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清宮寿桃丸の 抗酸化活性に関する研究
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ShngUjuto−gan，　which 　is　produced丘om 　Banto−gan　based　on　the血eoly 　of　tradidonal　Chnese

medicine ，　is　used 　fbr　eternal　youth，　longevity，
　nourishment 　and 　tonicity．　There　is

，
　however

，
　li杭le

evidence 　fbr　the　efficacy 　Qf　this　drug．　Therefbre，　we 　investigated　to　confmn 　its　activi 缸es．　Because

active 　oxygen 　is　greatly　involved　in　ag 血g，　we 　started 　to　investigate血e　antioxidant 　activity 　of

ShingUjuto−gan　and 　its　constituent　crude　drugs．［lhe　potential　ofantioxidant 　activity 　was 　evaluated 　by

the　DPPH 　radical　scaveng 血g　test，　s叩 eroxide 　radical 　scav   g血g　test　and 　NO 　production　mhibitory
test．　As　a　result ，　Shing吋uto−gan　showed 　antioxidant　activity 　j皿 all　tests，　and 　it　was 　suggested 　that

Lycium 　Fruit，　Bitter　Cardamon，　Malaytea　Scurfpea　Fruit　and 　Walnut　Seed　Coat　were 　responsible 　for
this　activitiy ．
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　　　　　　　　　　　 緒　言

　 現 代社 会は ス トレ ス 社 会 ともい われ、心 身 ともに 疲 れ、倦

怠感 や疲 労感 を感 じる こ と も多い 。 また、体調が悪 く検査 を

受 け るが、異 常が 見つ か らず、病 気 と診 断 され ない こ とが あ

る。こ の よ うな状態を東洋医学で は 「未病」 と称 し、東洋医

学的な観点か らの 診断 で症状 の 改善に
一
役買 っ てい る 。 また、

西 洋 医学で は 治療が困難な慢性 疾患 に つ い て も、そ の 対症 療

法として 東洋医学が活用され てい る。こ の よ うに東洋医学が

見直され、日本 で は 個々 の 患者の 証 に 合 わせ た 薬 物治 療 で あ

る漢方薬 をは じめ、近年 で は中成薬 も用い られ る よ うに な っ

て きた。

　中成薬は、中国 の 伝統 医学で ある 中医学の 理論 を元 に、伝

統的、経験的 に 昔か ら服用 され て き た医薬品で あ る が、科 学

的な検証 は少 ない。そ こ で、本研究では、中成薬の 効能に関

連 した生物 活性 を調 べ 、そ の 効果 を検証す るこ とを 目的 とし、

中成薬 で あ る清 宮寿 桃丸 を取 り上 げた。清 宮寿桃 丸 は 「蟠 桃

丸」 を基 に作 られ た製剤で あるが、「蟠桃丸」 は中国
・
清の 時

代に 乾隆帝が不 老長寿 ・補腎強精 ・滋養強壮の 秘薬 と し て 愛

用 され た と清宮医案集成に記 され て い る。中国 におい て は、

清宮寿桃 丸 は老化 によ る代謝機 能低 下や 内循環 失調 を改変 し、

老 化 の症状を 緩和調整 す る作用 が あ る製剤 と して 利用 され て

い る。口本にお い て は、（株）カ
ー

ヤが 中成薬の 処方 と構成 ・

分 量 が
一

部異 な るが 、生 薬 主薬保 健 薬 と して清宮寿桃丸 の 医

薬 品製造 販売 承 認 を取得 して お り、そ の 効能 ・効果 は虚弱 体

質、肉体疲労、病中病後、胃腸虚 弱、食欲不振、血 色不 良、

冷え 性の 場 合の 滋養強壮で あ る。そ こ で、
一
部構成処方 等は

異 な るが、日本 で 入手 で き る本製剤を用い て、老化 の 症状を

緩和調整する 作用に 着 目 し、実．験を行 っ た。
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一

