5 0 rn g  

/ k g に お い て 肉 芽 形 成 、 �出 反応 と もに 有 意

( p くO . 0 5 )な 抑 制lを示した。
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総括

1) E Jは慢 性 期 ( 炎 症 第 3期) に お け る 抗 炎 症

作 用 を 有 す る こ と を i n v i v o で 明 ら か に した。

2 ) そ の 機序 と し て ひ と つ に は E J の 肉 芽 組織 線

維 芽細 胞 増 殖 抑 制 機 序 が示唆された。

3 )  1 n  v i t r o の 実 験 か ら 、 E J の 慢 性 期抗 炎 症

効 果 は、 主 と し て 麻 黄 に 由 来し、 そ の 抗 炎 症

活 性 物 質が d - p se u d oe p he d r i ne で あ る こ と が

示唆された。

4) d- P se u d oe p he dr i ne の 慢 性 期抗 炎 症 活 性 を

i n  v i v o の 実 験 に お い て 確認した。 こ の よ う

な 方 法 で こ の 方 剤 の 慢 性 期抗 炎 症 作 用 に 関 す

る 薬 理 効 果 を解明した の は本論 文が初め て で

あ る 。
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8 lJ / / . 2 9， 2 8 6 2， 1 9 8 1 .  

3 0 ) 柴 田 丸 、 山 竹 美 和 、 天 谷 幸 子 、 福 島 正

子 : 生 薬 「 升 麻 」 の 薬 理 学 的研 究 ( 第 1

報 ) 北 升 麻 の 急 性 毒 性 と 抗 炎 症 作 用 . 薬

誌 9 5， 5 3 9 - 5 4 6， 1 9 7 5 .  

3 1 ) 柴 田 丸 、 桜 井 信 子 、 小 野 田 真 : 生 薬

「 升 麻 」 の 薬 理 学 的研 究 ( 第 2 報 〉 サ ラ

シ ナ シ ョ ウ マ の 抗 炎 症 作 用 . 薬 誌 9 7.

9 1 1 - 9 1 5， 1 9 7 7 .  

3 2 ) 山 原 線 二 、 松 田 久 司 、 渡 辺 温 子 、 沢 田 徳

之 助 、 藤 村 一 : 生 薬 の 生 物 活 性 成 分 に

関 す る 研 究 ケ イ ガ イ の 鎮 痛 お よ び 抗 炎

症 作 用 . 薬 誌 1 0 0， 7 1 3 - 7 1 7， 1 9 8 0 .  

3 3 ) 高 木 敬 次 郎 、 李 股 芳 : 桔 梗 の 薬 理 学 的

研 究 ( 第 2 報 〉 組 P l a t yc o d i n の 抗 炎 症

作 用 、 摘 出 臓 器 に お よ ぽ す 作 用 お よ び そ

の 他 の 薬 理 作 用 . 薬 誌 9 2， 9 6 1 - 9 6 8 . 1 9 7 2 .

3 4 )  S a e ki， K . ， Y o k o y a rn a， J .  a n d  W a k e， K . 

1 n h i b i t i 0 n 0 f g r a n u 1 a t i 0 n t i s s u e 
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gr o w t h  b y  h i s t a m i n e .  J .  P h a r m a c o/ .  E xp .  

T h θ r . 1 9 3 . 9 1 0 - 9 1 7 . 1 9 7 5 .  

3 5 ) 山 本 昌 弘 : サ イ コ の 生 化 学 と 作 用 機 序 -

抗 炎 症 と 脂 質 代 謝. 代 謝 1 0 . 6 9 5 - 7 0 1 . 

1 9 7 3 .  

