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序章 

 

 アーユルヴェーダ医学や中医学などの伝統医学, 民間療法および日本薬局方に収載されて

いる生薬に用いられる薬用植物には薬用としての使用部位, すなわち薬用部位が定められて

いる. 例えば, 薬用植物であるケシ, カンゾウ, オタネニンジンおよびショウガの薬用部位は

順に, 未熟果実に傷をつけて出てくる乳汁を乾燥させたもの, 根およびストロン, 細根を除

いた根および根茎である (Figure 1).1,2 それぞれの薬用植物に薬用部位は定められているが, 

植物として考えると, 薬用部位に定められている部位以外にも花部や葉部といった他の部位

が存在する. そして, 薬用部位として使用されている部位と不使用となっている部位の違い

は, 薬効成分の含有量の差や伝統的な利用に基づいていると考えられる.  

 

 

 

 

 

 植物の中には医薬品として使用される部位と食品として使用される部位の両方を有する薬

用植物がある. これらは, 部位により薬効成分の含有量に差があるため使い分けられている

と考えられ, その薬用植物の一つとしてケシが挙げられる. ケシ (Papaver somniferum L.) は

アヘン末, アヘン散などの基原植物として日本薬局方に収載され, 未成熟の果実を傷つけて

得られる乳液, すなわち「生アヘン」からモルヒネ, コデイン, パパベリンおよびノスカピン

などのアヘンアルカロイドを得ることができる (Figure 2). 得られたモルヒネやコデインなど

のアヘンアルカロイドは鎮痛作用や鎮咳作用を有する医薬品として使用されている.3 一方で, 

同じ植物から得られるケシの種子, すなわちポピーシードは日本をはじめ多くの国で食品と

して使用され, 日本での原材料名は「けしの実」とされている (Figure 3A). けしの実は発芽防

止処理されたケシの種子で, アヘンアルカロイドをほとんど含んでいないとされている. ケ

シの種子の含有成分はリノール酸, オレイン酸, パルミチン酸などの脂肪酸 (Figure 3B) やチ

アミン, トコフェロールなどのビタミン類 (Figure 3C) が報告されている.4 また食品として

の用途にはスパイスや, パンおよびお菓子の材料などがある. このように同じ植物であって

も部位により成分およびその含有量が異なり, それに伴い利用方法も変化する.  

 

Figure 1. 薬用植物の一例 

ケシ ショウガ オタネニンジン ウラルカンゾウ 
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Figure 2. 生アヘン (A) から得られるアヘンアルカロイド (B) 

Figure 3. ケシの種子 (A) の含有成分の化学構造 (B, C) 

A B 

A B 
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 最初に示したように薬用植物にはそれぞれ薬用部位が定められた上で利用されている. ま

た薬用部位として定められていない部位であっても, ケシのように食品として使用される部

位も存在する. このように使用されている部位がある反面, 不使用となっている部位は様々

な薬用植物に存在する. そこで, これまでほとんど研究されていない未利用部位に新たな機

能性を見出すことができれば, その植物の有用性を高められる. さらに, 使用部位の有効成

分と異なる含有成分が未利用部位の有効成分となれば, 新たなシード化合物の発見も期待で

きると考えられる.  

 

 本論では, 日本やインドをはじめ多くの国で葉部が外用薬や染色剤として使用されている

Lawsonia inermisの葉部以外の部位, すなわち葉部収穫の際に同時に得られるにもかかわらず, 

廃棄され未利用となっている花部および枝部の有効利用に向けた研究内容について報告する.  
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本論 

 

第一章 Lawsonia inermis 部位別 lawsone 含有量の比較 

 

第一節 Lawsonia inermis および特徴成分 lawsone 

 

 Lawsonia inermis L. は日本, インド, 中国およびエジプトなど多くの国で栽培されるミソハ

ギ科シコウカ属に分類される植物である  (Figure 4). L. 

inermis の和名は指甲花, 英名は henna と言い, 一般的には

“ヘンナ, ヘナ”の名称で呼ばれている. L. inermis は常緑

低木であり, その形態的特徴は, 樹高 3～6 m, 茎は円柱形

をしており, 分枝は密で, 枝は平滑である. 葉は対生につ

き (対生葉序), その柄は短く, 楕円形あるいは長楕円形を

しており, 大きさは 1.5～5.5 cm × 1～2 cm である. 開花期

は 5～8 月であり, 花のつき方は繖房状の円すい花序の頂

生である. 花の香りは強く, その色は深紅色あるいは白色

であり, 大きさは直径 8～10 mm である. がくの長さは 2～

2.5 mm であり, 4 深裂し, さく果は直径 5～7 mm の球形を

しており, 種子は多数存在する.5,6  

 

 L. inermis の歴史は古く, メソポタミア文明の時代から栽培され, 染料, 薬および防腐剤な

どとして使用されてきたとされている. 古代エジプトでは L. inermis で染めた布を用いてミイ

ラを包むことや, クレオパトラをはじめ, 多くの女性が手足の爪や髪の毛を染めることなど

に使用していたという話が伝えられている. またインドでは, ヒンズー教の美と豊饒と幸運

の女神とされるラクシュミー (仏教では吉祥天といわれてい

る) が L. inermis を好んで使用していたと伝えられているこ

とから, 幸運の植物とされ, 儀式や婚礼の際にタトゥーとし

て用いられている. L. inermis を用いて肌に模様を描くことを

ヒンディー語でメヘンディと言い, 色が濃く, 色持ちが良い

ほど結婚生活がうまくいくと言われている. 現在では, ヘナ

タトゥーとして儀式や婚礼の場以外でもカジュアルに使用

されている (Figure 5).  

 

 アーユルヴェーダ医学や中医学では, L. inermis 葉部が薬用部位とされており, 頭痛, 創傷の

治療, 収斂, 清熱薬などとして外用されてきた. また, 日本でもヘアカラーやヘアトリートメ

ントとして広く使用されている . L. inermis 葉部には lawsone, 2-methoxy-3-methyl-1,4-

Figure 4. Lawsonia inermis L. 

Figure 5. ヘナタトゥー 
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naphthoquinone, 1,2-dihydroxy-4-glucosyloxy-naphthalene, 1,2,4-trihydroxynaphthalene 1-O-β-D-

glucopyranoside および lawsoniaside をはじめとするナフトキノン , lalioside および 2,4,6-

trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside をはじめとするアセトフェノン , apigenin, 

luteolin, luteolin 7-O-β-D-glucopyranoside, luteolin 3'-O-β-D-glucopyranoside, cosmosiin, apiin およ

び isoscutellarin をはじめとするフラボノイド , p-coumaric acid, lawsoniaside B および

syringinosideをはじめとするフェニルプロパノイド, daphnesideおよび daphnorinをはじめとす

るクマリン , agrimonolide 6-O-β-D-glucopyranoside をはじめとするイソクマリン , (+)-

syringaresinol O-β-D-glucopyranoside, (+)-pinoresinol di-O-β-D-glucopyranoside お よ び

syringaresinol di-O-β-D-glucopyranoside をはじめとするリグナン, その他にも lawsoniaside A お

よび β-sitosterol glucopyranoside という多くの化合物を含有していることが報告されている 

(Figure 6).7–10 さらに, L. inermis 葉部抽出エキスには, 抗菌作用, 抗酸化作用, 抗痙攣作用およ

び肝保護作用などがあることが報告されている.8,11–13  
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Figure 6a. L. inermis 葉部含有化合物の化学構造 
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Figure 6b. L. inermis 葉部含有化合物の化学構造 
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 L. inermis 葉部の特徴成分として lawsone と呼ばれる 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone が知られ

ている. 高い反応性を有するキノンである lawsone は, 髪の毛や肌のタンパク質中の求核性の

アミノ基およびチオール基と付加反応し, 共有結合を作ることにより, オレンジ色を呈する

と考えられている.14–19 そのため, lawsone が染色作用を示す主要成分とされており, 葉部は染

色剤としても有名である (Figure 7). さらに lawsone は抗酸化作用, 抗真菌作用およびチロシ

ナーゼ活性阻害作用などを示すことが報告されている.20–23  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

染色前 染色後 

Figure 7. ヤクの毛を使用した染色試験での色調の変化 
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第二節 花部, 葉部および枝部の lawsone 含有量 

 

第一項 定量条件の検討 

 

 L. inermis 葉部のみの利用量は, 日本国内で年間 800 t 以上であり, 2014 年度に日本国内で使

用された生薬の種類と総使用量が 266 品目で 25,000 t であることと比較すると, 比較的利用

量の多い素材であることがわかる.24 また, 多くの国で栽培されていることから資源は豊富で

あると推察され, 葉部については十分に利用方法が確立されていると考えられる. しかしな

がら, 葉部収穫の際に同時に得られるにも関わらず, その枝部については有用な利用方法が

明らかにされていない. また, 花部についてもわずかに香水で使用されているのみである. 

さらに, 花部および枝部の含有成分および生体機能性に関する報告はほとんどされていない. 

すなわち, 花部および枝部は新規有効成分探索の研究素材となり得る. また, 染色作用を示

す主要成分である lawsone (1) が L. inermis のどの部位に, どのくらいの量を含有されている

のかも明らかにされていない (Figure 8). 花部および枝部に葉部と同程

度の lawsone含有量があることが明らかとなれば, 花部および枝部の染

色剤としての利用が可能となる. 一方, 花部および枝部の lawsone 含有

量が葉部よりも少なく, 染色効果をほとんど示すことのない素材であ

ることが明らかとなれば, 葉部とは異なる機能性を示す研究素材とな

り得る. そこで, L. inermis 花部, 葉部および枝部に含有される lawsone

の量を測定し, 部位別含有量を明らかにすることとした.  

 

 L. inermis の乾燥花部 (2.0 kg), 乾燥葉部 (10.0 kg) および乾燥枝部 (7.0 kg) をメタノール

にて 3 回熱時 (80 °C) 抽出し, 減圧下溶媒留去後, 花部メタノール抽出エキス (636.5 g, 収率

31.8%), 葉部メタノール抽出エキス (3522.7 g, 収率 35.2%) および枝部メタノール抽出エキ

ス (418.3 g, 収率 6.0%) を得た.  

 

 L. inermis 花部, 葉部および枝部に含有される lawsone の量を明らかにする目的で, 最初に

HPLC を用いて測定した. UV-VIS 検出器の検出波長を決定するために, lawsone (1) の紫外可

視吸収スペクトルを測定したところ (SH-1000, コロナ電気株式会社, 茨城), 248 および 283 

nm 付近に吸収極大が認められたため, これらの波長を検出波長の候補とした (Figure 9).  

 

 

 

Figure 8. Lawsone (1) 
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 分析カラムには第一選択として, 分析に汎用される YMC-Pack ODS-A (4.6 × 250 mm, i.d.) を

用い, メタノール, アセトニトリルおよび水の混合率を変えた様々な移動相で検討したとこ

ろ, lawsone (1) は中性条件の移動相ではカラムに保持されず数分間ですべて溶出する結果と

なった. すなわち, 中性条件では lawsone (1) はイオン化状態で存在していると考えられた. 

そこで, 酢酸を用いた pH 3.0 の酸性条件で検討したところ, lawsone (1) のピークを検出する

ことができた. さらに耐酸性に優れ, 酸性化合物の分析に最適とされるカラムの一つである

COSMOSIL 5C18-AR-II (4.6 × 250 mm, i.d.) を含め, 移動相およびカラムの組み合わせを変えな

がら検討した結果, 花部, 葉部および枝部メタノール抽出エキス含有成分の検出ピークと

lawsone 検出ピークができる限り重ならない条件として, YMC-Pack ODS-A カラムを使用し, 

移動相がアセトニトリル : 水 = 22 : 78 (酢酸を用いて pH 3.0 に調製) の条件を見出した. ま

た検出波長については, 248 および 283 nm で測定した結果の間で大きな変化はなかったため, 

ナフトキノンの吸収極大と考えられた 283 nm を検出波長とした. しかしながら, 花部および

枝部メタノール抽出エキスについては, lawsone 検出ピークと考えられるピークが非常に小さ

く, HPLC-UV/VIS 検出器を用いた条件では他のピークと明確に区別し, ピーク面積を測定す

ることができず, lawsone 含有の有無および含有量を求めることができなかった (Figure 10). 

そこで, LC-MS を用いて測定することとした.  

