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　生薬お よび 関連植 物 の 抗 コ ク シジウ ム 活性成 分 の 探索 （1）

ア ジサ イか ら の cis な らび に trans −febrifugineの 単離お よび

　　　　　　　　 抗コ クシ ジ ウム 活性に つ い て
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　Twentythree　 crude 　 drugs　and 　 related　 plants　 were 　 examined 　fbr　 their　 anticoccidial 　 activity

by　the　use 　of 　the　experlmental 　 coccidiosis 　in　chicken 、　 Tho 　activity 　was 　fbund　in　the　dry里eaves

and 　 calyxes 　of 　some 正lydrangeα plants ，　 As　the　 active 　components 　of 且 macrephyl ’α subsp ．

macroph ア11々 fbrma　macrophy 〃a，　febrifugines　were 　isolated　whlch 　have　been　known 　to 　be　con −

tained　in」Dichroa　febrifuga　and 　H ．　umbe 〃ata ．　 However，　although 　the　febrifugines　 in　the 　latter
two 　plants　were 　reported 　to　be　mainly 　trans，　in　the 且 macroph ア〃α plants ，　 cis−febrifugine　was

負）und 　to　be　a 　major 　component 　and 　the　trans−counterpart ，　a　minor 　component ．　 Furthermore ，
the　cis−isomer　showed 　no 　anticoccidial 　activity 　in　chicken 　even 　at　the 　concentration 　Ievel　 of 　25
times　the　effective　dose（3　ppm ，1万；100）of 　the 砌 刀5−isomer，

Keywords 一
耳ydrangea 　subsp ．　macroph ア〃々 　f（）rma 　 macreph アlta；　 cis一驚bri負1gine ；　 trans−

febrifugine；Eimeria；coccidiosis ：anticocc 至dial　activity

　鶏 の コ ク シ ジ ウ ム 病 は，Eimera 属 の 原虫 に よ っ て 起 る伝染 性 腸炎 で あ る．現在，本病の 予防に は お もに イ オ ノ フ

ォ ア ー系抗生物質
1・2】や halofuginone3 ）

カミ世界各国で 使用 され て い る．わ れ わ れ は，抗 コ ク シ ジ ウ ム 活性成分を探索

す る 目的で 主 に 抗菌，抗寄生虫お よ び整腸作用を有す る こ とが知 られ て い る生薬
4）

と関連植物23点 に つ い て 実験的鶏

コ ク シ ジ ウ ム 病 モ デ ル を用 い て 検討 した ．

　そ の 結果，
ユ キ ノ シ タ科 ア ジ サ イ 属 （Hydrangea ）植物に 活性が認め られ た．そ こ で ，

ア ジ サ イ に つ い て 活性成分

の 抽出分離を行 っ た と こ ろ ， 常山 （Dichroa　febrifuga）5） や ヤ ク シ マ ア ジ サ イ （Hydrangrea 　 umbeUata ）6
》

の 成分 と

して す で に 知 られ て い る febrifugine を 単離 した．本実験 に お い て は，緩和 な 条件下 で 単離操作を 行 っ た に もか か わ

らず，既報告 の 2 植物 の 場合 とは 異な り，cis・febrifugineが主成分 で あ り，　 trans−febrifugineが畠旺成分 で あ っ た．

そ こ で ， 常山 か らの febrifugineの 分離 にわれわ れ の 採用 した 方法 を用 い る と cis −febrifugineが主成分 として 検出

された，一
方 ， 今回単離 した cis−febrifugineは 既報 の 場合 と は 異 な り事実上 抗 コ ク シ ジ ウ ム 活性 は示 さ な か っ た ．

本報 に お い て は これ らの 研究の 過程 に つ い て 述べ る．
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材料および方法

　 1． 試験材料

　青蒿 （Artemisia　annua ），鷹爪 （Artabotrンs　hexapetalus），鴉 胆 予 （Brucea　fovanica），南爪子 （Cucurbita　moschat の，

白頭翁 （Gerbera　piloselloides），川棟皮 （Melia　toosendan）， 使君子 （9uisqualis　indiea）　 ex中国科学院昆明植物研究