般に 老化 に は、活性酸素が大きくか か わ っ て い る こ とが

知 られ てお り
1 ）、過剰 に発生 した 活 性酸 素は、細胞 に障害を

与え、臓器 へ の 障害、老化 の 促進な どさま ざまな疾病の 原 因

に な る こ とがわ か っ て い る
2 ）。我 々 は、本製 剤 の 老化 症 状 の

改善効果に は抗酸化作用が一
部関与す る と考え、清宮寿桃丸

が 抗酸化 作用 を有する もの と推測 し、清宮寿桃丸お よび 構成

生薬につ い て 、抗酸化 活性 を検討 した。

　　　　　　　　　　　嬲

1。実験材料

　清 宮寿 桃丸 は （株 ） カーヤか ら提 供 された。ま た構 成 生薬

で あ るジオ ウ、ク コ シ、ニ ン ジン 、ゴ シ ツ、ヤ クチ、テ ン モ

ン ドウ、ホ コ ツ シ、コ トウイは、清宮寿桃丸を製造する時に

使用 した原料生薬を用 い、同社よ り譲 り受けた。ただ し、ロ

ク ジ ン に 関 して は、製品 に使用 した U ク ジ ン が保管され て い

なか っ た た め、今回試料 と して 用 い て い ない 。

　清宮寿桃丸および各構成生薬は細切後、メタノ
ー

ル で 抽出

し、濾過 した 後 に濃縮お よ碑減圧 乾燥 して得た エ キス を各種

試 験 に用 い た。

　清宮寿桃丸は、各構成生薬の 粉末をハ チ ミツ で 固めた 丸剤

で 、その ま ま服用 する。今回の 実験に お い て は、丸剤 （もし

くはその 粉末〉をそ の まま用い る事がで きない こ とか ら、成

分 の 抽 出効率 を考 え メタ ノ
ール で 抽出を行い 、その エ キス を

試 験に 用 い た。

1工．DPPH ラジカル 消去活 性試験

　DPPH （1，1−Diphenyl−2−picrylhydrazyD は 比 較的安定な

ラ ジカ ル で ある。ラ ジカル 状態で 517  に吸収極大を有す る

DPPH が、試 料 に よっ て 還元 され る こ とに よ り、極 大付 近 に お

け る吸 光度 の 減 少 を捉 え抗酸化能を評価す る方 法で あ る
3・　 4）。

1 ．試薬

　DPPH は 、ナ カ ライ テ ス ク （株）か ら購入 した。

2 ．手順

　6000pg ／mL （コ トウイ に つ い て は 、600　pgfml．）に 調製 し

た試 料の エ タ ノ
ー

ル 溶液を 96 ウェ ル マ イ ク ロ プー
トに 100

μL添加 し、2倍 希釈法 で順 次希釈 後 、 200岬 に調製 した DPPH

の エ タノ
ー

ル 溶液 を 100　yLず つ 加 えた。これ を 25℃ で 30分

間イ ン キ ュ ベ ートし、550   の 吸光度をマ イ ク ロ プ レ
ートリ

ーダー （iMark，　 BIO　RAD）で 測定 した。各試料の DPP｝1ラジカ

ル 消去活性は次式で 算出した。

宇肖去 活 性　（％ ）　＝［（C　−　S ）　／ C ］　X　100

　C ： コ ン トロ
ー

ル 溶液の 吸光度

S ： 試料溶液の 吸光度

III，ス
ーパ ー

オ キシ ド消去 （SOD様）活性試験

　 ス
ー

パーオ キシ ドア ニ オ ン （02
−
）は活 性 酸素 の 1 種 で、体 内

にお い て エ ネル ギー産 生 の 際に絶えず発生 して い る
5 ｝。これ

は 実験的に 発 生 させ た 02
一
の 消去量 を測定 し抗酸化能 を評価

す る方法で あ る。

L 試薬

　測定 には、SOD 　Assay 　Kit −WST （DOJINDO ） を用 い た。こ の

Kit は、キ サンチ ン／キ サ ン チ ン オ キ シ ダ
ーゼ を 02

一
生成系 と し、

発 生 した 02
一
によ り生成す るWST−1ホル マ ザン の 吸光 度を測 定

