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　Crude 　 drugs　 which 　 were 　 commonly 　 prescribed　in　 gastreenteric　 medicines 　 wele 　 tested　foτ

their　 effect 　 on 　various 　amylases ．　 Cassia　bark　and 　 clove 　powder 　strongly 　inhibited　amylase

activity ．　 The　extent　of　inhibitory　effect 　of 　cassia 　bark　on 　amylasc 　was 　f｛）und 　to　vary 　depend−
ing　on 　the　origins　of　amylases ．　 Activity　of 　amylase 　from　filamentous　fungus　was 　scarcely 　in−
bibited　whereas 　that　of 　amyiases 　from 　barley，　yeast　and 　Bacillus　subtitis　was 　 seriously 　inhibited，
The 　amylase 　inhibitor　contained 　in　those　crude 　drugs　was 　considered 　to　be　a　water −soluble 　sub −
stance 　with 　a 　molecular 　weight 　of 工，000−10，

000，
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　で ん ぷ ん 消化酵素 は，しば しば胃腸薬中に 健胃∫1三薬や 制酸剤 な ど と配合 され て 用 い られ ， 制酸剤 と の 配合 に よ る で

ん ぶ ん 消 化酵素 の 安 定性 に つ い て は 多 くの 報告が あ る，し か しな が ら ， 他の 共存成分，特 に 健胃生薬 の で ん ぷ ん 消化

酵素活性 に 対す る影響 に つ い て の 報告 は 少 な い ．こ の た め，処 方 設 計．L 弌，市 要 な 要 因 で あ る こ とか ら健胃生薬 の で ん

ぶ ん 消化酵素活性 に 対す る 影響 を 検討 し た．

　繁用 さ れ る 健胃生薬 の うち，ケ イ ヒ
，

チ ョ ウ ジ に 顕著な ア ミ ラ ーゼ 活性阻害効果が認め られ た．そ こ で ， 最も阻害

効果 の 大 きい ケ イ ヒ に つ い て 各種 ア ミ ラ ーゼ へ の 影響を調べ た とこ ろ，β一ア ミ ラ ーゼ 活性を 最 も阻 害す る こ とが 明 ら

か に な っ た が，そ の 阻 害効 果 は ，ア ミ ラーゼ の起源 に よ り異な っ て い る こ とが わ か っ た．こ の ケ イ ヒ 中の ア ミ ラ ーゼ

活性阻害作用物質は ， 水溶性物質で あ り， 水 ま た は O．IN 水酸化 ナ ト リ ウ ム 溶液で効率よ く抽出 され る分子ts　1，　OOO
〜10，000の 範囲に 分布す る 物質で あ っ た ．

　材料 お よび方法

　健胃生薬 生薬はすべ て 局方適合品で
一
ド記 （産地） に 示す．ケ イ ヒ （中国），チ ョ ウ ジ （ザ ン ジ バ ル ），ウ イ キ ョ ウ

（中国），ニク ズ ク （イ ン ドネ シ ア ），シ ュク シ ャ （タ イ）， リ ョ ウ キ ョ ウ （中国），セ ソ ブ リ （日本 ， 長野）．生薬 は 粉

砕 した の ち 100 メ ッ シ ュ （149　Ptm） で 篩過 した もの を用 い た．

　ア ミラーゼ剤　局方 ジ ア ス タ
ーゼ （from 　Barley； 岩 城 製 薬 ），ジ ア ス メ ン （from 　Baeillus　amylosolvens

； 大和化

成），
ビ オ ジ ア ス タ

ーゼ （from　ASpergillus　oryzae ； 天野製薬），α
一ア ミ ラ ーゼ （from　Baeillus　subtilis ； Sigma），

α
一
ア ミ ラー

ゼ （from　Pancreas； Merck），β一ア ミ ラ ーゼ （from 　Barley｝ Sigma），α
一

ア ミ ラーゼ （from　Filamentous
fungus ； Sigma ），ア ミ ラ

ー
ゼ （from　Yeast； Sigma ） を用 い た ，

　ア ミラーゼ活性測定　Somogyi −Nelson 法を準用 し た．乾燥可溶性 で ん ぷ ん （石津製薬）4．3g を 100　ml の 共栓
フ ラ ス コ に 入れ，こ れに 40°