所 Dr．　Sun　Han −dong よ り，朝鮮 人参 （Panax　ginseng ）は 韓国慶 北 大学校医 科大学 Dr ．　Donng 　Wik −Choi よ り分

与 され た．ニ ン ニ ク （Allium　sativum ），タ マ ネ ギ （Attium　cep の，黄耆 （AstragalUS　membranaceUS ）， ト ウ ガ ラ シ

（C αP3’C翩 annuum ）， 桂皮 （Cinnamoni 　ca ∬ 切 ，桔梗 （Platyeodon　grandifl ・rum ），セ ン ブ リ （3W8π∫α 加 ・ni砌 ），

阿仙薬 （Unearia　gambir ），生薑 （Z 癖g’6θ厂 oficinale ） は 日本粉末薬品株式会社 よ り，常 山 は小 城製薬株式会社 よ り

購 入 し た．ア ジ サ イ （fi
「
ydrangea 　macrophylla 　subsp ．　 macrophylta 　forma　macrephylla ），

ア ロ ェ （Atoe　arborescens ），

ア マ チ ャ ヅル （Gyneslemma 　pentaphyltum），ゼ ラ ニ ウ ム （Pelargonium　hortorum）， ス テ ビ ア （Steyiae　rebaudiana ）

は関東 で ，チ ャ （Camelia　sinensis）は 静 岡 県で 栽培 され て い た もの を ，そ れぞれ採集 し た．生薬原料お よ び採集新鮮

植物材料は 20〜22℃ の 空調室で よ く乾燥 し，細切 りに した の ち，ラ ィ カ イ 器で 微粉末 とし試験 に 供 した．

　2． 分析機器

　融 点 は 微 量 融 点測定 器 （柳本製作所）に よ り測定，未補正 値 で あ る．旋 光 度 は 日 本 分 光 DID −181 型 Digital

polarimeter，高分解能 マ ス （HR −MS ）ス ペ ク トル は 日本電子 JEOL 　JMS −01SG −2
， 赤外吸 収 （IR）ス ペ ク トル は島津