す る。試料 によ る 02
一
消去活 腟を吸光度 の 減 少 と して 捉 え る も

の で ある。

2 ，手順

　DMSO とエ タ ノ
ー

ル で 調製 し た試料を 96 ウ ェ ル マ イ ク ロ ブ

ートに 20pL 添加 し、2倍希釈 法で 順次希釈後、　SOD　Assay

Kit−WST を使用 して測定を行っ た。試料の 終濃度は、　DPPH ラ

ジ カル 消去 活 駐試 験 と同 じで ある。そ して、各 試料 の 02
一
消去

活 駐は次式 で 算出 した。

消去活性 （％）＝

　　　　［（CX　−　CB　）　一　（SX　−　SB）　］　／　（CX　−　CB）　］　X　100

　CX ： コ ン トロ
ー

ル 溶液 の 吸光度 （酵 素入 り）

　CB： コ ン トロ
ー

ル 溶液 の 吸光度 （酵素な し）

　SX： 試料溶液の 吸光度 （酵 素入 り）

　SB ： 試 料溶液 の 吸光度 （酵 素 な し）

3 ．キ サン チ ン オ キシ ダ
ーゼ （XOD）阻害活性試験

　本試験 に おい て は、試 料 が XOD を阻 害す る事 に よ り 02
一
の 生

成が減少 し、見か け上 Oiが消 去 されて い る と判定 され る可能

性 があ る こ とか ら、試料 の XOD阻害活性を検討 した。方法は、

キサ ン チ ン と XOD が反応する際、定量 的に産生 され る尿 酸 の

量 を HPLCで測 定 し確 認 した。

　HPLC 測 定 には、吸光度 を測定す る 直 前 の試 料を用い た。

HPLC条件

　Col  ： CQsmosil　AR−II　sCIB （4．6   x150   ）

　Eluent： A； 0．2MNaClO4 　trace 　HC104，　B ； CH3CN

　　　　 A／B ： 100／0　→　95／5　（10min．）

　Detection： UV　260   （尿酸 の 吸収 極大 波長）

　 Flow　rate ：　1　mL／min

　試料 が 入 っ てい ない 時 の 尿酸の 量 を 100 ％と し、高濃度の

試 料 が入 っ て い る ウェ ル か ら測定を行い、80 ％以上 を示す ま

で 測定を行っ た。結果 には、80％以上 を示 した 時の 濃度 とそ

の 時の 尿酸生成率を示 した。
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Table 　l　Radical　scavenging 　activities 　of 　Shingujuto −gan　and 　constituting 　Crude 　Drug ＄ of 　Shingujuto−gan

Samples
清宮

寿桃丸
ジオ ウ クコ シ 　 　 ニ ンジ ン 　 　 ゴ シッ ヤクチ

テ ン モ
　 　 　 　 ホ コ ツシ　　コ トウイ
ンドウ

DPPH 　radicaI

SC50（mg ／mL ）
0．94 2．41 1．17 2．84 1．68 0．73 2．96 0．14 0．02

・02−radicaI

SC ，o （mg ／mL ）
0．6 0．29 0．15 ＞3 0．5 0．09 2．29 0．140 ．0059

，、廳1縣 、、
器 ・lll・ 瀦 ・1鯔 昌9・il

．一
・：1・1） （91為 ・勝

．
・騰

100

　 759

羣5。

萋

　 25

0

100

75

50

25

1　　　　2　　　　3 　（mglmL ）　　 0　　　 0．1　　　0．2　　　0．3 〔mgtmL 〕

　 Fig．1　Scavenging　activi 量ies　on 　DPPH 　radical

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ．．a”