 

 

  

Figure 9. Lawsone (1) の紫外可視吸収スペクトル 



11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Lawsone ピーク 

花部エキス 花部エキス : Lawsone = 1 : 1 の混液 

枝部エキス 

Figure 10. HPLC スペクトル結果 
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 LC-MSを用いる場合の LC条件は, HPLCを用いて検討した結果を基に, 検出波長は 283 nm, 

分析カラムは YMC-Pack ODS-A, 移動相はアセトニトリル : 水 = 22 : 78 (ギ酸を用いて pH 

3.0 に調製) の条件とした. 続いて, MS 条件を設定するため, LCMS-8400 を用いて, lawsone (1) 

の MS スペクトルをスキャンモードで測定し, 検出されるポジティブイオンおよびネガティ

ブイオンの m/z を求めた. その結果, ポジティブイオンはノイズが大きく, 明確なピークを認

めることができなかった. 一方, ネガティブイオンは lawsone 保持時間に明確なピークが認め

られ, そのピークの MS スペクトルはほぼ 173 [M-H]－のみであった (Figure 11). すなわち, 

lawsone (1) の分子量 (174) から水素イオンを一つ失った 173 [M-H]－ピークが最も大きなピ

ークとして検出されたと考えられた. そこで, 173 [M-H]－を選択的に検出する方法 (SIM : 選

択的イオン検出法) にて花部, 葉部および枝部メタノール抽出エキス中の lawsone含有量を測

定することとした. また, 条件検討時は短時間であったため, カラムオーブンを使用してい

なかったが, サンプル等の測定は連続して行い, 長時間となることから, より一定の条件と

なるようカラムオーブンの温度を 40 °C に設定し, 測定を行うこととした.  
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m/z 173 

絶対強度 903734 

相対強度 100.00 

 

  
Figure 11. Lawsone (1) スキャンモードスペクトル 

拡大図 

MS スペクトル 

ポジティブイオンスペクトル [TIC (+)] 

ネガティブイオンスペクトル [TIC (－)] 

(x1,000,000) 

TIC (－) 

173 [M-H]－ 

TIC : Total Ion Chromatogram 
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第二項 LC-MS を用いた部位別 lawsone 含有量測定 

 

 はじめに検量線を求める目的で, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 および 0.1 μg/mL に調製した lawsone

溶液について, LCMS-8400 を用いて選択的イオン検出法 (SIM) にて測定した (Figure 12). 各

濃度におけるピーク面積の平均値を用いて検量線を求めたところ, y = 2.93 × 106x -1.08 × 102 

(R2 = 0.998) の優れた直線性を示す回帰式を得ることができ , 検出限界  (LOD : limit of 

detection) および 定量下限 (LOQ : limit of quantitation) を求めたところ, 順に 0.001 および

0.003 μg/mL であった. また, 各測定時の添加回収率を求めたところ, いずれにおいても 100%

近い回収率を得られたため, LC-MS での測定とした (Table 1, Figure 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1. Lawsone の LC-MS スペクトル結果 

サンプル濃度 (μg/mL) 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 

平均ピーク面積 58794 113286 177596 240300 288186 

R. S. D. (%) 1.5 3.0 0.6 2.0 4.2 

平均検出時間 (min) 15.47 15.47 15.46 15.48 15.50 

R. S. D. (%) 0.1 0.0 0.1 0.1 0.1 

平均添加回収率 (%) 100.5 96.8 101.1 102.6 98.4 

R. S. D. (relative standard deviation, 相対標準偏差)  

n = 4 

0.08 μg/mL 調製 lawsone 

Figure 12. Lawsone (1) の LC-MS スペクトル 
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 次に L. inermis 花部, 葉部および枝部メタノール抽出エキスを 0.6, 0.15 および 15 mg/mL に

調製し, lawsone (1) と同様の方法で測定した (Figure 14). その結果, エキス 1 g 当たりに対し

て, 花部メタノール抽出エキスには 116.9 μg, 葉部メタノール抽出エキスには 486.2 μg および

枝部メタノール抽出エキスには 5.4 μgの lawsone (1) が含まれることが明らかとなった (Table 

2, Figure 15). すなわち, 葉部メタノール抽出エキス中の lawsone 含有量が最も高く, 葉部に集

約していることを初めて明らかにした. さらに各部位のエキス収率 (花部 : 31.8%, 葉部 : 

35.2%, 枝部 : 6.0%) を考慮すると, 花部は葉部の約 1/5, 枝部は葉部の約 1/500 の lawsone 含

有量であることがわかった. また, 花部メタノール抽出エキスおよび枝部メタノール抽出エ

キスを用いて染色試験を行ったところ, 染色効果は認められなかった (Figure 16). 以上のこ

とから, L. inermis の花部および枝部は染色効果の少ない素材であることが明らかとなった. 

すなわち, 花部および枝部は, 葉部の確立された利用法である染色剤とは異なる, 新たな利

用法の可能性がある素材と考えられた.  

 

 

  

0

100000

200000

300000

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

ピーク面積 

(μg/mL) 

Figure 13. Lawsone 検量線 

y = 2.93 × 106x -1.08 × 102  

(R2 = 0.998) 
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花部メタノール抽出エキス (0.6 mg/mL) 

葉部メタノール抽出エキス (0.15 mg/mL) 

枝部メタノール抽出エキス (15 mg/mL) 

Figure 14. 各部位メタノール抽出エキスの LC-MS スペクトル 



17 

 

Table 2. 部位別エキス収率および lawsone 含有量 

    エキス収率 (%) 収量 (μg/g) R. S. D. 

花部  31.8 116.9 1.5 

葉部  35.2 486.2 3.2 

枝部    6.0   5.4 3.9 

R. S. D. (relative standard deviation, 相対標準偏差)  

n = 4 

[J. Nat. Med. (2018), Table 1 より引用]  
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Figure 15. 部位別 lawsone 含有量 
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Figure 16. ヤクの毛を使用した染色試験の結果 

染色前 花部染色後 葉部染色後 枝部染色後 
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第二章 Lawsonia inermis 花部および枝部の神経突起伸長促進作用 

 

 内閣府の調査結果から日本全国の 65歳以上の認知症患者は 462万人と推定 (2014年) され

ており, その予備軍を含めると 800 万人にもなると言われている.25 すなわち, 予備軍にあた

る軽度認知障害 (MCI : Mild Cognitive Impairment) の人数は約400万人と考えられている. MCI

とは, 認知症の前段階で, 記憶障害が主体で全般的な認知機能は保たれている状態とされ, 

MCIから認知症への進行は年間 10～15%と報告されている.26 また, 内閣府の調査結果から高

齢者の認知症患者は今後も増加すると予想されており, 2012 年に約 7 人に 1 人であった有病

率が, 2025 年には約 5 人に 1 人になると推計されている (Figure 17).25 また, 日本だけでなく

世界中で認知症患者数は増加しており, 世界アルツハイマー病レポート 2015 では世界の認知

症人口は 2015 年に 4,680 万人, 2030 年までに 7,470 万人に増加し, さらに 2050 年には 1 億

3,150 万人にも達すると予測されている.27  
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Figure 17. 65 歳以上の認知症患者の推定者と推定有病率 

(平成 29 年版高齢社会白書より引用) 
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 認知症は, その特徴などからアルツハイマー型, 脳血

管性, レビー小体型, 前頭側頭型などに分類されてい

る. その中でもアルツハイマー型認知症に分類される

患者は最も多く , 約 60%を占めているとされている 

(Figure 18).28  

 

 現在, 認知症治療薬としてドネペジルをはじめ, ガラ

ンタミン, リバスチグミンおよびメマンチンの 4種類が

臨床で用いられている. ドネペジル, ガランタミンおよ

びリバスチグミンは, アセチルコリン (ACh) を分解す

る酵素であるアセチルコリンエステラーゼ (AChE) を阻害することにより脳内 ACh 量を増

加させ, 脳内コリン作動性神経系を賦活化することにより, 認知機能の改善を示している. 

すなわち, アルツハイマー型認知症患者の病態変化として, 脳内のコリンアセチルトランス

フェラーゼ (ChAT) 活性が著しく低下し, コリン作動性神経障害が生じているということが

明らかにされたことから, 開発された治療薬である.29,30 また, メマンチンはグルタミン酸受

容体の一つである N-methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体に対して非競合的に拮抗することでグ

ルタミン酸による神経細胞毒性を抑制し, 認知機能の改善を示している.31 すなわち, アルツ

ハイマー型認知症患者の脳内ではグルタミン酸神経系の異常興奮が生じており, それに伴い

NMDA 受容体の活性が亢進され, 神経細胞死が導かれる. そこで, NMDA 受容体に拮抗する

ことにより神経細胞死を抑制するメマンチンが脳神経保護薬として使用されている.32 これ

らの治療薬はいずれも認知機能の改善が認められるため, アルツハイマー型認知症患者にと

っては必要な薬ではあるが, いずれも対症療法的治療薬であり, 今後は根本治療のための薬

が期待される.  

 

 現在では, AChEやNMDA受容体をターゲットとした研究の他にも様々な研究が行われ, そ

の中でも特に, アミロイド β (Aβ) 蛋白質やタウ蛋白質をターゲットとした研究が数多く行わ

れている. その理由としては, アルツハイマー型認知症の神経病理学的な特徴の一つである

老人斑や神経原線維変化の主要構成成分として, Aβ 蛋白質および高度にリン酸化されたタウ

蛋白質が同定されており, アミロイド仮説の修正版とも言える「Aβ オリゴマー仮説」が支持

されているからと考えられる. Aβ はアミロイド前駆体タンパク (amyloid precursor protein : 

APP) から β セクレターゼおよび γ セクレターゼの作用によって生成され, Aβ が凝集し, 二分

子から数十分子結合した Aβ オリゴマーが生成され, 神経毒性を促すと考えられている.33,34 

そこで, Aβ の凝集抑制作用や β および γ セクレターゼの阻害作用など, 多くの研究が行われ

ている. 一方で, アルツハイマー型認知症患者の脳内では神経細胞死が生じている. 神経細

胞死が生じると神経回路が失われるため, 新たな回路を形成することができれば機能の維持

につながる. そこで, 神経突起伸長を促す物質を見出すことができれば, 新たなシナプスの

形成, さらには失われた神経回路の補填にもつながるシード化合物になると考え, PC12 細胞

を用いた神経突起伸長促進作用について検討した.  

Figure 18. 認知症の分類別割合 

(知って安心認知症より引用) 

アルツハイマー型 

脳血管性 

レビー小体型 

その他 

60% 



20 

 

第一節 実験条件の検討 

 

 PC12 細胞はラット副腎髄質由来褐色細胞腫で, 通常の培養状態では丸みを帯びた形状の細

胞であり, 神経成長因子である NGF などの刺激により樹状突起を形成する交感神経細胞様に

変化する (Figure 19).35 このため SH-SY5Y 細胞などの神経細胞や, 実験動物から採取した初

代培養の神経細胞とは異なり, 形状の変化から突起伸長の度合を判断しやすいと考え, 神経

細胞のモデルとして多くの実験で汎用されている PC12 細胞を用いることとした.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 これまでに報告されている論文等では, PC12 細胞を通常培養する時の血清条件と突起伸長

実験を実施する時の血清条件を大きく変化させている. すなわち, 5% fetal bovine serum (FBS) 

および 10% horse serum (HS) の血清条件で培養し, 突起伸長実験の際は 0.5%FBS および

1%HS,36 あるいは 1%HS37 のみの血清条件へと変化させる場合や, 5%FBS および 5%HS の血

清条件で培養し, 1%HS へと変化させて突起伸長実験を実施する場合 38,39などである. このよ

うに十分な血清を含有する培養液から, 低濃度の血清しか含有しない培養液へと大きく変化

させて突起伸長実験を実施する理由として, 細胞周期が停止され, 神経突起伸長が誘導され

るためであると考えられる. しかしながら, 培養条件の極端な変化は通常生体内では起こり

難いと考えられたことから, 通常の培養条件と実験条件の間に血清量の変化が無い条件にて

検討することとした. すなわち, 10%FBS および 5%HS という十分な量の血清に加え, 4 mM グ

ルタミンを添加した RPMI-1640 培地を用いて培養および神経突起伸長実験を行った.  