IR−435 型赤外分光光度計，紫外吸収 （UV ）ス ペ ク トル は 日立 323 型 自記分光光度計を 用 い て 測定 した．ク P マ トス

キ ャ ナ ーは島津 Dual−Wavelength　TLC 　Scanner　CS −930 を 用 い た．

　3・ 抗コ クシ ジ ウ ム 活性の 測定

　活性試験対象原虫に は ，
ニ ワ ト リの 盲腸 に 特異的に 寄生 す る Eimeria 　tenella 株を用 い た．使用動物は バ ブ コ ッ ク

系の 雄 ヒ ナ （6 〜7 日齢）で ，
E 　tenetta の オーシ ス トを 1羽当 り 1．OxlO4 個を強制経 口感染 させ た．各試験材料 は

ニ ワ トリ飼料 に 添加 し ， 感染 1 日前 よ り感染後 7 日間自由摂取法 に よ り投与 した． 1試験材料 の 活性試験 に ヒ ナ 3羽

を 供 した．活性の 評価 は 角 田，石 井
7）

の 方法に よ り感染 3 日後 よ り出 現す る 臨床所見 と感染 8 日後の 剖検所見 に 基 づ

き，病変 の 程度を 一〜＋ ＋ ＋ ＋ の 段階に グ レ ード付 け した．こ れ を 0〜8点の 指数 に 変換 し，ヒ ナ 3 羽 の 指数総和を

基に 次式 に よ り有効性 を求 め た ．有効率60％以 上 を 活性 あ り と判定 し た ．

有蠏 （IE）一
（感染対照群

鶚鸛憲鍔篝欝
数総和）xl °°

　 4・　 ア ジ サ イ か ら の抗コ クシ ジ ウム 活性成分 の分離

　Chart に 示 す よ うに ，ア ジ サ イ 花部乾燥粉末 （I　kg）を 80％ MeOH （3’）で 冷浸抽出 した．そ の 抽 出濃縮 エ キ ス

（1689）を各 種 有機溶 媒 で 分配 し ， 活性画分 の n−BuOH 移行部 （41　9 ） を 得た，こ の 画分 を H20 −MeOH 系溶媒

を 溶出液と し，HP −20 カ ラ ム ク 卩 マ トグ ラ フ ィ
ー

（Pharmacia 　Fine　Chemicals ； 内径 125　mm ，高さ 1300　mm ），

次 い で LH −20 ヵ ラ ム ク 卩 マ トグ ラ フ ィ
ー

（Pharmacia 　 Fine　Chemicals ； 内径 18mm ，高 さ 1300　mm ） に 付 し 活

性 分画 Fr．1（1．45g ） を 得た．さ ら に ，こ の 画分を 順次 HW −40 カ ラ ム ク P マ トグ ラ フ
ィ
ー （東洋曹達 ； 内径 125

mm
， 高さ 450　mm ），　 ClsODS 逆 相 中圧 カ ラ ム （山善； 内径 IOmm ，高 さ 300　mm ，1〜3 気圧）に 付 し，　 Fr．　1

（110．9mg ）お よび Fr．2（189．　6　mg ） を 得 た．活性画分 Fr．　2 は TLC 　Kieselge工60　 F254（Merck ； 厚 さ O．　25　mm

CHCIs 　：MeOH ：H20 ＝65 ： 38 ：6）上 ，　 Rf ； 0，29 お よ び Rf ； 0．440＝　Dragendorff試薬 に 陽性 の 二 っ の ス ポ ッ ト

を 示 した．Fr．2 を Kieselge160　F254（Merck ； 厚 さ O．　5　mm ）を 用 い た 分取 TLC （CHC13 ： MeOH ：且 20 ＝75 ：

25 ； 2，二 重 展開） に 付 し ，
Rf ； 0」 1 と Rf ； 0，16 の 二 つ の 主 バ ン ドを か き取 り，そ れぞれ氷冷下 0．1N −HCI で 抽

出 した．こ の 両抽出液をそれぞれ 20％ Na2CO3 で pH 　8．5〜9．　0 に 調節 し，　 CHCI
， で 3 回 抽出 した．　 CHCI3 抽出

液をそれぞれ飽和食塩水で 洗浄 し，KzCOs で 乾燥後減圧濃縮 し，無色粉末状の 結 晶 と し て HM −1（22．3mg ，　 Rf ；

O．16），
HM −2（70．　3　mg ，　

Rf ； （）．　11）を得た ．、　HM −1（trans−febrifugine）： mp 　139〜141°
， ［α コk3十 13。01°（c ＝・　O．　21

，

O．　1Macetate　buffer，　 pH 　
’4．5）．　 HR −MS 　 m ／z ［M ］

＋ 301，14263，　 Calcd　 for　Cl6HlgN303301．14277．　 IR （KBr ）

cm
−1

： 3280，3180，2920，2SOO，1718，1670，1615．　 HM −2（cis −febrifugine）： mp 　126〜128°．匚αコBs十 24．　37°

（c ＝ 0．30，

O．1Macetate　buffer，　 pH 　4．5）．　 HR −MS 栩 ／z ［M コ
＋ 301．14179．　 Calcd　 for　 C16HlgNsO3301．　14277．　 IR （KBr ）

cm
−1

： 3400
，
3050

，
2910

，
1685

，
　1610

，
1470．

　5．　常山 か らの febrifugineの 分離

　常山 500g を 80％ MeOH ，1．51 で
一

昼夜冷浸 2 回 繰 り返 した，その 抽出濃縮 エ キ ス （19．5g ）を ア ジサ イか ら
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〔22，3mg ｝
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ma しeriaLs 　in 　the 　feed
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G
＼

　　　 5

　　　 1Sa
　 NT4e
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コ

「　　　　 rN
．− CH23

ユ
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HO 〃・〃謬
1卩

3
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CH2 　2n

4
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−

NH
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彡
76KX

　　　 5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 4”

