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　Antiallergic　screening 　of　crude 　drugs　is　generaliy　performed　by　the 　rat 　passive　cutaneous

anaphylaxis 　test（PCA ）or　by　using 　rat 　peritoneal　mast 　cells．　 By　using 　the　established 　cell 　line，

rat　basephilic　leukemia　ceUs （RBL −2H3 ）we 　established 　a 　morc 　advantageous 　method 　for　the

screening 　of 　the　crude 　drugs　having　an 　antiallergic 　effect．　 Using　this　system ，　jn　this　paper，　we

examined 　the　inhibitory　e 価ects 　of 　the 　extracts 　of 　109　kinds　of 　crude 　drugs　on 　the β一hexosamini・

dase　release 　from 　RBL −2H3 　cells　stimulated 　with 　biotinyl　IgE−avidin 　complex ．　 The　watcr 　and

50％ methanol 　extracts 　of　15　crude 　drugs　inhibited　the β一hexosaminidase　release　and 　the　in．

hibitions　were 　dose　dependent．　 In　the 　case 　of　Aloe 　and 　Angelicae　Dahuricae 　Radix ，　the　water

extr＆cts　showed 　the　inhibitory　effect　on 　the β一hexosaminidase　release 　but　the 　50 ％ methanol

extracts 　did　not ．

　Keywords＿ antiallergic 　crudc 　drug；β一hexosaminidase ；rat　basophilic　leukemia　ceUs （RBL −

2H3 ）

　ア レ ル ギ ー反応 は 四つ の 型 に 分類 され ， そ の 中の 1 型 ア レ ル ギ
ー
反応 は 組 織 中 の 肥 満細胞 や 血 液細胞中の 好塩基球

の 細胞膜 上 に あ る Fc ε リセ プ タ
ー

に IgE 抗体が 結合 し，そ の 2分子の 抗体を抗原で架橋さ れ る こ とに よ り，脱顆粒

現象が 生 じて酵素や ヒ ス タ ミ ソ ，セ ロ ト ニ ソ の 化学伝達物質が細胞外へ 遊離す る，こ れらの 物質に よ り気管支喘息

ア レ ル ギー
性鼻炎等 の ア レ ル ギ ー

疾患が発症す る と考 えられて い る．

　従来 ， 抗 ア レ ル ギ ー
作用 の ス ク リ

ー
ニ ソ グは PCA 反応や実験動物 よ り分離 した 肥 満細胞 を実験材料 と し て 実施 さ

れ て い る
1）．

　わ れわ れ は 1 型 ア レ ル ギー
反応 に 関与す る正常好塩 基球 や 肥 満細胞 と同様な機能をも っ た ラ ッ ト好塩基球白血 病細

胞 （RBL −2H3 細胞）
2・3｝を 用 い て，ピ オ チ ン 化 マ ウ ス 抗 DNP 　IgE 抗体 （biotinyl　lgE ） と ア ビ ジ v （avidin ）の 複

合体 の 刺激に よ り遊離す る β一hexosarninidase を 指漂 に して 抗 ア レ ル ギ ー作用 の ス ク リ
ーニ ソ グ を 実施 し た ．

　こ の ス グ リーニ ソ グ方法 に よ り，抗 ア レ ル ギ ー薬と して 知 られ る フ マ ル 酸 ケ トチ フ ェソ
4 ）が β一hexosaminidaseの

遊離を抑制 した の で ，生薬 の 水 抽 出液 と 50％ メ タ ノ
ール 抽出液に お け る抗 ア レ ル ギ ー作用 を検討した ．

　一
般 に ，麻黄 ， 桂皮，牡丹皮は 抗 ア レ ル ギー作用 の あ る 生 薬 と して 知 られ，わ れわ れ も同様な 結果 を得た．今回，

こ れ ら の 生薬以外 に 新た な 抗ア レ ル ギ ー
作用 の あ る生薬が見 られた の で 報告す る ，

実験材料およ び 方法

1． 生　　薬

実験に 用 い た 生薬 は 以下 の 109 種類 で あ り，三 国株式会社 よ り購 入 し た．
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　 ア セ ン ヤ ク，ア マ チ ャ ，ア ロ エ ，ア ソ ソ ッ
コ ウ ， ウイ キ ョ ウ， ウ コ ン