 

添加前 添加後 (NGF 50 ng/mL 処理) 

NGF などに

よる刺激 

Figure 19. PC12 細胞の形状変化 
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 また多くの報告では NGF を 50 あるいは 100 ng/mL 添加し, PC12 細胞の神経突起伸長を誘

導している.36,37,39,40 しかしながら, 正常なヒトの血清中および脳内のNGF濃度は 50 ng/mLよ

りも非常に低い濃度であり, アルツハイマー型認知症患者の血清中および脳内の NGF 濃度も

正常なヒトと変わらない濃度であることが報告されている.41 そこで, より生体内の状態に近

づけるため, PC12 細胞が NGF の刺激により突起伸長したと判断できる濃度を見出し, 実験を

行った. すなわち, NGF 添加濃度を 1～2 ng/mL とし, 48 時間培養後のコントロールに対する

神経突起伸長を認めた細胞数の割合を算出した.  

 

 また, 第一章で部位別の含有量を測定した葉部の染色作用を示す主要成分である lawsone

について, PC12細胞を用いたNGF誘発神経突起伸長促進作用について検討したところ, 10 μM

処理で 1.32 倍とわずかな作用しか示さなかった. したがって, 神経突起伸長促進作用物質を

見出すためには lawsone以外の化合物について検討する必要がある. また, 花部および枝部の

新たな機能性を見出すことができれば, 有効利用につながる. そこで, lawsone 以外の含有成

分も多数存在することが示唆された花部および枝部について神経突起伸長促進作用を検討し

た.  

 

 

  



22 

 

第二節 抽出エキスの神経突起伸長促進作用 

 

第一項 花部抽出エキスおよび各可溶性画分の神経突起伸長促進作用 

 

 第一章で使用した残りの花部メタノール抽出エキスのうち 200.0 g を酢酸エチルおよび水

を用いて分配抽出し, 次いで得られた水可溶性画分を 1-ブタノールを用いてさらに分配抽出

し, 酢酸エチル可溶性画分 (86.9 g, 収率 13.8%), 1-ブタノール可溶性画分 (77.0 g, 収率 12.3%) 

および水可溶性画分 (36.2 g, 収率 5.7%) を得た.  

 

 得られたメタノール抽出エキス, 酢酸エチル可溶性画分および 1-ブタノール可溶性画分に

ついて PC12 細胞を用いた NGF 誘発神経突起伸長促進作用について検討した.  

 

 

Table 3. 花部メタノール抽出エキスおよび各可溶性画分の神経突起伸長促進作用 

    Ratio versus control 

Sample   Control   1 μg/mL   10 μg/mL   100 μg/mL 

MeOH extract  1.00 ± 0.14  1.15 ± 0.10  1.35 ± 0.05   0.37 ± 0.20* 

EtOAc fraction  1.00 ± 0.14  1.18 ± 0.24   1.89 ± 0.07*  0.91 ± 0.22 

1-BuOH fraction  1.00 ± 0.05  1.10 ± 0.10  0.96 ± 0.12   1.41 ± 0.09* 

Each value represents the mean ± SEM (n = 4–12).  

Significantly different from the control group *p < 0.05.  

[J. Nat. Med. (2016), Table 1 より引用] 

 

 

 その結果, Table 3 に示すようにメタノール抽出エキスには神経突起伸長を促進させる傾向

が認められ, 酢酸エチル可溶性画分については特に 10 μg/mL処理で対照群の 1.89倍と作用の

集約が認められた. また, 1-ブタノール可溶性画分については 100 μg/mL と高濃度ではあるが, 

対照群の 1.41 倍と有意な作用が認められた.  

 WST-8 法を用いて細胞毒性について検討したところ, メタノール抽出エキス, 酢酸エチル

可溶性画分および 1-ブタノール可溶性画分は 100 μg/mL 処理で, 順に, 78.3%, 70.1%, 82.2%の

細胞生存率であった.  
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第二項 枝部抽出エキスおよび各可溶性画分の神経突起伸長促進作用 

 

 第一章で使用した残りの枝部メタノール抽出エキスのうち 300.0 g を酢酸エチルおよび水

を用いて分配抽出し, 次いで得られた水可溶性画分を 1-ブタノールを用いてさらに分配抽出

し, 酢酸エチル可溶性画分 (57.3 g, 収率 1.1%), 1-ブタノール可溶性画分 (60.3 g, 収率 1.2%) 

および水可溶性画分 (182.4 g, 収率 3.7%) を得た.  

 

 得られたメタノール抽出エキス, 酢酸エチル可溶性画分および 1-ブタノール可溶性画分に

ついて, 第一項と同様に PC12 細胞を用いた NGF 誘発神経突起伸長促進作用について検討し

た.  

 

 

Table 4. 枝部メタノール抽出エキスおよび各可溶性画分の神経突起伸長促進作用 

    Ratio versus control 

Sample   Control   0.1 μg/mL   1 μg/mL   10 μg/mL 

MeOH extract  1.00 ± 0.19  1.17 ± 0.22  1.18 ± 0.16  1.27 ± 0.18 

EtOAc fraction  1.00 ± 0.13  1.03 ± 0.17  0.97 ± 0.16  1.09 ± 0.19 

1-BuOH fraction  1.00 ± 0.13  1.08 ± 0.11  1.05 ± 0.14  1.07 ± 0.19 

Each value represents the mean ± SEM (n = 4).  

[J. Nat. Med. (2018), Table 2 より引用] 

 

 

 その結果, Table 4 に示すようにメタノール抽出エキスでわずかに神経突起伸長を促進させ

る傾向が認められた (10 μg/mL における p 値=0.12). しかしながら, 酢酸エチル可溶性画分お

よび 1-ブタノール可溶性画分のいずれにおいても作用の集約は認められなかった.  

 また, メタノール抽出エキス, 酢酸エチル可溶性画分および 1-ブタノール可溶性画分につ

いて, 10 μg/mL 処理での細胞生存率は順に, 103.5%, 108.1%, 90.8%であった. したがって, 神経

突起伸長作用に対して, 細胞の増殖抑制などによる影響は認められなかったと考えられる.  
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第三節 含有成分の探索 

 

第一項 花部含有成分の単離 

 

 花部酢酸エチル可溶性画分および 1-ブタノール可溶性画分に有意な神経突起伸長促進作用

が認められたことから, 花部作用成分の解明および含有成分の探索を目的として, 得られた

酢酸エチル可溶性画分および 1-ブタノール可溶性画分を順相シリカゲル, 逆相 ODSカラムク

ロマトグラフィーおよび HPLC を用いて繰り返し分離・精製し, 1 種の新規アセトフェノン配

糖体 inermioside A (2, 19.1 mg, 0.0065%) を単離・構造決定した. また, 3 種の既知アセトフェノ

ン配糖体 lalioside (3, 75.8 mg, 0.021%),9 2,4,6-trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside (4, 

241.0 mg, 0.079%),42 polygoacetophenoside (5, 14.6 mg, 0.0033%),43 10 種の既知フラボノイド (±)-

eriodictyol (6, 1.0 mg, 0.042%),44 luteolin (7, 9.5 mg, 0.25%),45 luteolin 4'-O-β-D-glucopyranoside (8, 

61.9 mg, 0.15%),46 diosmetin 3'-O-β-D-glucopyranoside (9, 1.1 mg, 0.013%),47 moldavoside (10, 3.0 

mg, 0.00063%),48 luteoloside (11, 2.6 mg, 0.032%),49 quercetin (12, 2.4 mg, 0.10%),50 spiraeoside (13, 

3.0 mg, 0.037%),51 quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14, 24.1 mg, 0.084%) 52 および 4'-O-

methylquercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (15, 6.3 mg, 0.077%) 53を単離・同定した (Chart 1, Figure 

20).  

 新規アセトフェノン配糖体 inermioside A (2)をはじめ , 既知化合物  (±)-eriodictyol (6), 

diosmetin 3'-O-β-D-glucopyranoside (9), spiraeoside (13), quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14) お

よび 4'-O-methylquercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (15) は, 本植物からの単離は初めての報告

である. また, 単離収率から luteolin (7), luteolin 4'-O-β-D-glucopyranoside (8) および quercetin 

(12) が花部に比較的多く含まれる成分と考えられた.  
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Lawsonia inermis (flower, 2.0 kg) 

MeOH ext. (636.5 g, 31.8%) 

EtOAc fr.  

(86.9 g, 13.8%) 1-BuOH fr.  

(77.0 g, 12.3%) 

H2O fr.  

(36.2 g, 5.7%) 

(±)-Eriodictyol (6, 0.042%) 

Luteolin (7, 0.25%) 

Luteolin 4'-O-β-D-glucopyranoside (8, 0.14%) 

Diosmetin 3'-O-β-D-glucopyranoside (9, 0.013%) 

Moldavoside (10, 0.00063%) 

Luteoloside (11, 0.032%) 

Quercetin (12, 0.10%) 

Spiraeoside (13, 0.037%) 

Quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14, 0.080%) 

4'-O-Methylquercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (15, 0.077%) 

Inermioside A (2, 0.0065%) 

Lalioside (3, 0.021%) 

2,4,6-Trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-

glucopyranoside (4, 0.079%) 

Polygoacetophenoside (5, 0.0033%) 

Luteolin 4'-O-β-D-glucopyranoside (8, 0.012%) 

Quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14, 0.0040%) 

MeOH, Δ 

EtOAc / H2O 

1-BuOH / H2O 

(a), (b), (c) 

(a), (b), (c) 

(a) SiO2 Column 

(b) ODS Column 

(c) HPLC 

Chart 1. 花部成分単離 
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Figure 20. 花部単離化合物の化学構造 

[Bioorg. Med. Chem. Lett., Fig. 1 および J. Nat. Med. (2016), Fig. 1 より引用] 
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第二項 新規成分 inermioside A の構造決定 

 

 Inermioside A (2) は負の旋光性 ([]D
30－43.2° in EtOH) を示す淡黄色非結晶性粉末として得

られた. Positive-ion FAB-MSの測定を行ったところ, 擬似分子イオンピークが m/z 531 [M+Na]+ 

に観測され, 高分解能 FAB-MSにより 2は分子式 C20H28O15を有する化合物であることが明ら

かになった. また赤外吸収 (IR) スペクトルにおいて水酸基 (3400 cm-1), カルボニル基 (1710 

cm-1), 芳香環 (1626 cm-1) およびエーテル結合 (1073 cm-1) の存在を示唆する吸収が認められ

た. 化合物 2 の水素核磁気共鳴 (1H-NMR) スペクトルおよび炭素核磁気共鳴 (13C-NMR) ス

ペクトルから, 1 つの 5 置換ベンゼン誘導体 [δ 6.27 (1H, s, H-5)] であり, 置換基としてカルボ

ニル基 [δC 205.39 (-CO-)], さらに 1 つのメチル基 [δ 2.66 (3H, s, -COCH3)] および 2 つの D-

glucose [δ 4.66 (1H, d, J = 7.6, H-1'), δ 4.95 (1H, d, J = 7.6, H-1'')] の存在が示唆された (Table 5).  