の 温水 15ml を 加 え ， 振り混ぜな が ら熱湯 45　ml を加 え沸騰水 浴 中 で 30分間加 熱 した

の ち，55°に 冷却す る．こ の 糊状 の 液 に 0．02M リン 酸 ク エ ン 酸緩衝液 （pH 　5．2） 15　ml を 加え全量 100　ml とし た．

こ の 液 10　ml を 試験管に と リア ミ ラーゼ 剤を 入 れ，37
°

で 1時間振盪後，　 Somogyi −Nelson 法 に 従 っ て ア ミ ラーゼ 活

性 を 測定 し た ．な お，それぞれ の 酵素 に つ い て は，酵素活性値基質
一
濃度 が 直線関係に あ る よ うな酵素濃度を と り試験

（90 ）
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TABLE  I.Effect  of  Various Crude Drugs  on  Amylase Activity

Residual activity

Diastase

(%)

Biocliastase

NoneCassia

 bark
CloveFennelNutmegAmomum

 seed

AlpiniaSwertia
 herb

1002240918193921001005480938710095

 97

Diasmen

100

 365891

 78

 86
 95IOO

Crude drugs were  added  to the reaction  solution  at  a

2.0 mg/ml.
Each  value  represents  an  average  of  5 experiments.

concentration  of

t

  'N,1
  '

II

"l

Fig,1. Effect of  Cassia Bark  on  Amylase  Activity of  Diastase by

   Digestive Disk  Method

    Digested area  was  not  stained  by a iodine solution,

   Concentration of  cassia  bark in the  test solution.

    L Cassia bark was  not  added;  II, l,O mgfml;  IH, 2,O

   mglml;  IV, 5.0 mg/m].

TABLE  II.Relation  between Somogyi-Nelson  Method  and  Digestive Disk  Method

Concentration
of  Cassia bark

Jnhibitory ac.tiyity  (%)

     Somogyi-.N.elpgp.-m.ethgd ..
Diastase Biodiastase Diasmen

ControL1.0

 (mg/ml)
2,O (mg/ml)
5,O (mglmt)

o68.978.

 283,3

oO.
 76,917.

 8

o46.663.680.0

Digestiave..d. isk method

DiastaseBiocliastaseDiasmen

o39.
 649,O55.

 9

 o4.1

 6.0IO.2

o24.

 928,
 375.
 7

Centrol: Cassia bark was  not  added.

The value  of  digestiye disk method  was  calculated  by the foIlowing equation,

   Inhibitoryactivity=[(C-A)-(S-A)]/(C-A)
     C: diameter of  non-stained  area  of  control,

     A: diameter of  a  cup.

     S : diarneter of  non-stained  area  of  the tested sample.

The  value  of  digestive disk method  represents  an  average  of  10 experiments.