3 6 )  K i rn u r a .  M . . S u z u k i .  J . . Y a m a d a， T . ，  

Y o s h i z a k i， M . . K i k uc h i， T . ， K a d o t a， S .  

a n d  M a t s u d a， S . : A n t i - i n f l a rn rn a t o r y  

e f f ec t  o f  n e o l i g n a n s n e w l y  i s o l a t e d  

f r o rn  t h e  c r u d e  d r u g  " S h i n - i " ( F l o s 

M a g n o l i a e ) . P/ an t a  tle d . 5 1 ，  2 9 1 - 2 9 3 ，  

1 9 8 5  . 

3 7 ) S h i r o i s h i， H . ， T e r a s a w a， K . ， T o r i i z u k a 

K . . Y a m a rn o t o .  Y .  a n d  N a k a g a w a， H .  : 

S t u d i e s o n  a n t i - i n f l a rn rn a t o r y  e f f ec t s 

o f  J a p a n e s e  O r i e n t a l  ( K a rn p o ) rn e d i 

c i n e s  - I n h i b i t o r y  e f f ec t s o n  e x 

p e r i m e n t a l  ac u t e a n d  c h r o n ic i n f l a m 

m a t o r y  rn o d e l s  i n  r a t s .  J .  tle d .  P h a r m . 

S o c . I/ /ì K ρ N - Y ρ K LI  6 ，  8 9 - 9 9 .  1 9 8 9 .  

4 9  -



3 8 )  有地 滋 、 岡 田 雄 作 、 小 林 尚 子 、 若 園 房

雄 : 柴 胡 の 研 究 第 1 報 胸 脇 苦 満 と 柴 胡 .

P r o c .  S y m p . 1/ 4 K 4 N - Y ρ K U  4 ，  4 8 - 5 7 ， 1 �l 7 0 . 

3 9 )  長 紹 元 、 高 橋 誠 、 戸 井 田 貞 子 、 丁

宗 鉄 : 生 薬 に よ る ア ジ ュ バ ン ト 関 節 炎 の

抑 制 〈 第 1 報 ) . 生 薬 3 6 ， 7 8 - 8 1 ，  ll 9 8 2 .  

4 0 )  戸 井 田 貞 子 、 高 橋 誠 、 進 藤 美 由 記 、 丁

宗 鉄 、 山 田 陽 城 、 清 原 寛 章 、 長 紹 元

生 薬 に よ る ア ジ ュ パ ン ト 関 節 炎 の 抑 制 .

P r o c .  S y m p . 1/ 4 K 4 N - Y ρ K U  1 6 ， 2 6 2 - 2 6 ß ，  1 9 8 3 .  

4 1 )  T a k a h a s h i ， M . ， C y o n g ， J . ， T o i t a ， S . ， 

S h i n d o .  M .  a n d  C h o ，  S . : S u p p r e s s i o n  o f  

a d u v a n t  a r t h r i t i s  b y  o r a 1  a d m i n i s 

t r a t i o n  o f  O r i e n t a 1  H e r b s  1 1 . K i t a 

s a t o  4 r c h . o f  E x p . tf ed . 5 5 .  3 4 - 4 5 ， 1 9 8 2 .  

4 2 ) 小 橋 修 : ア ジ ュ バ ン ト 関 節 炎 . 「 難治

疾 患 の モ デ ル と 動 物 実 験 〈 京 極 方 久 編 ) J 、

ソ フ ト サ イ エ ン ス 社 、 東 京 、 p p . 3 4 0 - 3 5 0 ， 

1 9  8 4 .  

4 3 )  G i l l i e s . R .  J . ， D i d i e r ， N .  a n d  D e n t o n ，  M .  

5 0  



D e t e r m i n a t i o n o f  c e l l  n u m b e r  i n  

m o n o l a y e r  c u l t u r e s . ρ 刀 a l . 8 i o c h e m .

1 5 9 ，  1 0 9 - 1 1 3 ， 1 9 8 6 .  

4 4 )  K u e n g ，  W . ， S i l b e r ，  E . a n d  E p p e n b e r g e r ，  U .  