藁1み ／羃：：：ζP：：
　　　0胃冊一曽一一HO

2

Chart　2．

の 分離方法と同様に精製水 ，
AeOEt ，　 n −BuOH で分配した．　 n−BuOH 移行

・
部を順次 HP −20，　LH −20，　HW −40 カ ラ ム

ク ロ マ トグ ラ フ n 一に 付 し feburifugine 混合物 72　mg を得 た．こ の 物質を TLC 　Kieselgel　60　F254（Merck ； 厚 さ

0．25mm ，　 CHCI3 ： MeOH ：H20 ＝65 ： 38 ： 6）に 付 し ，
　 cis一お よ び trans−febrifugineの 比率を ク 卩 マ トス キ ャ ナ

ー

（254　nm ） で 求 め た．そ の 比率 は cis ： trans＝＝5 ： 1 で あ っ た．
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TABLE 　I．　Anticoccidial　Activities　of　Several召ンdran8・ea 　and 　Deutzia　Plants

Plants Parts in　FeedActlvities　 IE＊

H ．macrephyUa 　macrophy 〃a　forma

　macroph γtla

　（ア ジ サ イ）

Leaf 3　 　　 　 　 96．9
4　 　 　 　 　 99．0

5　　 　 　 100，0

Calyx　and 　Petal 34

「
5

92．799
．9100
．0

∬f．maerophy ’ta　subsp ．　maerophylta

　 forma　no 厂〃 iali∫

　（ガ ク ア ジ サ イ）

Leaf 3　 　 　 　 　 97．9

4　　 　　　 99．0
5　 　　 　 100，0

Calyx 　and 　Peta旦 34

．

5

64。579
，286

，8

∬．invotucrata

　（タ マ ア ジサ イ）

Leaf 4 98，4

H ．macrOP ノ）ytla　var ，　oamacha

　（ア マ チ ヤ ）

Leaf 35 98．8100
．0

1）．crenata

　（ウ ツ ギ）

Leaf 50　

1
0−21．3Done

＊＊

＊ Index　of 　e 伍 cacy ．　 ＊＊
全例死亡．

結 果

　 L 　生薬および 関連植物 の 抗 コ クシ ジ ウ ム 活性

　抗 コ ク シ ジ ウ ム 活性試験 に 供 した 23点 の 植物材料 の うち ， ア ジ サ イの み に活性が認め られ た，試験 に用 い た ア ジ サ

イの 部 位 は花部 （萼 お よ び 花）で ，10％飼料添加投与で ，E 獅 θ〃a の 感染 を完全 に 阻 止 し た．他の 試験材料 に は 感

染 阻 止 効果 お よ び 腸 炎 の 軽減効果 は 見 られ な か っ た．

　そ こ で ，
こ の ア ジ サ イ と他 の ア ジ サ イ属植物 （ガ ク ア ジ サ イ，ア マ チ ャ ，タ マ ア ジ サ イ ） お よ び こ れ と同科の ，ウ

ッ ギ （Deutzia　crenata ）に っ い て 活性比較試験 を 実施 した （TABLE 　I）．ア ジ サ イ属植物 の 葉部間 で は 活性 に 差異 は

な く 3％飼料添加投与で IE　96 以上 の 感染阻止効果 を 示 し た．また ，
ア ジ サ イ の 花部は 葉部 と同程度 の 活性を 示 し

た の に 対 し，ガ ク ア ジサ イ （H ・macrophylta 　 subsp ・　 macrophylla 　forma　 normaUis ）で は 花部 は葉部 よ り 弱 い 活性 を

示 した．ウ ッ ギ は E ．tenella の 感染阻止 効果お よ び腸 炎 の 軽減効果 を示 さず，む しろ 強い 毒性 の 発現 がみ られ た ．

　 2．　 ア ジサ イ からの 活性物質の 分離

　 ア ジ サ イ 花部 乾燥粉末 （1kg） の SOAe　 MeOH 抽出エキ ス の n −BuOH 移行部を Chart に 示す よ うに 抗 コ ク シ ジ

ウ ム 活性 を 指標 とし て HP −20，　LH −20，　HW −40 お よ び C180DS 逆相中圧 カ ラ ム カ ラ ム ク P マ トグ ラ フ ィ
ー