， ウ ワ ウ ル シ
、

エ イ ジ ッ ，
エ ン ゴ サ ク

， オ ウ

ギ，オ ウ ゴ ソ ，オ ウパ ク，オ ウ セ イ，オ ウ レ ン ，ガ ジ ュツ ，カ ッ
コ ン ，カ ノ コ ソ ウ，カ P コ ン

， カ ソ ゾ ウ ， キ サ サ ゲ，

キ ジ ツ ，キ ョ ウ ニ ン ，ク ジ ン ，ケ イ ガ イ，ケ イ ヒ ，ケ ツ メ イ シ ，ケ ソ ゴ シ ，ゲ ン チ ア ナ ，ゲ ソ ノ シ ョ ウ コ
、

コ ウ カ ，

コ ウ ジ ソ
，

コ ウ ボ ク ，
ゴ シ ツ

，
ゴ バ イ シ

，
ゴ ボ ウシ

，
コ ロ ン ボ ，

コ ソ ズ ラ ソ ゴ
， サ イ コ ，サ イ シ ン ，サ ン キ ラ イ ， サ

ン シ シ ，サ ン シ ュ ユ ，サ ン シ ョ ウ，サ ン ヤ ク，ジ オ ウ，ジ ギ タ リ ス ，シ コ ソ ，シ ャ ク ヤ ク，シ ャ ゼ ソ シ ，シ ャ ゼ ソ ソ

ウ
，

ジ ュウ ヤ ク
，

シ ＝ク シ ャ ，
シ ョ ウキ ョ ウ ，

シ ョ ウズ ク
，

シ ョ ウ マ
，

セ ン キ ュ ウ，セ γ コ ツ ，セ ン ナ ，
セ ン ブ リ ，

ソ ウ ジ ュ ツ ，
ソ ウ ハ ク ヒ ，ソ ヨ ウ，ダイ オ ウ，タ イ ソ ウ，タ ソ ジ ソ ，チ ク セ ツ ニ ン ジ ソ ，チ モ ，チ ョ ウジ，チ ョ レ イ，

チ ン コ ウ ， チ ン ピ，デ ソ サ ソ シ チ ， トウ ガ ラ シ ， ト ウ キ， ト ウ ニ ソ ， ト ウ ヒ ， ト コ ン ， トシ シ ， ド ッ カ ツ， ニ ガ キ ，
ニク ズ ク

，
；ク ジ ュ ヨ ウ ，

ニン ジ ン ，パ ク モ ン ド ウ，ハ’
マ ボ ウ フ ウ，ハン ゲ，ハン ピ，ビ ャ ク シ ，ビ ャ ク ジ a ツ ，ビ

ン ロ ウ ジ，ブ ク リ ョ ウ，ホ ミ カ，ホ ウ ブ シ ，ボ ウ イ，ボ ウ コ ソ ，ボ ウ フ ウ，ボ タ ン ピ，ボ レ イ，マ オ ウ，マ ク リ，モ

ク ツ ウ，モ ッ コ ウ，ヤ ク チ ，ヨ ク イ ニ ソ ， リ ュウ コ ツ
，

リ ュウ タ ソ
， リ ョ ウキ ョ ウ，

レ ン ギ ョ ウ
，

卩 ジ ン

　2． 生薬抽出液 の調整

　切 断お よ び 粉末生薬 5g を 蒸留水 100　m1 で
一

昼夜浸漬後，水溶中 100℃ で 1時間抽 出 し た ．こ れ を 4
，
000　rpm で

5 分間遠 心 分離後，そ の 上 澄 に 蒸留水 を 加 えて IOO　ml と し，　 millipore 　filter（pore　size： 0，45μm ）で 濾過 し て 水