 

 

Table 5. Inermioside A (2) の 1H-NMR (600 MHz) および 13C-NMR (150 MHz) 測定データ 

Position δC δH (J in Hz) 

1 107.0  

2 155.7  

3 128.2  

4 157.7  

5  96.0 6.27 (1H, s) 

6 162.8  

1' 107.2 4.66 (1H, d, J = 7.6) 

2'  75.4 3.50 (1H, m) 

3'  77.7 3.42 (1H, m) 

4'  70.9 3.42 (1H, m) 

5'  78.5 3.43 (1H, m) 

6'  62.1 3.73 (1H, m), 3.83 (1H, d, J = 12.4) 

1'' 102.0 4.95 (1H, d, J = 7.6) 

2''  74.6 3.54 (1H, m) 

3''  77.5 3.52 (1H, m) 

4''  71.1 3.48 (1H, m) 

5''  78.4 3.46 (1H, m) 

6''  62.3 3.72 (1H, m), 3.89 (1H, d, J = 11.6) 

-CO- 205.4  

CH3  33.1 2.66 (3H, s) 

(測定溶媒 : CD3OD) 

[J. Nat. Med. (2016), Table 2 より引用] 
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 次 に , Double Quantum Filtered 

Correlation Spectroscopy (DQF-

COSY), Heteronuclear Multiple 

Quantum Coherence (HMQC) および

Heteronuclear Multiple Bond 

Correlation (HMBC) スペクトルの詳

細な解析から, Figure 21 に示すよう

な相関が明らかになった. すなわち, 

メチル基 [δ 2.66 (3H, s, -COCH3)] と

カルボニル基 [δC 205.39 (-CO-)] お

よび C-1 の間に HMBC 相関がみら

れ, さらに H-1'と C-3, H-1''と C-4 の

間に HMBC 相関がみられ, H-5 と C-

1, C-3, C-4 および C-6 の間に HMBC

相関がみられたことから, C-2に結合

する官能基は水酸基であると決定し

た. また, C-2, C-3, C-4 および C-6 の

13C-NMR スペクトルデータより C-3

のみが高磁場側へシフトしていることから C-3 は水酸基に挟まれた位置に結合することが考

えられた. 以上のことから, C-1 および C-3 に結合する官能基はカルボニル基あるいは H-1'を

有する O-D-glucose, C-4 および C-6 に結合する官能基は水酸基あるいは H-1''を有する O-D-

glucose であると推定した (Figure 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 そこで, 置換基の位置を決定する目的で Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY) を

測定したところ, 化合物 2 は H-5 と H-1''の間にのみ相関が観測された. また既知化合物であ

る lalioside (3) の NOE 相関がメチル基の水素と H-1' の間に観測され , 2,4,6-

trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside (4) の NOE 相関が H-1'とメチル基の水素およ

び H-3の間にそれぞれ観測され, アグリコンの一部である acetophenoneの NOE相関がメチル

基の水素と H-2 および H-6 の間にそれぞれ観測された. 一方, polygoacetophenoside (5) の H-5

Figure 21. Inermioside A (2) の DQF および HMBC 相関 

[J. Nat. Med. (2016), Fig. 2 より引用] 

Figure 22. Inermioside A の推定構造 
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および H-1'からはいずれの相関も観測されず , さらに lalioside (3) および 2,4,6-

trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside (4) の H-5 からの相関も観測されなかった. こ

のような結果から, ベンゼン環の置換基が隣接する場合に NOE 相関が観測され, 水酸基等を

挟むと観測されないことがわかった. さらに化合物 2と polygoacetophenoside (5) の 1H-および

13C-NMR スペクトルは, よい一致を示し, その他の関連化合物 54–59 の 1H-および 13C-NMR ス

ペクトルとの比較から, カルボニル基および 2 つの D-glucose の結合位置を決定した (Figure 

23).  

 構成糖の絶対立体配置を含めた同定は, 5% aqueous H2SO4-1,4-dioxane (1 : 1) による酸加水

分解後, tolylthiocarbamoyl thiazolidine へと誘導し, D-glucose および L-glucose と HPLC 保持時間

を比較することで行い,60 D-glucose であると決定した.  

 

 

 

 

  

Figure 23. Inermioside A (2) および関連化合物の NOE 相関 
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第三項 枝部含有成分の単離 

 

 枝部メタノール抽出エキスに神経突起伸長を促進させる傾向 (10 μg/mL における p 値

=0.12) が認められたことから, 含有成分の中に促進作用を示す化合物が存在する可能性を考

え, その作用成分の解明および枝部含有成分の探索を目的として, 得られた酢酸エチル可溶

性画分および 1-ブタノール可溶性画分を順相シリカゲル, 逆相 ODSカラムクロマトグラフィ

ーおよび HPLC を用いて繰り返し分離・精製を行った. その結果, 9 種の既知化合物, すなわ

ち 3 種のフェニルプロパノイド 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol (16, 

5.4 mg, 0.00012%),61 (+)-lyoniresinol (17, 19.8 mg, 0.00045%) 62–64および butylconiferin (18, 5.6 mg, 

0.00014%),65 2 種 の フ ェ ノ ー ル 類 4-hydroxy-2-methoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-

galloyl)glucopyranoside (19, 60.0 mg, 0.0014%) 66および 4-hydroxy-2,6-dimethoxyphenol 1-O-β-D-

(6'-O-galloyl)glucopyranoside (20, 39.8 mg, 0.00096%),66 1 種のアセトフェノン配糖体 2,4,6-

trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside (4, 21.3 mg, 0.00051%),42 3 種のフラボノイド配

糖 体 quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14, 35.3 mg, 0.00085%),52 quercetin 7-O-β-D-

glucopyranoside (21, 10.8 mg, 0.00026%) 67,68および myricetin 3-O-β-D-glucopyranoside (22, 5.8 mg, 

0.00014%) 69を単離・同定した (Chart 2, Figure 24).  

 2-[4-(3-Hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol (16), (+)-lyoniresinol (17), 

butylconiferin (18), 4-hydroxy-2-methoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (19), 4-

hydroxy-2,6-dimethoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (20), quercetin 7-O-β-D-

glucopyranoside (21) および myricetin 3-O-β-D-glucopyranoside (22) は本植物からの単離は初め

ての報告である.  

 



31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lawsonia inermis (branch, 7.0 kg) 

MeOH ext. (418.3 g, 6.0%) 

EtOAc fr.  

(57.3 g, 1.1%) 1-BuOH fr.  

(60.3 g, 1.2%) 

H2O fr.  

(182.4 g, 3.7%) 

2-[4-(3-Hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol (16, 0.00012%) 

(+)-Lyoniresinol (17, 0.00045%) 

Butylconiferin (18, 0.00014%) 

4-Hydroxy-2-methoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-

galloyl)glucopyranoside (19, 0.0014%) 

4-Hydroxy-2,6-dimethoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-

galloyl)glucopyranoside (20, 0.00096%) 

2,4,6-Trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-

glucopyranoside (4, 0.00051%) 

Quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14, 0.00085%) 

Quercetin 7-O-β-D-glucopyranoside (21, 0.00026%) 

Myricetin 3-O-β-D-glucopyranoside (22, 0.00014%) 

MeOH, Δ 

EtOAc / H2O 

1-BuOH / H2O 

(a), (b), (c) 

(a), (b), (c) 

(a) SiO2 Column 

(b) ODS Column 

(c) HPLC 

Chart 2. 枝部成分単離 
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Figure 24. 枝部単離化合物の化学構造 

[J. Nat. Med. (2018), Fig. 1 より引用] 
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第四項 花部および枝部含有成分についての比較考察 

 

 第一項より, 本植物の花部フラボノイド含有量は非常に多いことが明らかとなった. 単離

収率より考察すると, luteolin 4'-O-β-D-glucopyranoside (8, 0.15%) などのフラボノイド配糖体よ

りも, それらのアグリコンである luteolin (7, 0.25%) および quercetin (12, 0.10%) の花部に対

する総含有率は高く, このことが花部の特徴であると考えられた.  

 第三項より, 枝部から単離したフラボノイド配糖体の単離収率は花部に比べて低く, アグ

リコンである quercetinおよびmyricetinを枝部から得られなかったことを考慮すると, 枝部の

フラボノイド含有量は少ないと推察される. また, 花部および葉部からは得られていない 4-

hydroxy-2-methoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (19) お よ び 4-hydroxy-2,6-

dimethoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (20) は枝部の特徴成分であると考えら

れた.  

 上記の考察を確認する目的で花部, 葉部および枝部の luteolin (7) および quercetin (12) の含

有量について LC-MS を用いて測定したところ, Table 6 に示すような結果が得られた.  

 

 

Table 6. 部位別 luteolin および quercetin 含有量 

    エキス収率 (%) 収量 (mg/g) R. S. D. 

Luteolin     

  花部  31.8 7.17  0.1 

  葉部  35.2  0.135  0.3 

  枝部    6.0  0.088  0.4 

Quercetin     

  花部  31.8  0.933  3.0 

  葉部  35.2   0.0114 0.9 

  枝部    6.0  0.070  3.4 

R. S. D. (relative standard deviation, 相対標準偏差)  

n = 4 

[J. Nat. Med. (2018), Table 1 より引用] 

 

 

 また, luteolin は葉部からも単離報告されており, その報告から求められる単離収率は花部

よりも低かった.7,9 その他のフラボノイドおよびフラボノイド配糖体についても単離収率を

求めたところ, 総合的に花部の含有量が最も多く, 続いて葉部, 枝部の順に少なくなること

が示唆された.7,9  

 

 花部, 葉部および枝部のいずれの部位からも得られているアセトフェノン配糖体は, 各成

分の部位別含有量に差はあると考えられるが, 植物全体に含有している成分の一つであると
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言える. また, 葉部から単離報告されている lalioside の単離収率を求めたところ,9 花部より

も非常に高いことが明らかとなった. さらに定性分析ではあるが, polygoacetophenoside につ

いて HPLC を用いて検討したところ, 葉部のみに明確なピークが求められる結果であった 

(Figure 25). 以上のことから, アセトフェノン配糖体含有量は葉部が最も多いと考えられ, 第

一項および第三項の結果より, 花部の含有量が次に多く, 枝部が最も少ないということが示

唆された (Figure 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

花部エキス 葉部エキス 

枝部エキス 

Polygoacetophenoside ピーク 

Figure 25. Polygoacetophenoside の定性分析結果 

Polygoacetophenoside とみられるピークなし 



35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

フラボノイド含有量の比較 

アセトフェノン配糖体含有量の比較 

Figure 26. 部位別含有量の比較 
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第四節 単離成分の神経突起伸長促進作用 

 

第一項 花部単離成分の神経突起伸長促進作用 

 

 有意な神経突起伸長促進作用を示した花部酢酸エチル可溶性画分および 1-ブタノール可溶

性画分の作用成分を解明する目的で, L. inermis 花部より単離した 1 種の新規アセトフェノン

配糖体 inermioside A (2), 3 種の既知アセトフェノン配糖体 lalioside (3), 2,4,6-

trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside (4) および polygoacetophenoside (5), 6 種の既知

フラボノイド (±)-eriodictyol (6), luteolin (7), luteolin 4'-O-β-D-glucopyranoside (8), quercetin (12), 

spiraeoside (13) および quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14) の 10 種の化合物について, PC12

細胞を用いた NGF 誘発神経突起伸長作用について検討した.  

 

 

Table 7. 花部単離化合物および donepezil の神経突起伸長促進作用 

    Ratio versus control 

Sample   Control   1 μM   10 μM   100 μM 

2  1.00 ± 0.07    1.87 ± 0.30**   1.80 ± 0.16*    1.87 ± 0.15** 

3  1.00 ± 0.36  1.16 ± 0.12  1.23 ± 0.22   1.97 ± 0.26* 

4  1.00 ± 0.10  1.13 ± 0.13  0.93 ± 0.22  1.03 ± 0.13 

5  1.00 ± 0.14  1.00 ± 0.15  1.03 ± 0.09  1.12 ± 0.05 

6  1.00 ± 0.32  0.66 ± 0.10  1.10 ± 0.14   0.31 ± 0.06* 

7  1.00 ± 0.11  1.17 ± 0.10  1.15 ± 0.10   0.25 ± 0.28* 

8  1.00 ± 0.08  0.73 ± 0.24  0.78 ± 0.08  1.30 ± 0.25 

12  1.00 ± 0.22  1.47 ± 0.37   2.16 ± 0.35*   2.36 ± 0.39* 

13  1.00 ± 0.15  0.98 ± 0.20  0.96 ± 0.07  1.44 ± 0.20 

14  1.00 ± 0.07  1.11 ± 0.11  1.04 ± 0.25  1.27 ± 0.16 

Donepezil   1.00 ± 0.09   1.23 ± 0.16    1.89 ± 0.28*    2.42 ± 0.70* 

Each value represents the mean ± SEM (n = 4–12).  

Significantly different from the control group *p < 0.05, **p < 0.01.  

[J. Nat. Med. (2016), Table 3 より引用] 

 

 

 Donepezil はこれまでに神経突起伸長促進作用が報告されていることから, 今回比較対照物

質として用いることにした.37 その結果, Table 7 に示すように donepezil は, 1 μM 処理で 1.23

倍, 10 μM 処理で 1.89 倍, 100 μM 処理で 2.42 倍の作用を示した. 花部単離化合物である新規

アセトフェノン配糖体 inermioside A (2) は donepezil と同等程度の作用が認められ, 1 μM 処理

で 1.87 倍, 10 μM 処理で 1.80 倍, 100 μM 処理で 1.87 倍の作用を示し, 追加で実施した低濃度

域での試験では 0.01 μM 処理で 0.86 倍, 0.1 μM 処理で 1.53 倍と濃度依存性が確認された. ま
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た, 同じく花部単離化合物である既知フラボノイド quercetin (12) については donepezil より

強い作用を示し, 1 μM 処理で 1.47 倍, 10 μM 処理で 2.16 倍, 100 μM 処理で 2.36 倍の作用を示

した. さらに quercetin (12) 処理において, 形態学的ならびに WST-8 法による細胞毒性は認め

られなかった (Table 8).  