                                        (91)
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Fig．3

Effect　of 　Cassia　Bark　on 　Various　Crude　Amylases

O ，
Diastase　from　barley；

● ，
Biodiastase　from　Aspergitlus　oryzae ；

×
，
Diasmen 　from 　Baci’lus　am アlosolvens．

Fig．3．　Effect　of 　Cassia　Bar】（on 　Various　Purj且ed 　Amylases

　　　　△ ，Amylase　frorn　Filamentousfungus；
　　　　○ ，

Amylase 　from　Yeast；

　　　　● ，
α
一Amylase 　from 　BaciUus　subtilis；

　　　　 x ，α
一Amylase 　fmm 　Pancreas ；

　　　　▲ ，β一Amylase　from　Barley．

を 行 っ た．一
方 ， 各酵素に は 至適 pH 域が あ るが ，

　 pH を変えて測定す る こ とに よ る 生薬中 の 酵素活性 阻害物質 の 活

性変化を避け るた め ， 同
一 pH で 測定を行 っ た．な お ，用 い た pH 　5，2 は それぞ れ の 酵素の 至 適 pH 域 に あ る．

　カ ッ プ法による測定　岡崎ら の 方法
2）

に 準 じ て 行 っ た ．シ ャ
ーレ に ケ イ ヒ 末を 加 え た で ん ぷ ん 溶液 （寒天 1．5％）

10ml を 注入 し，凝固後，さらに 10　ml を重層し カ ッ プを 立 て る．凝固後 ， カ ッ プの 中に 酵素溶液 0．2ml を注入 す

る．37°

，24時間後， カ ヅ プを取 り去 り，水洗 し 0．lN ヨ
ード溶液を添加 し，未消化 の で ん ぷ ん を呈色させ て生 じた

無色の 消化円の 直径 を 測定す る ．

　結　　果

　1．　各種健胃生薬に よる ア ミラ
ーゼ 活性阻害効果

　胃腸薬中 で繁用 され る 健胃生薬 7 種を 選 び
， 局方 ジ ア ス タ ーゼ

，
ピ オ ジ ァ ス タ ーゼ

，
ジ ア ス メ γ の 3種 の ア ミ ラー

ゼ 剤を作用 させ た時の 酵素活性 を調 べ た，その 結果，TABLE 　I に 示す よ うに ，セ ソ ブ リ，シ ュ ク シ ャ で は ほ とん ど

酵素活性阻害効果 は 認 め られない が，ケ ィ ヒ ，チ ョ ウ ジ で は ，
ジ ァ ス タ ーゼ 活性 を そ れ ぞれ 78％，60％阻 害 した．こ

れ ら 3種 の 酵素 で は
， 酵素活性阻害の 程度に 差 は 認め られ るが傾向は 一致 して お り，また 各種生薬末添加 に よ る で ん

ぷ ん 溶液 の pH 変化，沈殿 な ど は 観察されなか っ た，そ こ で ，酵素活性阻害効果 の 最も大きか っ た ケ イ ヒ に つ い て 検

討を 加 え た．

　2．　力・
7 プ法による測定

　Somogyi−Nelson 法で は ， 生薬を添加 し た 際そ の 量 に 比例 して ブ ラ ン ク値 の 増加がみ られ る．こ れ は ， 生薬中の 還

元物質 の 存在な ど に よ る もの と考えられ る，そ こ で ，
So皿 ogyi −Nelson 法の 妥当性を 調べ る た め ， 生薬中の 物質の 影

響を除 外 で きる 岡崎 らの 消 化 円法 を 準用 し，Somogyi・Nelson 法 と の 比 較 を 行 っ た ．そ の 結果を Fig，1 お よ び

TABLE 　IIに 示す．　 Somogyi −Nelson 法 と消化 円法 とは よ い 相関性を 示 す こ とか ら ， 以後 の 実験に お い て も酵素活性

測定法と して Sornogyi・Nelson 法を用 い る こ とに し た．

　3．　各種酵素の ア ミラーゼ活性 に お よぼ す ケ イ ヒの 影響

　TABLE 　I に 示すよ うに 3種の ア ミ ラ ーゼ 剤 で，活性阻害効果 に 差異が認め られ た，こ の た め ， 各種酵素に 対す る

ケ イ ヒ 末の 活性阻害効果 を 調 ぺ た （Fig．2，　 Hg ．3），局方 ジ ア ス タ ーゼ ，ジ ア ス メ v は ， ケ イ ヒ 濃度 1．　O　mg ！ml で

（92 ）
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TABLE 　III． Inhibitory　Effects　of 　Each 　Fraction　Obtained　by　Distillation
，

6　hr，　of 　Cassia　Bark 　on 　Amylase 　Activity　of 　Diasmen

Fraction Inhibitory　activity 　（％）

ControlCassia
　Bark

Volatile　oiI

Residue

075

．08
，034
．5

　 Cassia　 bark 　 and 　 residue 　 were 　 added 　 to　 the　 reaction 　 solution 　 at 　 a

concentration 　of　2．O　m9 ！m1 ，

　Volatile　oil　corresponding 　to　20　mg 　of 　cassia 　bark　was 　added 　to　thc

reaction 　solution 　of 　lO　mL

TABLE　IV，　 Inhibitory　E歟 ts　on 　Amylase　Activity　orCassia 　Bark　Which　Was

　　　　　 Extracted　by　Various　Solvents　and 　Treated　with 　Sulfuric　Acid

Solvent
　　　 Inhibitory　activity　（％）

Diastase　　 Biodiastase　　 Diasmen

WaterO

，l　M 　Acetate　buffer（pH 　5．2）
EthanolEtherEthyl

　acetate

Chloroform
AcctoneO

．l　N 　NaOH
1，0NH2SO4e ）

85．477

．777

．107

，67

．661
．884
，116
．2

6
　

　