Q u a n t i f i c a t i o n o f  c e l l s c u l t u r e d  

o n  9 6 - w e l l  p l a t e s . ρ ρ a  1 .  8 i o c h e m . 1 8 2 ，  

1 6 - 1 9 ， 1 9 8 9 .  

4 5 ) 寺 津 捷 年 : 症 例 か ら 学 ぶ 和 漢 診 療 学 ， 医

学 書 院 ， 東 京 ， 1 9 9 0 ， p 2 0 9 .  

4 6 ) 麻 生 和 雄 ， 稲 積 豊 : ヒ ト 線 維 芽 細 胞 に

対 す る 外 用 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン 及 び 非 ス テ

ロ イ ド 剤 の 影 響 . 現 代 の 診 療 2 1 ， 1 7 7 3  -

1 7 7 5 ，  1 9 7 9 .  

4 7 ) 麻 生 和 雄 ， 近 藤 慈 夫 ， 稲 積 豊 : 外 用 グ

ル コ コ ル チ コ イ ド の i n v i t r o で の 線 維

芽 細 胞 抑 制 効 果 . 日 皮 会 誌 9 0 ， 5 9 �) - 6 0 4 ，  

1 9 8 0 . 

4 8 ) 高 橋 信 博 ， 向 尾 正 昭 : リ ゾ チ ー ム の 正 常

ヒ ト 皮 膚 線 維 芽 細 胞 に 対 す る 作 用 . 基 礎

と 臨 床 ， 1 8 ， 6 3 0 6 - 6 3 1 1 ， 1 9 8 4 . 

5 1  



4 9 ) 山 崎 和 男 : 麻 黄 の 品 質 に つ い て . 和 漢 医

薬 学 会 誌、 2 ， 9 3 - 9 4 ， 1 9 8 5 . 

5 0 ) ヒ キ ノ ヒ ロ シ ， 玉 田 満 ， 今 野 長 八 : 和

漢 薬 の 品 質 に 関 す る 研 究 第 2 報 ( 麻 黄 〉

日 東 医 誌 3 1 ， 1 6 7 - 1 7 0 ， 1 9 8 1 .

5 1 ) 笠 原 義 正 ， ヒ キ ノ ヒ ロ シ ， 楊 玲 玲 ， 顔

昆 築 : 麻 黄 の 節 問 お よ び 節 の エ フ ェ ド リ

ン 系 ア ル カ ロ イ ド の 含 量 . 生 薬 学 雑 誌

3 9 ，  1 4 2 - 1 4 5 ，  1 9 8 5 .  

5 2 ) 山 崎 和 男 : 麻 黄 の 有 効 成 分 ， 第 8 回 和 漢 薬

シ ン ポ ジ ウ ム 記 録 ， 5 9 - 6 4 ， 1 9 7 4 .

5 3 )  M o r i y a s u ，  M . ， E n d o ，  M . ， K a n a z a w a ，  R . ， 

H a s h i m o t o ，  Y . ， K a t o ，  A .  a n d  M i z u n o ，  M .  

H i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o 

g r a p h i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  o r g a n i c  

s u b s t a n c e s  b y  rn e t a l  c h e l a t e d e t e r rn i -

n a t i o n . 1 1 1 . A n a l y s i s  o f  E p h e d r a  

b a s e s .  C h e m . P h a r m .  8 u l / . 3 2 ， 7 4 4 - 7 4 7 ，  

1 9 8 4 .  

5 4 ) 山 本 恵 一 漢 方 製 剤 投 与 後 の ヒ ト 血 築 中

5 2  



の エ フ ェ ド リ ン 類 の G C / M S 分 析 法 . 医 学 と

生 物 学 1 1 1 ， 1 5 7 - 1 6 0 ， 1 9 8 5 .

5 5 ) 三 川 潮 : 生 薬 成 分 の 酵 素 阻 害 作 用 . フ

ァ ル マ シ ア 1 7 ， 3 8 7 - 3 9 1 ， 1 9 8 1 .
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