抽出液とした．

　 50％ メ タ ノ ール 抽出液 は 同様に 50％ メ タ ノ
ール で 水溶中 90℃ に お い て 1時 間 還流抽出 した．こ れ を 5A 濾紙 （東

洋）で 濾過後 ， 50％ メ タ ノ ール で 100　ml とし ，　 Ekicrodisc　25CR （pore　size ： 0，45μm ）で濾過 して調整 した．

　 生薬 109種類中 オ ウセ イ ， カ ロ コ ン ， キ サ サ ゲ，キ ジ ツ ，キ ョ ウ ⊇ ン ， コ ウ ジ ン ， コ ソ ズ ラ ン ゴ ，ソ ウハク ヒ ，タ

イ ソ ウ ，ビ ソ 卩 ウ ジ，ホ ウ ブ シ ，P ヨ ウ キ ョ ウ の 12種類 は 切断生 薬を 用 い ，以 外 は 粉 末 生 薬 を 試料調 整 に 用 い た ．

　 3。 抗 ア レル ギ
ー

薬 の調整

　 フ マ ル 酸 ケ トチ フ ェ ン は ア レ ル ギー性疾患治療薬と して 知 られて い る．こ の Ketotifen　fumarate　salt （Sigma 製）

は 蒸 留 水 で 3mM 溶液 と し ，　 millipore 　filter（pore　size： 0．45 μm ） で 濾過 し て調整 した，

　 4．　 ラ ・7 ト好塩基球白血病細胞 （RBL ・2H3 細胞）

　 RBL −2H3 細胞 は Wistar 系 ラ ッ トに β一chloroethyla 皿 ine を投与 して 作成 さ れ た Rat　basophilic　Ieukemia 細

胞 （RBL 細胞 ）
5 ）

群中 ク ロ ーニ ン グ に よ り得 られた 細胞
6〕

で あ る．　 RBL −2H3 細胞 は RPMI −1640培 地 （Sigma 製）

に 3％ Fetal　calf 　 serum （HyClono 製 ） お よ び 0．2％ Bovine　serum 　albumin 　Fraction　V （生 化 学 工 業製） を 含

む 培養液中 37℃
，
5％ CO2 で 培養 した，

　 5．　 ビオ チ ン 化マ ウ ス 抗 DNP 　lgE 抗 体 の 調整

　 ハ イ ブ リ ドーマ か ら得て 単離精製 した マ ウ ス 抗 DNP 　 IgE 抗体
7） 4．　0　mg に 6倍 モ ル 濃度の NHS −LGBiotin

（Pierce 製） 4．7mg を 0．1MNaHCO3 溶液中に て 室温で 1時間反応 させ た．こ の 反応生成 物 を Superose　 12

Column を 用 い た FPLC （Fast　Protein　Liquid　Chromatography）で 精製し ，
ビ ォ チ ン 化 マ ウス 抗 DNP 　IgE 抗

体 と した．

　 6．RBL2H3 細胞の 刺 激 量

　 RBL −2H3 細胞か ら β一hexosaminidaseを遊離s）させ る刺激 は ビ オ チ ン 化 マ ウ ス 抗 DNP 　IgE 抗体 とア ビ ジ ソ

（Sigma 製） の 複合体を 用 い た．

　 Fig ．1 は 反 応 混 合 液 1m1 中 3 ： 1の 比 率の ビ オ チ ン 化 マ ウス 抗 DNP 　IgE 抗体 とア ビ ジ ソ 量 が最大 の β一hexosa・

minidase 遊離率を 示 し，　 Fig．2 に ビ オ チ ソ 化 マ ウス 抗 DNP 　IgE 抗体 とア ビ ジ ン の 複合体 の 用 量反応曲線を示 し た．