 

 

Table 8. 化合物 12 の細胞毒性 

    Viability (%) 

Sample   Control   1 μM   10 μM   100 μM 

12   100.0 ± 2.3   105.3 ± 3.2   118.3 ± 5.4**   132.0 ± 4.5** 

Each value represents the mean ± SEM (n = 4).  

Significantly different from the control group **p < 0.01.  

 

 

 Quercetin についてはこれまでに PC12 細胞を用いた神経突起伸長促進作用が報告されてい

る.70,71 またその作用メカニズムとして, 神経突起伸長に必須であるとされている Na+/K+/2Cl–

共輸送体 (Na+/K+/2Cl– cotransporter isoform 1 : NKCC1) のタンパク発現量への影響を与えずに, 

NKCC1 の活性を quercetin が亢進することにより, 細胞内への Cl–の流入が増加し, 神経突起

伸長が促進されるということが報告

されている.70 すなわち, 細胞内への

Cl–の流入が増加することにより , 

tubulin の GTPase 活性が抑制され, 微

小管の伸長が促進されることにより

神経突起伸長が促進される  (Figure 

27).72,73 しかしながら, 今回の実験条

件とは NGF の濃度が大きく異なる. 

すなわち , 報告されている論文の

NGF濃度は 50 ng/mLと高濃度である

が, 今回 1 ng/mL の NGF 添加濃度で

も同様の作用が認められたことから, 

NGF が低濃度でも quercetin は作用を

示すことが明らかとなった. このこ

とから, NGF 濃度の低い生体内でも

quercetin が作用する可能性が高いと

考えられる.  

 

  

Figure 27. Cl–の流入による神経突起伸長作用様式 
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第二項 枝部単離成分の神経突起伸長促進作用 

 

 枝部メタノール抽出エキスに神経突起伸長を促進させる傾向 (10 μg/mL における p 値

=0.12) が認められたことから, 含有成分の中に促進作用を示す化合物が存在する可能性を考

え, 3種のフェニルプロパノイド2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol (16), 

(+)-lyoniresinol (17) および butylconiferin (18), 2 種のフェノール類 4-hydroxy-2-methoxyphenol 

1-O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (19) および 4-hydroxy-2,6-dimethoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-

galloyl)glucopyranoside (20), 2 種のフラボノイド配糖体 quercetin 7-O-β-D-glucopyranoside (21) 

および myricetin 3-O-β-D-glucopyranoside (22) の 7 種の化合物について, PC12 細胞を用いた

NGF 誘発による神経突起伸長作用について検討した (Table 9).  

 

 

Table 9. 枝部単離化合物および donepezil の神経突起伸長促進作用 

    Ratio versus control 

Sample   Control   0.1 μM   1 μM   10 μM 

16  1.00 ± 0.11  1.24 ± 0.15    1.76 ± 0.10**  1.42 ± 0.09 

17  1.00 ± 0.30  1.49 ± 0.37  1.69 ± 0.14  1.44 ± 0.10 

18  1.00 ± 0.08  1.26 ± 0.10  0.96 ± 0.33  1.54 ± 0.05 

19  1.00 ± 0.20  1.07 ± 0.13  1.04 ± 0.18  0.97 ± 0.15 

20  1.00 ± 0.13  1.48 ± 0.24  1.71 ± 0.19  1.46 ± 0.27 

21  1.00 ± 0.10  1.12 ± 0.10  1.53 ± 0.27    1.95 ± 0.23** 

22   1.00 ± 0.06   1.46 ± 0.12   1.53 ± 0.35   1.80 ± 0.39 

  Ratio versus control 

    Control   1 μM   10 μM   100 μM 

Donepezil   1.00 ± 0.17   0.99 ± 0.16   1.15 ± 0.06    1.65 ± 0.18* 

Each value represents the mean ± SEM (n = 4).  

Significantly different from the control group *p < 0.05, **p < 0.01.  

[J. Nat. Med. (2018), Table 3 より引用] 

 

 

 比較対照物質には第一項と同様 donepezil を使用し, Table 9 に示すように 1 μM 処理で 0.99

倍, 10 μM 処理で 1.15 倍, 100 μM 処理で 1.65 倍という結果が得られた. 枝部単離化合物であ

るフェニルプロパノイド 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol (16) およ

びフラボノイド配糖体 quercetin 7-O-β-D-glucopyranoside (21) に donepezil と同等程度の神経突

起伸長促進作用が認められた. すなわち, 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-

1,3-diol (16) は 0.1 μM 処理で 1.24 倍, 1 μM 処理で 1.76 倍, 10 μM 処理で 1.42 倍の作用を示し, 

quercetin 7-O-β-D-glucopyranoside (21) は 0.1 μM 処理で 1.12 倍, 1 μM 処理で 1.53 倍, 10 μM 処

理で 1.95 倍の作用を示した. また, 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol 
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(16) および quercetin 7-O-β-D-glucopyranoside (21) 処理においても形態学的ならびにWST-8法

による細胞毒性は認められなかった (Table 10).  

 2-[4-(3-Hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol (16) の よ う な 3-(3,4-

dihydroxyphenyl)propanol 誘導体が, PC12 細胞を用いた神経突起伸長促進作用を示したのは今

回が初めての報告である.  

 

 

Table 10. 化合物 16 および 21 の細胞毒性 

    Viability (%) 

Sample   Control   0.1 μM   1 μM   10 μM 

16  100.0 ± 1.2  102.4 ± 4.5  108.7 ± 3.7   97.7 ± 1.8 

21   100.0 ± 1.2     122.7 ± 12.9*    93.7 ± 2.3   106.5 ± 2.2 

Each value represents the mean ± SEM (n = 4).  

Significantly different from the control group *p < 0.05.  

 

 

 フェニルプロパノイド (+)-lyoniresinol (17), フェノール類 4-hydroxy-2,6-dimethoxyphenol 1-

O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (20) およびフラボノイド配糖体 myricetin 3-O-β-D-

glucopyranoside (22) については神経突起伸長を促進させる傾向がみられた.  
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第五節 Quercetin の作用様式 

 

 神経突起伸長の作用様式として, 神経成長因子である NGF がチロシンキナーゼ受容体であ

る tropomyosin receptor kinase A (TrkA) に結合することによって phosphatidylinositol-3-kinase 

(PI3-K) がリン酸化され, さらに phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3) がリン酸化され, 

Vav2 / Vav3 へのリン酸化が生じ, そして RAS-related C3 botulinus toxin substrate 1 (Rac1) / cell 

division cycle 42 (Cdc42) がリン酸化され刺激が伝わり, 神経突起の伸長が生じることが報告

されている (Figure 28).74 その他にも PIP3から protein kinase B (AKT) を介する経路やmitogen 

activated protein kinase (MAPK, MEK) および extracellular signal-regulated kinase (ERK) を介す

る経路が活性化されることにより神経突起の伸長が生じることも報告されている.37,38,75–77 本

研究で最も強い伸長促進作用を示した quercetin の作用様式を検討する目的で, TrkA をコード

する遺伝子である neurotrophic tyrosine kinase 1 (Ntrk1), Rho ファミリーGTPase のグアニンヌク

レオチド交換因子の一つである Vav3 および細胞骨格に関与する Rho ファミリーの低分子量

G タンパク質である Rac1 の mRNA 発現への影響について解析した.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 28. 神経突起伸長の作用様式の一例 
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Table 11. Quercetin による Ntrk1, Vav3 および Rac1 の mRNA 発現量への影響 

    Expression ratio 

    Control   1 μM   10 μM   100 μM 

Ntrk1  1.00 ± 0.18  0.64 ± 0.08  0.95 ± 0.10  1.33 ± 0.10 

Vav3  1.00 ± 0.23  1.34 ± 0.23  2.21 ± 0.60   2.72 ± 0.42* 

Rac1   1.00 ± 0.16   1.09 ± 0.14   0.82 ± 0.05   1.34 ± 0.13 

Each value represents the mean ± SEM (n = 4).  

Significantly different from the control group *p < 0.05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 29. Quercetin による Ntrk1, Vav3 および Rac1 の mRNA 発現量への影響 

[J. Nat. Med. (2016), Fig. 3 より引用] 
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 その結果, quercetin は Ntrk1 および Rac1 の mRNA 発現にはほとんど影響を与えなかったも

のの, Vav3 の mRNA 発現量については神経突起伸長促進作用が認められた 10 μM 処理から増

加傾向を示し, 100 μM 処理では有意に増加させることが明らかとなった (Table 11, Figure 29). 

すなわち, quercetin の神経突起伸長促進作用メカニズムの一つとして, Vav3 の mRNA 発現を

介した経路が関与することを明らかにした. なお, Vav3 の mRNA 発現量を増加させる低分子

化合物としては初めての報告である.  

 

 Vav3のmRNA発現量が増加していたが, その下流に存在する Rac1のmRNA発現量が増加

していなかったということから, Rac1 タンパクの増減には影響していないのではないかと考

えられる. すなわち, Vav3 の mRNA 発現量が増加したことにより, Vav3 タンパク量も増加し

たと推察し, さらに増加した Vav3 タンパクによって Rac1 タンパクの活性が亢進されたこと

により神経突起伸長が促進されたと考察している.  

 

 また, quercetin については, in vivo にてアルツハイマー型認知症をモデルとしたマウスの脳

内のアミロイド β 量の減少, 空間学習能力や記憶力を改善するという報告 78 およびラットの

脳内へ移行するという報告 79,80などがある. 今回の結果と合わせて考えると, quercetin は認知

症を含む神経変性疾患で失われた神経細胞の機能を補填するような有望なシード化合物と考

えられる.  

 

 第四節で 2 種の配糖体成分が神経突起伸長促進作用を示すことが明らかとなった. 配糖体

について同様の作用を報告している論文は少ないが, イリドイド配糖体 picroside I および II

はMAP kinaseを介する経路を活性化させることにより神経突起伸長を示すことが報告されて

いる.81 したがって, 配糖体構造を有する低分子化合物の中には細胞内に吸収され, 作用を示

す物質もあると考えられる. また, サポニン spicatoside A は, NGF と同様に TrkA を活性化さ

せる作用が報告されていることから,82 配糖体が細胞膜に存在するレセプターおよびトラン

スポーターを介して神経突起伸長を促進させる可能性も考えられる (Figure 30). 以上のよう

に配糖体であっても神経突起伸長促進作用を示す可能性はあり, その作用様式も様々な経路

が考えられる.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 30. Picroside I, II および spicatoside A の化学構造 
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結論 

 

 L. inermis 葉部の特徴成分であり, 染色作用を示す主要成分とされている lawsone (1) につ

いて, LC-MS を用いて L. inermis 花部, 葉部および枝部の部位別含有量を測定した結果 , 

lawsone (1) が葉部に集約し, 花部および枝部の含有量はわずかであることを初めて明らかに

した. すなわち, 花部および枝部は染色効果をほとんど示さずに利用できる素材であること

が判明した.  

 

 L. inermis 花部より新規アセトフェノン配糖体 inermioside A (2)をはじめ, 既知化合物 (±)-

eriodictyol (6), diosmetin 3'-O-β-D-glucopyranoside (9), spiraeoside (13), quercetin 3-O-β-D-

glucopyranoside (14) および4'-O-methylquercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (15) を, また枝部より

2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol (16), (+)-lyoniresinol (17), 

butylconiferin (18), 4-hydroxy-2-methoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (19), 4-

hydroxy-2,6-dimethoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (20), quercetin 7-O-β-D-

glucopyranoside (21) および myricetin 3-O-β-D-glucopyranoside (22) を初めて単離し, 報告した.  

 

 培養条件と実験条件の間で血清量の変化が無い条件にて, PC12 細胞を用いた NGF 誘発神

経突起伸長作用を検討したところ, L. inermis 花部および枝部メタノール抽出エキスに作用傾

向が認められ, 特に花部酢酸エチル可溶性画分に有意な伸長促進作用を見出した.  

 

 また, 新規化合物 inermioside A (2) や, 既知化合物 quercetin (12), 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-

methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol (16) および quercetin 7-O-β-D-glucopyranoside (21) に有意な

神経突起伸長促進作用を見出した. これらは認知症を含む神経変性疾患で失われた神経細胞

の機能を補填するような有望なシード化合物と考えられた.  