　

　

　

　

　

2

10000040 21．216
，423
．01

．10

．204

．336

．0

Powder 85．6 11．5 43．3

aj 　 Boiled　for　l　hr　in　 sulfuric 　acid ．

TABLE 　V． Inhibitory　Effects　ofEach 　Fraction　Obtaincd 　by

Dialysis　of　Cassia　Bark 　Aqueous 　Extract

　 　 Fraction
（Mo 】ecular 　weight ）

Inhibitory　activity　（％）

　　 10，000一　　　　　　　　　　　　　　　　工4．3

　　 3，500　− 　10，000　　　　　　　　　　　　　　　　　73，0

　 　 1，000 − 　　3，500　　　　　　　　　　　　　　61．3

　 　 　 　 0　
−

　　1，000　　　　　　　　　　　　　　　　　22，7

　2．O　ml 　 of 　 each 　fraction　 was 　 tested　 for　inhibitory　 activity

against 　diastase
，
　which 　contained 　the　extract 　corresponding 　to

20mg 　of 　cassia 　bark．

50％以 上 の 活性阻 害が認め られた の に 対 し，ビ オ ジ ア ス タ
ー

ゼ 酵素活性は ， わ ずか の 減少 に とどま っ た．また精製さ

れ た酵素で は，麦芽由来 の β
一

ア ミ ラ
ー

ゼ へ の 阻 害 が 顕 著 で あ り，α
一
ア ミ ラ

ーゼ が そ れ に 次 い だ こ れ らに 対し ， 糸

状菌由来 の ア ミ ラ ーゼ に 対 して は 活性阻害効果も小さ く ，
ケ イ ヒ 濃度 1，0mg ！m1 で も91％ の 活性 を 維持 して い た．

　4．　 ケイ匕 中 の 酵素活性阻害物質につ い て の 検討

　ケ イ ヒ 末 を局方生薬試験 の うち精油定量法に 従 い ，6 時間蒸留 し精油 と残濱 に 分け ，そ れ ぞれ の 酵素活性阻害効果

を 調べ た．TABLE 　IIIに 示す よ うに ， 阻害効果は，そ の 大部分が残渣 に 認め られ，ケ イ ア ル デ ヒ ドを含む精油に は 認

め られ な か っ た．

（93 ）
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Fig．4．　 Effect　of 　Gelatin　on 　Amylase 　Activity

　　　　●，Diastase　activity 　with 　gelatin；

　　　　Q ，Diastase　activity　without 　gelatin；

　　　　▲ ，Diasmen 　activity 　with 　gelatin ；

　　　　△，Dlasmen　activity　without 　gelatin．

　次 に ，各種溶媒 に よ る 抽出を試み た （TABLE 　IV），極性 の 弱い
r
有機溶媒 で は 阻害物質 は 抽出 され ず，水 お よ び 0．1N

水酸化ナ ト リ ウ ム 溶液で 最 も効率 よ く抽出 され た ．ま た ，塩基 に は 強い が，硫酸な どの 鉱酸 で 1時間煮沸 し処理す る

と酵素活 性 阻 害 効 果 は 認 め られ な くな る．

　 ケ イ ヒ 抽 出 物 （酢酸緩衝溶液） を透析膜，Spectrapor　 Membrane9 ．
で 〜慮過 し 各分子 量 に 大き く分 け た ．そ れ ぞ れ