以 上の こ とか ら，反応混合液中の 刺激量 は ビ オ チ ソ 化 マ ウ ス 抗 DNP 　IgE 抗体 （3 μg／ml ） と ア ビ ジ ソ （1μg／ml ）

と した．

　 7． 抗 ア レ ル ギー作用 の ス クリー
ニ ン グ方法

　 RBL −2H3 細胞 （5　x　IO5個 ） を 48　Well （Costar 製）中培養液 と ともに 37℃ ，5％ CO2 イ ン キ ュベ ータ ーで 24

時間 培養 した ．培養後各 well 中の 培養液を 吸引除去 し ，
　 R．eleasing 　medium で 2 回 洗浄 した．各 Well に反応混

合液 250 μ1 を 加え，37℃ で 1時間反応後， 細胞外液 100μ1 を 分取 し た ．次 に，0．2％ Triton　X −100 を 各 Well

に 250 μ1 加え ， 10分後に 細胞溶解液 （細胞内液） 100μ1 を分取 した．細胞外液 （A ）お よ び 内液 （B ）中の β一he・

xosaminidase9
）

活性を 測定 した．

　 酵素活性 の 測定 は 基質溶液 400μ1 を加 え て 37℃ で 30分 間 反 応 させ た．反応後 ， 反応停止液 1ml を加 え生成 し

た p−nitrophenol を 0 ．　D ．405nm で 測定 し，β一hexosaminidase の Net ％ releaSe を 次式に よ り求め た．ス ク リー＝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（26 ）
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Fjg，2．　 Dose　Dependent　Curve　of 　the β
・Hexosamini −

　　　　dase　Release　from 　RBL −2H3 　Cells　by　Biotinyl

　　　　IgE−Avidin　Complex

ン グは 試料 の duplicateで実施 した．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 A
　　　　　Net ％ release 　of β

一hexosaminidase ＝　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 × 100
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 A 十 B

　Relative％ release は 対照の Net ％ release （＝ 100）に 対す る遊離率で あり，
　 Relative ％ relcase が 50％以下

を抗 ア レ ル ギ ー
作用 の あ る生薬と した．

　生存率は Trypan　blue　dye 　exclusion 法
10 〕

に よ り行 っ た．

　8．　 基質 と反応液組成

　基質 は p−nitrophenyl −2−acetamido −2−deoxy 一β一D ・glucopyranoside （半井化学）を 50　mM ク エ ソ サ γ 緩衝液 （pH

4，5）で 5mM 溶液 とした ，　 Releasing　medium の 組成 は （116．9mM 　NaC1
，
5。4mM 　KCI，　 O・8mM 　MgSO4 ，

5・6

mM 　D −Glucose ，25　mM 　HEPES ，2．　O　mM 　CaCl2 ・2H20 ，　I　mg ／ml 　BSA ，　pH 　7．7）で あ り，反 応混合液 は ビ オ チ ン 化

マ ウス 抗 DNP 　IgE 抗体 （3μg／皿 1） と ア ビ ジ ソ （1 μg／ml ）に 3mM 　Ketotifen　fumarate　salt 　100μ1，生薬 の 水

抽出液 100 μ1 ま た は ，50％ メ タ ノ
ール 抽出 液 10 μ1 を そ れ ぞれ 加 え，Rcleasing　medjum で 全量 1ml と した。反

応停止液は 0．2M グ リ シ ン 緩衝液 （pH 　10．7） を用 い た ，

実　験　結　果

　 1．RBL −2H3 細胞か らの β・hexosaminidase 遊離に 及ぼす メ タ ノ
ー

ルの 影響

　 メ タ ノ
ール 抽出液 の 抗 ア レ ル ギ ー

作用 を ス ク リーニ ン グ す る た め に ，RBL −2H3 細胞 と β一hexosaminidase 遊離 に

お よ ぼす メ タ ノ ール の 影響 を 検討 した．Fig．3 に 示 した メ タ ノ
ール 濃度は反応混合液 lm1 中の 濃度 で ， 検討 に 用 い