 

 今回の研究は, 葉部収穫の際に同時に得られるにも関わらず, これまで未利用とされてき

た L. inermis 花部および枝部の有効利用につながる研究を目的としてきた. その結果, 上記に

示すような結果が得られたことは, L. inermis 花部および枝部の価値を高め, 有効利用につな

がる有意義な研究成果が得られたと考えられる.  
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実験の部 

 

 高速液体クロマトグラフ質量分析  (LC-MS) については , 高速液体クロマトグラフは

Nexera UHPLC システムを, トリプル四重極型質量分析計は Shimadzu LCMS-8040 (株式会社 

島津製作所, 京都) を用いて測定した. なお, Nexera UHPLC システムについては, システムコ

ントローラーは Shimadzu CBM-20A (株式会社 島津製作所) を, ポンプは Shimadzu LC-20A 

(株式会社 島津製作所) を, 紫外可視分光光度計検出器 (UV) は Shimadzu SPD-20A (株式会

社 島津製作所) を, オートサンプラーは Shimadzu SIL-20AC (株式会社 島津製作所) を, カ

ラムヒーターは Shimadzu CTO-20AC (株式会社 島津製作所) を, デガッサーは Shimadzu 

DGU-20A3R (株式会社 島津製作所) を用いた.  

 

 旋光度は, Horiba high sensitive SEPA-300 digital polarimeter (l = 5 cm) (株式会社 堀場製作所, 

京都) および JASCO P2200 polarimeter (l = 5 cm) (日本分光株式会社, 東京) を用いて測定した.  

 赤外吸収スペクトル (IR) は, Shimadzu FT2R-8100 spectrometer (株式会社 島津製作所) を用

いて測定した.  

 高分解能質量分析 (High resolution FAB-MS, EI-MS) および質量分析 (FAB-MS, EI-MS) は, 

JEOL JMS-SX 102A (日本電子株式会社, 東京) および JEOL JMS-GCMATE 型質量分析装置 

(日本電子株式会社) を用いて測定した.  

 水素核磁気共鳴スペクトル (1H-NMR), 炭素 13 核磁気共鳴スペクトル (13C-NMR), Double 

Quantum Filtered Correlation Spectroscopy (DQF-COSY) スペクトル , Heteronuclear Multiple 

Quantum Coherence (HMQC) スペクトル, Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) スペ

クトルおよび Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY) は, JNM-ECA 600 (600 MHz) (日

本電子株式会社) を用いて測定した.  

 

 高速液体クロマトグラフィー (HPLC) については, ポンプは Shimadzu LC-6AD (株式会社 

島津製作所) および Shimadzu LC-20A (株式会社 島津製作所) を, 示差屈折計検出器 (RI) は, 

Shimadzu RID-10A (株式会社 島津製作所) を, 紫外可視分光光度計検出器 (UV) は Shimadzu 

SPD-10Avp (株式会社 島津製作所) および Shimadzu SPD-20A (株式会社 島津製作所) を用い

た. カラムは, YMC-Pack ODS-A (4.6 × 250 mm, i.d., 20 × 250 mm, i.d.) (株式会社 ワイエムシィ, 

京都), COSMOSIL 5C18-PAQ (4.6 × 250 mm, i.d., 20 × 250 mm, i.d.) (ナカライテスク株式会社, 京

都) および COSMOSIL 5C18-MS-II (4.6 × 250 mm, i.d., 10 × 250 mm, i.d., 20 × 250 mm, i.d.) (ナカ

ライテスク株式会社) を分析および分離の目的で用いた.  

 シリカゲルカラムクロマトグラフィーの吸着剤は, 順相系はシリカゲル Silica Gel BW-200 

(150-350 mesh) (富士シリシア化学株式会社, 愛知), 逆相系はクロマトレックスODS DM1020T 

(100-200 mesh) (富士シリシア化学株式会社) および COSMOSIL 140C18-OPN (140 μm) (ナカラ

イテスク株式会社) を用いた.  



46 

 

 薄層クロマトグラフィー (TLC) には, Silica Gel 60F254 (順相) (Merck KGaA, Darmstadt, HE, 

Germany), 60 RP-18 F254s (逆相) (Merck KGaA) を使用し, スポットの検出には, UV (254 nm) お

よび 1% Ce(SO4)2/10% H2SO4水溶液を噴霧し, 加熱時の呈色により行った.  

 

 試薬は特に明記しないものは, 富士フイルム和光純薬株式会社製試薬 (特級) を使用した.  

 細胞培養は MCO-18AIC (パナソニック株式会社, 大阪) CO2 インキュベーターを使用し, 

37 °C, 5% CO2, 95% R.H.雰囲気下で行った.  

 

 実験で得られた数値は平均値±標準誤差で表記し, 対照群との平均値の有意差の検定には

Dunnett の方法を使用し, p 値が 0.01, 0.05 以下のものを有意とみなした.  
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第一章の実験 

 

第二節の実験 

 

エキスの作製 

 Lawsonia inermis の乾燥花部 (2.0 kg), 乾燥葉部 (10.0 kg) および乾燥枝部 (7.0 kg) をそれ

ぞれメタノール (MeOH) (ナカライテスク株式会社) で熱時 (80 °C) 抽出した. 各部位別抽出

液を濾過し, 残渣に MeOH を加え, 同様の抽出操作を 3 回行った. 各部位別メタノール抽出

液を合わせて減圧下溶媒留去し, 花部メタノール抽出エキス (636.5 g, 収率 31.8%), 葉部メタ

ノール抽出エキス (3522.7 g, 収率 35.2%) および枝部メタノール抽出エキス (418.3 g, 収率

6.0%) を得た.  

 

 

 

移動相および標準品の調製 

 測定時の移動相として 22 : 78 = アセトニトリル (LC-MS grade) (富士フイルム和光純薬株

式会社, 大阪) : 水を混合し, ギ酸 (LC-MS grade) (富士フイルム和光純薬株式会社) を用いて

pH 3.0 に調製した. 作製した移動相を用いて lawsone (Merck KGaA) を 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 お

よび 0.1 μg/mL に調製し, 0.45 μm フィルター (ナカライテスク株式会社) を用いて濾過した

後, 標準品として使用した.  

 

 

 

サンプルの調製 

 Lawsone 含有量測定のために, 花部メタノール抽出エキス, 葉部メタノール抽出エキスお

よび枝部メタノール抽出エキスを, 測定時の移動相である 22%アセトニトリル溶液 (pH 3.0) 

を用いて, 0.6, 0.15, 15 mg/mL に調製し, 0.45 μm フィルターを用いて濾過した後, サンプル溶

液として使用した.  
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分析条件 

 各濃度に調製した lawsone, 花部メタノール抽出エキス, 葉部メタノール抽出エキスおよび

枝部メタノール抽出エキスは LC 測定条件および MS 測定条件に示す方法で測定した.  

 

LC 測定条件 

カラム YMC-Pack ODS-A (4.6 × 250 mm, i.d.) 

移動相 22 : 78 = CH3CN : H2O (pH 3.0) 

流速 1.0 mL/min 

検出波長 283 nm 

カラムオーブン温度 40 °C 

サンプル注入量 10 μL 

 

MS 測定条件：選択的イオン検出法 (SIM) 

測定イオン 173 [M-H]－ 

Nebulizer gas 3 L/min 

Drying gas 15 L/min 

Desolvation line (DL) 温度 250 °C 

Heat block (HB) 温度 400 °C 

 

 

 

検量線 

 標準品として調製した各濃度の lawsone から得られたピーク面積を基に検量線を求めた.  

 

検量線の回帰式 y = 2.93 × 106x -1.08 × 102 (R2 = 0.998) 

検出限界 (LOD) 0.001 μg/mL 

定量下限 (LOQ) 0.003 μg/mL 
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第二章の実験 

 

第一節, 第二節および第四節の実験 

 

細胞培養 

 JCRB細胞バンクより分譲されたラット副腎髄質由来褐色細胞腫 PC12細胞 (JCRB0733) を

10%ウシ胎児血清  (FBS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 5%ウマ血清  (HS) 

(Thermo Fisher Scientific), 4 mM L-glutamine, 100 units/mL ペニシリン, 100 μg/mL ストレプトマ

イシン含有 RPMI-1640 培地 (Merck KGaA) で培養 (5% CO2, 37 °C) した.  

 

 

神経突起伸長 

 Collagen Type I coated Microplate 24 well (AGC テクノグラス株式会社, 静岡) に PC12 細胞

1.0 × 105 cells/400 μL/well を播種し, 24 時間培養後, 被験物質および NGF (Rat beta-NGF Mab, 

終濃度 1 および 2 ng/mL, 50 ng/mL) (R&D SYSTEMS, Inc., Minneapolis, MN, USA) を添加した. 

さらに 48 時間培養後, 検鏡および写真撮影をおこない (オリンパス株式会社, 東京), 全細胞

数および細胞の直径以上の突起伸長を認めた細胞数をカウントし, その割合を算出した. 被

験物質は DMSO (東京化成工業株式会社, 東京) に溶解し, 培地添加した (DMSO 終濃度

0.1%).  

 比較対照物質として donepezil (東京化成工業株式会社) を使用した.  

 

 

細胞毒性 

 96 well マイクロプレート (Thermo Fisher Scientific) に PC12 細胞 2.5 × 104 cells/100 μL/well

を播種し, 24 時間培養後, 被験物質および NGF (Rat beta-NGF Mab, 終濃度 1 および 2 ng/mL, 

50 ng/mL) (R&D SYSTEMS, Inc.) を添加した. さらに 45 時間培養後, WST-8 [2-(2-methoxy-4-

nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt] (株式会社 同

仁化学研究所, 熊本) を 10 μL ずつ添加した. 3 時間培養後, 生成した WST-8 ホルマザンの吸

光度をマイクロプレートリーダー (SH-1000, コロナ電気株式会社, 茨城) にて測定した (測

定波長 : 450 nm, 参照波長 : 655 nm). なお, 被験物質は DMSO に溶解し, 培地添加した 

(DMSO 終濃度 0.1%).  
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第三節 第一項の実験 

 

花部含有成分の抽出単離 

 Lawsonia inermis の乾燥花部 (2.0 kg) をメタノール (MeOH) (ナカライテスク株式会社) で

熱時 (80 °C) 抽出した. 抽出液を濾過し, 残渣に MeOH を加え, 同様の抽出操作を 3 回行っ

た. メタノール抽出液を合わせて減圧下溶媒留去し, 花部メタノール抽出エキス (636.5 g, 収

率 31.8%) を得た.  

 

 得られたメタノール抽出エキスのうち 200.0 g を酢酸エチル (EtOAc) (ナカライテスク株式

会社) と水 (H2O) で分配抽出後, 得られた水可溶性画分を 1-ブタノール (1-BuOH) (ナカライ

テスク株式会社) でさらに分配抽出し, 各可溶性画分を減圧下溶媒留去して, 酢酸エチル可

溶性画分 (86.9 g, 収率 13.8%), 1-ブタノール可溶性画分 (77.0 g, 収率 12.3%) および水可溶性

画分 (36.2 g, 収率 5.7%) を得た.  

 

 得られた酢酸エチル可溶性画分 (80.5 g) を順相 silica-gel column chromatography [4.2 kg, 

Hexane (ナカライテスク株式会社) : EtOAc = (10 : 1) → (2 : 1) → (1 : 2) → CHCl3 : MeOH = 

(10 : 1) → CHCl3 (ナカライテスク株式会社) : MeOH : H2O = (65 : 35 : 10) → MeOH] で分画

し, Fr. EA1 (3.1 g), Fr. EA2 (2.0 g), Fr. EA3 (0.7 g), Fr. EA4 (0.2 g), Fr. EA5 (2.1 g), Fr. EA6 (1.5 g), 

Fr. EA7 (2.6 g), Fr. EA8 (0.2 g), Fr. EA9 (5.5 g), Fr. EA10 (0.5 g), Fr. EA11 (6.1 g), Fr. EA12 (1.1 g), 

Fr. EA13 (3.9 g), Fr. EA14 (27.2 g), Fr. EA15 (3.8 g) および Fr. EA16 (19.4 g) を得た.  

 Fr. EA7 (10.5 mg) を HPLC [column; YMC-Pack ODS-A, eluent; MeOH : H2O = (55 : 45)] を用

いて分離精製し, luteolin (7, 5.8 mg, 0.24%), (±)-eriodictyol (6, 1.0 mg, 0.042%) および quercetin 

(12, 2.4 mg, 0.10%) を単離した.  

 Fr. EA11 (1.1 g) のメタノール可溶部を HPLC [column; YMC-Pack ODS-A, eluent; MeOH : H2O 

= (60 : 40)] を用いて分離精製し, luteolin (7, 3.7 mg, 0.0037%) を単離した.  