に 付した．

IE　90 以上を示 した 飼料添加濃度 は ，
　 MeOH 抽 出 エ キ ス で は 4

，
000　PPm で あ り，　 Ci，ODS 逆相中圧 カ ラ ム ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ
ー Fr．2 で は 70　ppm で あ っ た 、さ ら に こ の 画分 を 分取 TLC に 付 し HM −1 お よ び HM −2 を 得 た．前

者 は 3ppm 飼料添 加 で IE　100 の 活性 を し め し た が，後者 は 75　ppm で も活性 を 示 さ な か っ た．なお ，　 HM −1 と

HM −2 の 物理的恒数 と既報告
6）
の febrifugineの それ らとの 比較検討 に よ り，前者 は trans−febrifugine（1），後者は

cis−febrifugine（2） と同 定 され た ．　 cis −febrifugineの 立体化学 に 関す る 詳細 な検討 は 次報で 報告す る．

　3。　常山におけ る cis一と trans−febrifuginesの 含量比

　常山 か ら，80％ MeOH 冷浸，　 HP −20，　 HW −40 カ ラ ム ク ロ v ト グ ラ フ ィ
ーとい う緩和な条件下 で febrifugine混

合物を分離 した．分離され た febrifugineの cis，　trans の 比 を TLC ク ロ マ トス キ ャ ナーで 求め た とこ ろ．そ の 比は

5 ： 1 で あ っ た．

考察および結論

Koepfli5＞

らは ， 常山 の 主 成分 は febrifugine（trans 体） で あ り iso−febrifugine （eis 体） は 副 成 分 として 報告し
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て い る．また ，
Ablendi6 ）

らは ，
ヤ ク シ マ ァ ジサ イか ら febrifugine（trans 体） の みを得牝 と報告し て い る．それ ら

に 対 し，われわれの 場合は ア ジサ イ か ら主 成分 と し て cis−febrifugneが得られ ， 副成 分 は trans ・febrifugine で あ っ

た．彼 ら は 抽出に 際 し塩酸 の 存在あ る い は 非存在下 で ， 加熱還流を行 っ て い るの に 対 し，われわれ の 場合 は冷浸抽出

に よ る緩和な条件を採用 して い る．

　そ こ で ，常 山 に つ い て，わ れ わ れ の 抽 出，分離方法 を採用 し た と こ ろ Koephli らの 報告 とは 逆 に ，
　 cis 体 と trans

体 が 5 ： 1 の 比率で分離され た．し た が っ て Ablondi らが，ヤ ク シ マ ア ジ サ イか ら trans 体の み を得た の は，　trans

体 が cis 体 よ りは る か に 結晶性 が良か っ た た め で あろ うと考えられ る．そ れ ゆ え ア ジ サ イ属植物 お よび 常山の 主 成 分

は cis−febrifugine で あ り trans−febrifugine は 副成分 と 推定 され る．また，　cis 体 は trans 体 の 1／10 の 抗原虫活性を

有す る こ とが Barringer8） らに よ っ て 報告され てい る．しか し な が ら，わ れわ れ が単離 した cis 体 は trans体 の 25倍

濃度 の 投 与 で も抗 コ ク シ ジ ウ ム 活性 を ま っ た く示 さ な か っ た ．彼 らが活性試験 に 供 し た cis 体 に は 少量 の trans 体を

含む こ と が報告され て い る こ とか ら，その 抗 コ ク シ ジ ウム 活 性 は 混在す る trans体に よ る もの で あろ うと考えられ る．

ゆえに cis 体 の 抗 コ ク シ ジ ウ ム 活性 は きわ め て低い か ま っ た く活性を有しない もの と考えられ る．以上 の よ うに fe・

brifugine の cis 体 と trans 体 との 間で 抗原虫活性 に 大 きな違い が あ る こ と に 興味が もた れ る．両物質 の 物理的 ， 化

学的性質をさらに 検討すれば，構造と活性 と の 相関解明へ の 手掛 か りを 得 る こ とが で きる か もしれない．こ の 点 に つ

き現在研究を実施 し て い る．
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