た 液量ほ 10μ】で ある ，O．　5％ メ タ ノ ール に よ る β一hexosaminidase 遊離の Relative ％ release は 87．　8Ye5で あ り，

RBL −2H3 細胞 の 生存率 に 影響を お よ ぼ さな か っ た ．

　 以上の こ とか ら，生薬は 50％ メ タ ノ
ー

ル で抽出 を行い ，ス ク リー＝ソ グ に は その 抽出液 10μ1 を用 い た，

　2．RBL ・2H3 細胞か らの β・hexosaminidase遊離 に及ぼす pH の 影 響

　反応混合液 の pH に よ る β一hexosaminidase遊離 に お よぼ す影響を 検討す るた め に，　 Releasing 　 medium の pH

調整 は 1NHC1 ま た は 1NNaOH で 行っ た ，各 pH の 反応混合液 に よ る β一hexosaminidase遊離率 は pH 　7．7

で最大値を 示 した が，酸性や ア ル カ リ性 で は そ の 低下が 認 め られ た （Fig．　4），これ は 細胞膜へ の 刺激複合体 の 結合阻

害に よ る と考 え られ る．

　3． 抗 ア レ ル ギー
薬 と抗 ア レル ギー作用 を示 した生薬

　抗 ア レ ル ギー
薬 と して 知 られ る Ketotifen　fumarate　salt と109種類生薬中15種類 の 多 くは 水抽出液 ， 50％ メ タ ノ

ール 抽出液両者 に Relative％　release カ；50Ae以下 の β一hexosaminjdase 遊離を抑制 し，抗 ア レ ル ギ ー
作用 が 見 られ

た 　（TABLE 　I）．

　ア 卩 工 と ビ ャ ク シ は 水抽出液に そ の 作用 が 見 られた ．こ れらの 抽出溶媒に よ る抑制効果 の 相違 は 生薬中の 有効成分

の 極性 に よ る 相違 と考 え られ る．

　 ス ク リ
ーニソ グを実施 した 3mM 　Ketotifen　fumarate　saIt や 生薬抽出液を 含 む反応混合液 は pH の 変化，　 RBL −

2H3 細胞 の 生存率 に 影響を お よぼ さ な か っ た．

（27 ）
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TABLE 　I，Inhibitory　Effect　of 　the　Crude　Drug　Extracts　on 　the

β
一Hexosaminidase 　Release　from　RBL −2H3 　Cells

Chemical 　and 　crude 　drugs
RLe亘atiVe　％ ReleaSe

H20 　Extracts 50％　MeOH 　Extracts

1（etotifen 　furr旧 rate 　 salt

Gambir （ア セ ン ヤ ク ）

Aloe （ア ロ エ ）

Uvae　Ursi　Fo】ium （ウ ワ ウル シ ）
Cinna皿 omi 　Cortex （ケ イ ヒ ）

Geranii　Herba （ゲ ン ノ シ ョ ウ コ ）

Corni　Fructus （サ ソ シ ＝ ユ ）

Rhei　Rhizoma （ダ ィ ォ ゥ）

Caryophylli　F】os （チ ョ ウ ジ）

Arccae　Semen （ビ ン ロ ウ ジ）

Angelicae　Dahuricae 　Radix （ビ ャ ク シ ）

Moutan　Cortex （ボ タ ン ピ）
Ephedrae　Herba （マ ォ ゥ ）

Saussureae　Radix （モ ッ コ ウ ）
Alpiniae　Fructus （ヤ ク チ ）

Alpiniae　O 岱 cinari 　Rhizoma （リョ ウキ n ウ）

25．1＊

20．03

，435

．812

．127

．523

，911

．416

．92

．518

．48

．78
．638
，514

．95

，1

16．475

．9

　 8，9

　 6．543

．021

．7
　 9．2

　 7，3

　4．8102

．9

　5．6
　 4．240

。125

．519
．4

＊ Ketotifen　fumarate　salt 　was 　dissolved　in　H20 　at　a　concentration 　of 　3　mM 　 and 　applicd 　to　the

　assay ．　 Each 　values 　represents 　the　mean 　of　the　duplicate　in　two 　separate 　experiments ．