 Fr. EA14 (27.2 g) を逆相 ODS column chromatography [900 g, MeOH : H2O = (20 : 80) → (40 : 

60) → (60 : 40) → (80 : 20) → MeOH] にて分画し, Fr. EA14-1 (18.1 g), Fr. EA14-2 (2.6 g), Fr. 

EA14-3 (2.4 g), Fr. EA14-4 (0.7 g), Fr. EA14-5 (0.9 g), Fr. EA14-6 (0.2 g) および Fr. EA14-7 (0.9 g) 

を得た.  

 Fr. EA14-3 (34.3 mg) を HPLC [column; YMC-Pack ODS-A, eluent; MeOH : H2O = (45 : 55)] を

用いて分離精製し, luteoloside (11, 2.6 mg, 0.032%), quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14, 6.6 mg, 

0.080%), spiraeoside (13, 3.0 mg, 0.037%), luteolin 4'-O-β-D-glucopyranoside (8, 11.4 mg, 0.14%), 

diosmetin 3'-O-β-D-glucopyranoside (9, 1.1 mg, 0.013%) および 4'-O-methylquercetin 3-O-β-D-

glucopyranoside (15, 6.3 mg, 0.077%) を単離した.  

 Fr. EA14-5 (0.7 g) を HPLC [column; YMC-Pack ODS-A, eluent; MeOH : H2O = (50 : 50)] を用

いて分離精製し, moldavoside (10, 3.0 mg, 0.00063%) を単離した.  
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 得られた 1-ブタノール可溶性画分 (75.0 g) を順相 silica-gel column chromatography [375 g, 

CHCl3 : MeOH : H2O = (10 : 3 : 1) → (7 : 3 : 1) → (6 : 4 : 1) → (5 : 5 : 1) → MeOH] で分画し, 

Fr. B1 (2.7 g), Fr. B2 (11.0 g) および Fr. B3 (61.3 g) を得た.  

 Fr. B2 (8.0 g) を逆相 ODS column chromatography [800 g, MeOH : H2O = (20 : 80) → (30 : 70) 

→ (40 : 60) → MeOH] にて分画し, Fr. B2-1 (1299.4 mg), Fr. B2-2 (271.0 mg), Fr. B2-3 (878.9 mg), 

Fr. B2-4 (270.6 mg), Fr. B2-5 (571.9 mg), Fr. B2-6 (133.4 mg), Fr. B2-7 (95.2 mg), Fr. B2-8 (67.7 mg), 

Fr. B2-9 (65.8 mg), Fr. B2-10 (78.6 mg), Fr. B2-11 (294.1 mg), Fr. B2-12 (154.5 mg), Fr. B2-13 (98.9 

mg), Fr. B2-14 (85.1 mg), Fr. B2-15 (94.9 mg), Fr. B2-16 (445.2 mg), Fr. B2-17 (561.8 mg), Fr. B2-18 

(638.1 mg), Fr. B2-19 (278.2 mg), Fr. B2-20 (65.1 mg), Fr. B2-21 (50.2 mg), Fr. B2-22 (38.5 mg), Fr. 

B2-23 (43.0 mg) および Fr. B2-24 (1419.9 mg) を得た.  

 Fr. B2-2 (268.7 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-PAQ, eluent; CH3CN (ナカライテスク

株式会社 ) : H2O = (10 : 90)] を用いて分離精製し , lalioside (3, 49.5 mg, 0.011%), 2,4,6-

trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside (4, 12.4 mg, 0.0028%) を単離した.  

 Fr. B2-4 (267.6 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-PAQ, eluent; CH3CN : H2O = (10 : 90)] 

を用いて分離精製し, 2,4,6-trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside (4, 48.5 mg, 0.011%) 

を単離した.  

 Fr. B2-11 (291.4 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-PAQ, eluent; CH3CN : H2O = (20 : 80)] 

を用いて分離精製し, polygoacetophenoside (5, 14.6 mg, 0.0033%) を単離した.  

 Fr. B2-17 (554.0 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-PAQ, eluent; MeOH : CH3CN : H2O = 

(5 : 20 : 75)] を用いて分離精製し, quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14, 17.5 mg, 0.0040%) お

よび luteolin 4'-O-β-D-glucopyranoside (8, 50.5 mg, 0.012%) を単離した.  

 Fr. B3 (30.0 g) を逆相 ODS column chromatography [3.0 kg, MeOH : H2O = (20 : 80) → (30 : 70) 

→ (40 : 60) → (60 : 40) →MeOH] にて分画し, Fr. B3-1 (7037.0 mg), Fr. B3-2 (1168.4 mg), Fr. 

B3-3 (960.5 mg), Fr. B3-4 (810.5 mg), Fr. B3-5 (1678.8 mg), Fr. B3-6 (479.9 mg), Fr. B3-7 (359.9 mg), 

Fr. B3-8 (450.5 mg), Fr. B3-9 (220.8 mg), Fr. B3-10 (1116.3 mg), Fr. B3-11 (1244.0 mg), Fr. B3-12 

(959.0 mg), Fr. B3-13 (835.0 mg), Fr. B3-14 (690.3 mg), Fr. B3-15 (2326.8 mg), Fr. B3-16 (1731.1 mg), 

Fr. B3-17 (834.5 mg), Fr. B3-18 (484.2 mg), Fr. B3-19 (419.1 mg), Fr. B3-20 (2363.4 mg), Fr. B3-21 

(752.7 mg), Fr. B3-22 (244.5 mg), Fr. B3-23 (119.2 mg), Fr. B3-24 (112.0 mg), Fr. B3-25 (1426.5 mg), 

Fr. B3-26 (774.6 mg), Fr. B3-27 (251.2 mg) および Fr. B3-28 (149.3 mg) を得た.  

 Fr. B3-5 (1.5 g) を順相 silica-gel column chromatography [150 g, CHCl3 : MeOH : H2O = (10 : 3 : 

1) → (7 : 3 : 1) → (6 : 4 : 1) → (5 : 5 : 1) → MeOH] で分画し, Fr. B3-5-1 (5.0 mg), Fr. B3-5-2 

(3.2 mg), Fr. B3-5-3 (7.6 mg), Fr. B3-5-4 (19.7 mg), Fr. B3-5-5 (15.1 mg), Fr. B3-5-6 (14.3 mg), Fr. B3-

5-7 (15.0 mg), Fr. B3-5-8 (12.0 mg), Fr. B3-5-9 (11.6 mg), Fr. B3-5-10 (104.2 mg), Fr. B3-5-11 (102.3 

mg), Fr. B3-5-12 (42.2 mg), Fr. B3-5-13 (24.8 mg), Fr. B3-5-14 (42.0 mg), Fr. B3-5-15 (22.4 mg), Fr. 

B3-5-16 (8.8 mg), Fr. B3-5-17 (5.4 mg), Fr. B3-5-18 (6.2 mg), Fr. B3-5-19 (87.5 mg), Fr. B3-5-20 (48.5 

mg), Fr. B3-5-21 (39.2 mg), Fr. B3-5-22 (55.5 mg), Fr. B3-5-23 (150.6 mg), Fr. B3-5-24 (57.4 mg), Fr. 

B3-5-25 (44.1mg), Fr. B3-5-26 (65.8 mg), Fr. B3-5-27 (126.4 mg), Fr. B3-5-28 (30.1 mg), Fr. B3-5-29 

(52.1 mg) および Fr. B3-5-30 (281.0 mg) を得た.  
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 Fr. B3-5-10 (102.4 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-PAQ, eluent; CH3CN : H2O = (15 : 

85)] を用いて分離精製し , 2,4,6-trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside (4, 73.9 mg, 

0.028%) を単離した.  

 Fr. B3-5-11 (100.5 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-PAQ, eluent; CH3CN : H2O = (10 : 

90)] を用いて分離精製し, lalioside (3, 26.3 mg, 0.010%), 2,4,6-trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-

glucopyranoside (4, 31.3 mg, 0.012%) を単離した.  

 Fr. B3-6 (476.1 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-PAQ, eluent; CH3CN : H2O = (10 : 90)] 

を用いて分離精製し, inermioside A (2, 11.6 mg, 0.0039%), 2,4,6-trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-

glucopyranoside (4, 46.7 mg, 0.016%) を単離した.  

 Fr. B3-7 (347.3 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-PAQ, eluent; CH3CN : H2O = (10 : 90)] 

を用いて分離精製し, inermioside A (2, 7.5 mg, 0.0026%), 2,4,6-trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-

glucopyranoside (4, 28.2 mg, 0.0098%) を単離した.  
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第三節 第二項の実験 

 

Inermioside A (2) の構造解析 

Inermioside A (2): 淡黄色非結晶性粉末; []D
30–43.2° (c = 0.2, EtOH); IR (KBr): max 3400, 1710, 

1626, 1073 cm-1; 1H-NMR (methanol-d4, 600 MHz) および 13C-NMR (methanol-d4, 150 MHz): Table 

5 に記載 ; positive-ion FAB-MS: m/z 531 [M+Na]+; High-resolution positive-ion FAB-MS: m/z 

531.1329 (Calcd for C20H28O15Na [M+Na]+: m/z 531.1326).  

 

 

 

Inermioside A (2) の構成糖の同定 

 Inermioside A (2, 1.0 mg) をとり, 5% aqueous H2SO4-1,4-dioxane (1 : 1, v/v, 1.0 mL) に溶解し, 

90 °C で 3 時間反応させた. その後, 酢酸エチルを加え, 軽く振り静置し, 二層に分離した酢

酸エチル層を取り除き, 同様の操作を 5 回繰り返した. さらに炭酸水素ナトリウム溶液を加

え , pH 7–8 に調節し , 減圧下溶媒留去した . 得られた生成物を L-cystein methyl ester 

hydrochloride の pyridine 溶液 (5.0 mg/mL, 0.1 mL) に溶解し, 60 °C で 1 時間反応させた. その

後, o-torylisothiocyanate の pyridine 溶液 (5.0 mg/mL, 0.1 mL) を加え, さらに 60 °C で 1 時間反

応させ, 構成糖をジアステレオマー誘導体化した. 反応液を HPLC [column: COSMOSIL 5C18-

AR-II (ナカライテスク株式会社), 4.6 × 250 mm, i.d.; mobile phase: CH3CN : aqueous H3PO4 = (18 : 

82, v/v, pH 2.5); detection: UV (250 nm); flow rate: 0.8 mL/min; column temperature: 35 °C] で分析

し, 単糖標品との保持時間 (tR) の比較 [L-glucose (tR 46.4 min) および D-glucose (tR 51.6 min)] 

により, 絶対立体配置を含めた構成糖の同定を行った.  
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Inermioside A (2) の構造決定に関するスペクトルデータ 

Inermioside A (2) の 1H-NMR (600 MHz) データ (測定溶媒 : CD3OD) 

 

Inermioside A (2) の 13C-NMR (150 MHz) データ (測定溶媒 : CD3OD) 
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Inermioside A (2) の DQF データ (測定溶媒 : CD3OD) 

 

Inermioside A (2) の HMQC データ (測定溶媒 : CD3OD) 
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Inermioside A (2) の HMBC データ (測定溶媒 : CD3OD) 

 

拡大図 
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Inermioside A (2) の NOE データ (測定溶媒 : CD3OD) 

 

 

 

拡大図 

H-5 

H-1'' 
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第三節 第三項の実験 

 

枝部含有成分の抽出単離 

 Lawsonia inermis の乾燥枝部 (7.0 kg) をメタノール (MeOH) (ナカライテスク株式会社) で

熱時 (80 °C) 抽出した. 抽出液を濾過し, 残渣に MeOH を加え, 同様の抽出操作を 3 回行っ

た. メタノール抽出液を合わせて減圧下溶媒留去し, 枝部メタノール抽出エキス (418.3 g, 収

率 6.0%) を得た.  

 

 得られたメタノール抽出エキスのうち 300.0 g を酢酸エチル (EtOAc) (ナカライテスク株式

会社) と水 (H2O) で分配抽出後, 得られた水可溶性画分を 1-ブタノール (1-BuOH) (ナカライ

テスク株式会社) でさらに分配抽出し, 各移行部を減圧下溶媒留去して, 酢酸エチル可溶性

画分 (57.3 g, 収率 1.1%), 1-ブタノール可溶性画分 (60.3 g, 収率 1.2%) および水可溶性画分 

(182.4 g, 収率 3.6%) を得た.  