の 酵素活性阻害効果を 調 べ た と こ ろ ，阻害作用 物質は 分子量 1，000〜10，　OOO の 範囲に 大部分分布し て い る こ とが 認 め

られ た （TABLE 　V ）．

　さ らに ， TEAE 一
セ ル 卩

一
ス ，セ フ ァ デ ッ ク ス G −50 な ど で こ の 酵素活性阻害物質 の 分離を 試み た が ， カ ラ ム 上 部

に 吸着 され 溶出は 困 難 で あ っ た．

考察お よび結論

　健胃生薬は ， 薬理 学的 な裏付け が 乏 し い もの が少な くな い ．そ こ で
， 健胃生薬 の 効果に つ い て の 検討の 一環と し て

ア ミ ラーゼ 活性阻害に つ い て 検討した．

　 そ の 結果 ，
ケ イ ヒ

，
チ ョ ウ ジ は ア ミ ラ ーゼ 活性 を著し く低下 させ る こ とが認め られ ，

セ ン ブ リ
，

ウ イ キ ョ ウ
，

リ ョ

ウ キ ョ ウ，シ ュ ク シ ャ ，ニ ク ズ ク に は 阻 害活性が な い こ とが明 らか に な っ た．また，各種 ア ミ ラーゼ に 対す る ケ イ ヒ

の 影響を み た と こ ろ ケ イ ヒ 中 の ア ミ ラ ーゼ 活性阻 害物質 は ，α
一

ア ミ ラ
ー

ゼ，β
一

ア ミ ラ ーゼ の 酵素反応機構 の 差 に よ る

もの で は な く， それ ら ア ミ ラ ーゼ の 起源 に よ る も の で あ る こ と が 明 ら か と な っ た．Fig．2 に お け る Aspergillus

oryzae 由来 の ビ オ ジ ア ス タ
ーゼ，お よび Fig，3 に 示 した Filamentous　fungus 由来 の ア ミ ラーゼ は ケ イ ヒ に よ る

酵素活性阻害 を ほ とん ど受けな い の に 対 し て ，Yeast，　 Bacillus　subtilis，　 Pancreas，　 Barley 由来の も の は ，
　 Bacitlus

amylosotvens 由来 の ジ ア ス メ ソ お よ び Barley 由来の 局方ジ ア ス ターゼ と同様に酵素活性阻害を 大 きく受け た．

　 ア ミ ラーゼ イ ン ヒ ビ タ ーの 存在 も多く報告
3，

さ れ て い る が ，
TABLE 　IIIに 示 した よ うに 6 時間蒸留後の 残渣 に 酵素

活性阻害効果 が 認め られ る こ とは ，ケ イ ヒ 中の 酵素活性阻害物質 は 蛋白 で ない こ とを強 く示 唆 して い る．こ の ケ イ 匕

中の 酵素活性阻害物質を検討中で あ る が，カ ラ ム ク ロ マ トで 分離 の 際，こ の 物質が 常 に 褐色 の 色素 とともに 挙動す る

こ と，酢酸鉛液 で 沈殿す る こ と，1，000−− 10，000 と い う幅広い 分 子量分布を 持 つ こ と な どか ら タ ン ニ ン 関 連物質で あ

る こ と も考え られ る．山崎 らは ，
ケ イ ヒ 中 の ブ 卩 テ ア ーゼ 活性阻害物質 に つ い て 報告

9 して い る．そ の 物質 は フ ォ リ

ン 反応陽性 で あ り，本実験 の ア ミ ラ
ーゼ 活性阻害物質と同

一
物質 で あ る 可 能性 も考え られ る．

　
一

方，ケ イ ヒ の ア ミ ラ
ーゼ 活性阻害作用 は ゼ ラ チ ン を加え る こ とに よ っ て 抑制 された ．Fig．4 で ボ す よ うに 反応溶

液あ る い は酵素溶液中に ゼ ラ チ ン を 添加 して お くと酵素活性 に 回復が認め られ た．こ れは，ケ イ ヒ 中 の 酵素活性 阻害

物質が ゼ ラ チ ソ と結合す る た め と考 え られ る，こ の 結果も酵素活性 阻．害物質が タ ン ニ ン で あ る可能性 を支持す る もの
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であるが ，
これ に関し て は現在検討中である，

　なお，一般の 胃腸薬中に 含まれ る ケ イ ヒ の 量 は 本実験 で用 い た 量 よ り も少な く，多くの 製剤 に お い て 無視 で き る も

の で あ る．しか しな が ら ， 本研究に よ り生薬配合の 胃腸薬に ア ミ ラーゼ 剤を配合す る場合 ， 処方設計上留意すべ き問

題点 と考え られ る，
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