　4． 抗ア レル ギー
作用 を示 した生薬 の 希釈率に よる Dose　dependentの比較検討

　抗 ア レ ル ギ ー
作用 の 見 られた 生薬 の 水抽出液と50％e 　／ タ ノ ール 抽出液 に お け る dose　dependentの 比較検討を 行 う

た め に ，反応混合液中の 各 抽 出 液量 を 10 μ1 と した．各 生 薬 は dose　dependent が見られ ， 50％メ タ ノ
ール 抽出液

は 水 抽 出液 よ り抗 ア レ ル ギ ー
作用が大 で あ っ た．そ の な か で ビ ャ ク シ の dose　dependent は 水抽出液 に 見 ら れ た

（Fig．5）．

考 察

　
一般 に ，細胞 を用 い た 抗 ア レ ル ギー

作用 の 検討 は Compound 　48f80 や カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア A23178 等の 化学

物質に よ る 刺激方法 に よ り実施 さ れ て い る が ，
マ ウス 抗 DNP 　IgE 抗体 を 用 い た 方法 は 生体内で 生 じ る反応様式と

類似 し て い る．

　ス ク リ
ーニ ン グ を 実施 した 生薬中， 15種類 の 多 くの 生薬 は 水抽出液と50％メ タ ノ

ー
ル 抽出液両者 に抗 ア レ ル ギ ー

作

（28 ）
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用が認め られた ，そ の 作用 は 50％ メ タ ノ ール 抽 出 液に 強 く見 られ た ，また ．β一hexosaminidase遊離抑制作用 は dose

dependentが見られ た．

　 ア 卩 工 と ビ ャ ク シ は 水 抽出液に 抗 ア レ ル ギー
作用 が 見 られ，こ れ らの 生薬 の 有効成分 は 極性の 大きい 成分で ある と

考 え られ る．

　植物界 に広 く分布す る フ ラ ボ ン 成分は 抗 ア レ ル ギー
作用が 報告

「1＞され て い る．今回，抗 ア レ ル ギ ー作用 が報告
12・13）

され て い る フ ラ ボ ノ イ ド baicalinを 含む オ ウ ゴ ン と g】ycyrrhizin を 含む カ ソ ゾ ウ は 抗 ア レ ル ギ ー
作用 が 見 られ な

か っ た．しか し，新 た に ア ロ エ ，ビ ャ ク シ ，ウ ワ ウ ル シ 等の 生薬に 抗 ア レ ル ギ ー
作用 が 見 られ た，

　抗 ア レ ル ギ ー作用 の ス ク リーニ ン グ方法と して ， 腫瘍細胞で ある RBL −2H3 細胞 を 用 い る利点 は こ の 細胞 が 正 常細

胞 と同 様 に さ ま ざ ま な 刺激 に 対 し て ， β一hexosaminidase，ヒ ス タ ミソ ，一ヒ ロ ト ニ ソ を 遊離す る こ と ， 樹立 細胞系の 細

胞 で あ り，繁雑 な細胞調整 の 必要 が な く， 迅速 に 抗 ア レ ル ギ ー
作用 が ス ク リ

ー
ニ ン グ 可 能で あ る こ と，PCA 反応等

を抑制す る 抗 ア レ ル ギー
薬

4） が こ の 方法 に お け る β一hexosaminidase 遊離 を抑制す る こ と で あ る．そ し て ， 抗 ア レ ル

ギ ー
作用 が 見 られた 生薬 の 脱顆粒抑制に 関す る細胞 内酵素に 与 え る薬理 学的作用機構の 解 明が 可能で ある．
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