 

 得られた酢酸エチル可溶性画分(50.0 g) を順相 silica-gel column chromatography [1.5 kg, 

Hexane (ナカライテスク株式会社) : EtOAc = (10 : 1) → (7 : 1) → (5 : 1) → (3 : 1) → EtOAc 

→ CHCl3 (ナカライテスク株式会社) : MeOH = (30 : 1) → (20 : 1) → (10 : 1) → (5 : 1) → (1 : 

1) → MeOH] で分画し, Fr. EA1 (1.5 g), Fr. EA2 (1.2 g), Fr. EA3 (0.6 g), Fr. EA4 (0.8 g), Fr. EA5 

(2.3 g), Fr. EA6 (4.5 g), Fr. EA7 (0.8 g), Fr. EA8 (5.7 g), Fr. EA9 (2.4 g), Fr. EA10 (2.7 g), Fr. EA11 

(5.1 g), Fr. EA12 (8.4 g), Fr. EA13 (1.2 g), Fr. EA14 (1.1 g), Fr. EA15 (2.2 g), Fr. EA16 (5.5 g), Fr. 

EA17 (2.7 g) および Fr. EA18 (1.2 g) を得た.  

 Fr. EA15 (2.2 g) を逆相 ODS column chromatography [130.8 g, MeOH : H2O = (40 : 60) → (50 : 

50) → (60 : 40) → (70 : 30) → (80 : 20) → (90 : 10) → MeOH] にて分画し, Fr. EA15-1 (12.9 

mg), Fr. EA15-2 (69.4 mg), Fr. EA15-3 (131.9 mg), Fr. EA15-4 (229.6 mg), Fr. EA15-5 (247.4 mg), Fr. 

EA15-6 (175.1 mg), Fr. EA15-7 (150.7 mg), Fr. EA15-8 (165.3 mg), Fr. EA15-9 (16.8 mg), Fr. EA15-

10 (47.4 mg), Fr. EA15-11 (47.3 mg), Fr. EA15-12 (47.9 mg), Fr. EA15-13 (60.8 mg), Fr. EA15-14 

(200.0 mg), Fr. EA15-15 (420.0 mg) および Fr. EA15-16 (157.6 mg) を得た.  

 Fr. EA15-3 (131.9 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-MS-II, eluent; MeOH : H2O = (25 : 

75)] を用いて分離精製し, 2-[4-(3-hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-propane-1,3-diol (16, 5.4 mg, 

0.00012%), (+)-lyoniresinol (17, 19.8 mg, 0.00045%) を単離した.  

 

 得られた 1-ブタノール可溶性画分 (50.0 g) を順相 silica-gel column chromatography [1.5 kg, 

CHCl3 : MeOH : H2O = (30 : 3 : 1) → (10 : 3 : 1) → (7 : 3 : 1) → (6 : 4 : 1) → (5 : 5 : 1) → 

MeOH] で分画し, Fr. B1 (2.8 g), Fr. B2 (1.0 g), Fr. B3 (2.4 g), Fr. B4 (1.5 g), Fr. B5 (3.0 g), Fr. B6 

(3.0 g), Fr. B7 (15.8 g), Fr. B8 (10.5 g), Fr. B9 (5.8 g) および Fr. B10 (4.1 g) を得た.  

 Fr. B3 (2.4 g) を逆相 ODS column chromatography [117.5 g, MeOH : H2O = (30 : 70) → (40 : 60) 

→ (50 : 50) → (60 : 40) → (70 : 30) → (80 : 20) → MeOH] にて分画し, Fr. B3-1 (685.2 mg), 

Fr. B3-2 (322.9 mg), Fr. B3-3 (226.4 mg), Fr. B3-4 (55.0 mg), Fr. B3-5 (127.4 mg), Fr. B3-6 (120.9 mg), 
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Fr. B3-7 (110.7 mg), Fr. B3-8 (76.8 mg), Fr. B3-9 (74.0 mg), Fr. B3-10 (42.5 mg), Fr. B3-11 (41.6 mg), 

Fr. B3-12 (22.3 mg) および Fr. B3-13 (444.5 mg) を得た.  

 Fr. B3-8 (76.8 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-MS-II, eluent; MeOH : H2O = (50 : 50)] 

を用いて分離精製し, butylconiferin (18, 5.6 mg, 0.00014%) を単離した.  

 Fr. B5 (3.0 g) を逆相 ODS column chromatography [150.0 g, MeOH : H2O = (30 : 70) → (40 : 60) 

→ (50 : 50) → (60 : 40) → (70 : 30) → (80 : 20) → MeOH] にて分画し, Fr. B5-1 (984.0 mg), 

Fr. B5-2 (314.9 mg), Fr. B5-3 (209.3 mg), Fr. B5-4 (334.3 mg), Fr. B5-5 (164.9 mg), Fr. B5-6 (226.6 

mg), Fr. B5-7 (106.5 mg), Fr. B5-8 (50.6 mg), Fr. B5-9 (86.5 mg), Fr. B5-10 (33.0 mg), Fr. B5-11 (23.6 

mg), Fr. B5-12 (36.3 mg), Fr. B5-13 (28.4 mg), Fr. B5-14 (18.2 mg), Fr. B5-15 (21.8 mg) および Fr. 

B5-16 (401.2 mg) を得た.  

 Fr. B5-2 (314.9 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-MS-II, eluent; MeOH : H2O = (20 : 80)] 

を用いて分離精製し , 2,4,6-trihydroxyacetophenone 2-O-β-D-glucopyranoside (4, 21.3 mg, 

0.00051%) を単離した.  

 Fr. B5-5 (164.9 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-MS-II, eluent; MeOH : H2O = (40 : 60)] 

を用いて分離精製し, quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14, 4.7 mg, 0.00011%) を単離した.  

 Fr. B5-6 (226.6 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-MS-II, eluent; MeOH : H2O = (40 : 60)] 

を用いて分離精製し, quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (14, 30.6 mg, 0.00074%) を単離した.  

 Fr. B6 (3.0 g) を逆相 ODS column chromatography [150.0 g, MeOH : H2O = (20 : 80) → (30 : 70) 

→ (40 : 60) → (50 : 50) → (60 : 40) → (70 : 30) → (80 : 20) → MeOH] にて分画し, Fr. B6-1 

(631.3 mg), Fr. B6-2 (853.2 mg), Fr. B6-3 (259.5 mg), Fr. B6-4 (126.5 mg), Fr. B6-5 (92.6 mg), Fr. B6-

6 (123.3 mg), Fr. B6-7 (123.6 mg), Fr. B6-8 (70.5 mg), Fr. B6-9 (71.3 mg), Fr. B6-10 (36.1 mg), Fr. B6-

11 (72.1 mg), Fr. B6-12 (41.2 mg) および Fr. B6-13 (528.7 mg) を得た.  

 Fr. B6-3 (259.5 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-MS-II, eluent; MeOH : H2O = (20 : 80)] 

を用いて分離精製し, 4-hydroxy-2-methoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (19, 60.0 

mg, 0.0014%) および 4-hydroxy-2,6-dimethoxyphenol 1-O-β-D-(6'-O-galloyl)glucopyranoside (20, 

39.8 mg, 0.00096%) を単離した.  

 Fr. B6-6 (123.3 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-MS-II, eluent; MeOH : H2O = (28 : 72)] 

を用いて分離精製し, myricetin 3-O-β-D-glucopyranoside (22, 5.8 mg, 0.00014%) を単離した.  

 Fr. B6-7 (123.6 mg) を HPLC [column; COSMOSIL 5C18-MS-II, eluent; MeOH : H2O = (35 : 65)] 

を用いて分離精製し, quercetin 7-O-β-D-glucopyranoside (21, 10.8 mg, 0.00026%) を単離した.  

 

 

 

  



60 

 

第三節 第四項の実験 

 

移動相および標準品の調製 

 測定時の移動相として 30 : 70 = アセトニトリル (LC-MS grade) (富士フイルム和光純薬株

式会社) : 水を混合し, ギ酸 (LC-MS grade) (富士フイルム和光純薬株式会社) を用いて pH 3.0

に調製した. 作製した移動相を用いて luteolin を 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 および 0.05 μg/mL に, 

quercetin を 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 および 0.1 μg/mL に調製し, 0.45 μm フィルター (ナカライテ

スク株式会社) を用いて濾過した後, 標準品として使用した.  

 

 

サンプルの調製 

 Luteolinおよび quercetin含有量測定のために, 花部メタノール抽出エキス, 葉部メタノール

抽出エキスおよび枝部メタノール抽出エキスを, 測定時の移動相である 30%アセトニトリル

溶液 (pH 3.0) を用いて, luteolin 測定時は 0.005, 0.2, 0.2 mg/mL に, quercetin 測定時は 0.05, 8, 

0.5 mg/mL に調製し, 0.45 μm フィルターを用いて濾過した後, サンプル溶液として使用した.  

 

 

分析条件 

 各濃度に調製した luteolin, quercetin, 花部メタノール抽出エキス, 葉部メタノール抽出エキ

スおよび枝部メタノール抽出エキスは LC 測定条件および MS 測定条件に示す方法で測定し

た.  

 

LC 測定条件 

カラム YMC-Pack ODS-A (4.6 × 250 mm, i.d.) 

移動相 30 : 70 = CH3CN : H2O (pH 3.0) 

流速 1.0 mL/min 

検出波長 254 nm 

カラムオーブン温度 40 °C 

サンプル注入量 10 μL 

 

MS 測定条件：選択的イオン検出法 (SIM) 

サンプル Luteolin Quercetin 

測定イオン 285 [M-H]－ 301 [M-H]－ 

Nebulizer gas 3 L/min 

Drying gas 15 L/min 

Desolvation line (DL) 温度 250 °C 

Heat block (HB) 温度 400 °C 
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検量線 

 標準品として調製した各濃度の luteolin および quercetin から得られたピーク面積を基に検

量線を求めた.  

 

Luteolin の検量線 

平均検出時間 (min) 9.9 

検量線の回帰式 y = 3.70 × 107x -4.71 × 103 (R2 = 1.000) 

検出限界 (LOD) 0.001 μg/mL 

定量下限 (LOQ) 0.002 μg/mL 

 

Quercetin の検量線 

平均検出時間 (min) 10.1 

検量線の回帰式 y = 1.57 × 107x -3.07 × 103 (R2 = 1.000) 

検出限界 (LOD) 0.001 μg/mL 

定量下限 (LOQ) 0.004 μg/mL 

 

 

 

Polygoacetophenoside の定性分析条件 

 

カラム YMC-Pack ODS-A (4.6 × 250 mm, i.d.) 

移動相 15 : 85 = CH3CN : H2O 

流速 1.0 mL/min 

検出波長 283 nm 

サンプル濃度 15 mg/mL 

サンプル注入量 10 μL 
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第五節の実験 

 

real-time PCR 

 Collagen Type I coated Microplate 6 well (AGC テクノグラス株式会社) に PC12 細胞を 5.0 × 

105 cells/2 mL/well を播種し, 24 時間培養後, 被験物質および NGF (Rat beta-NGF Mab, 終濃度 

1 ng/mL, 50 ng/mL) (R&D SYSTEMS, Inc.) を添加した. さらに 48 時間培養後, Pure LinkTM RNA 

Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて総 RNA を抽出し, 260 および 280 nm の吸光度から

濃度と純度を測定した. 50 ng の RNA から Rever Tra Ace® qPCR RT Kit (東洋紡株式会社, 大阪) 

を用いて作成された cDNA に各プライマーと THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix (東洋紡株

式会社) を添加し, LightCycler® Nano (ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社, 東京) 内で

PCR 反応を行った. 変性 (95 °C, 2 分) 後, 次のサイクルを 40 サイクル行った. 変性 (95 °C, 

30 秒), アニーリング (58 °C, 30 秒), 伸長 (72 °C, 30 秒) 

 各々の遺伝子産物量は β-actin mRNA を指標とした相対量で評価を行った.  

 

 

Gene    Primer Sequence 

Ntrk1 Sense 5'-GTCTGGTGGGTCAGGGACTA-3' 

 Antisense 5'-GGGTTGCTTTCCATAGGTGA-3' 

Vav3 Sense 5'-CAACCTGAGACCCCAGATGT-3' 

 Antisense 5'-TCGGGATAGGCGAGATAATG-3' 

Rac1 Sense 5'-TCATCCTAGTGGGGACGAAG-3' 

 Antisense 5'-CAGCAGGCATTTTCTCTTCC-3' 

β-Actin Sense 5'-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3' 

  Antisense 5'-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3' 
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