1纛メ煮
　　   　 　 ．。．．．．．．．。 オ ウ妻 50
　 　 口

　 　 　 　 　 　 　
．．D．．．．クコシ

　 25
　 　 　 　 　 　 　

．．．．b −’”ヤクチ

　 　 　 　 　 　 　
r『．X．．．ホコツ シ

　 G

　 　 O　 　 　 　 1

100755D25

＋ 　 コトウイ

　 　 　 　 　 　 0

2　　　 3　〔mglmL ｝　　 O　　　 OI　　 O．2 　　　03 〔mg ／mL 〕

Ftg．2Scavenging 　activities 　on 　superoxide 　radical

IV．　 NO 産生抑制試験

　マ ウス マ ク ロ フ ァ
ージ細胞 で あ る RAW　264．7 細胞株 を用 い

て 、LPS （Lipop。lysac。haride）朿1」激 で 産生 す る NO の 量 を測

定 し、試料が NO の 産生 をどれくらい 抑制するか検討し、抗酸

化能を評価する方法で あ る。

1 ．細胞培養

　マ ウス マ ク ロ フ ァ
ージ細胞 RAW　264，7 株は、神戸薬科大学

医療薬学研
．
究室 よ り譲 り受け、10 ％牛胎児血清 （fetal 　bovine

serum ： FBS） と penicillin
−
streptomycin （100　unit ／皿 L） を

添加 した Dulbecco’sModified 　Eagle　Medium （D
−N・EM ）中、

37℃、5 ％CO2下 で培養 し、週に 2 回継代 を行い 、必 要 に 応 じ

て ア ッ セ イに用い た。

2 ．試 薬

　NO 量の 測 定 には、　NO
，
fNO

，
　Assay　Kit −C　II （DOJINDO）を用

い た。発生 した NOは NOzに変化 して 培地 中に溶解 す る こ とか

ら、こ の kitで NO2を Griess法 で 測 定す る こ とに よ り、間接

的に NO 量 を測定する こ とがで きる。また、細 胞毒性 試 験 には、

Cell　Counting　Kit−8 （DOJ工NDO）を用い た。

3 ．手 順

　2 × 105個の 細胞 を 96 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レートに播種 し、

37℃、5 ％ CO2イ ン キ ュ ベ ーターで 24 時間前培養 を行 っ た。

そ の 後、各 ウェ ル の 培 地 を 吸引除去 し、DMSO で 各濃度 に調 製

した試 料 を含む培 地 を加え、さらに 20分後に LPS を 10ng〆mL

に な る よ うに添加 し、同条件 下で、24時間イ ン キ ュ ベ ー
トし

た。培養後、細胞の 上 清を回 収 し、こ れ を NO測 定用 の 試 料 と

した tt また 、試料 の 細胞に 対す る 毒1生を確認 す るた めに、同

様の 手順で LPS まで 添加、24 時間培養後、Ce］1Counting　Kit−8

に て 細胞 毒性 を確認 し、試 料 が細胞増殖 に影響を与えて い な

い かチ ェ ッ ク を行 っ た。

　　　　　　　　　 結果お よび考察

1．DPPH ラジカル 消去 活性試験

　清 宮 寿桃 丸の メ タ ノ
ー

ル エ キ ス は 、SC
．
が 0，94　mg ／mL と中

程度の 消去 活性 が認 め られ た。構成生薬 の 中で は、ホ コ ツ シ

とコ トウイ に強い 活性 が認め られ、特 に コ トウイ は SC5
。
が

O．　02　mg ／mL と最 も強 い 活 性 を示 した。ク コ シ とヤ クチ に は清

宮寿桃丸と同程度 の 活 性 が認 め られ た が、その 他の 生 薬には

ほ とん ど活性 が認 め られ なか っ た。（Table 　1，　 Fig．1）

　DPPH ラジカ ル 消去活 ｝生は、タン ニ ン や フ ラボ ノイ ドな どフ

ェ ノ
ー

ル 性 ヒ ドロ キ シ 基を多く有す るポ リフ ェ ノ
ー

ル 類 に活

性 が 強い こ とが 知 られ，また ヒ ドロ キ シ基 の 結合位 置 も活性

に影響を与 える こ とが知 られ て い る
6）。今回、活陸を示 した

生薬 はフ ラボ ノ イ ドや タ ン ニ ン な どを含 ん で お り、とくに コ

トウイ は ポ リフ ェ ノ
ー

ル 類 を多く含む こ とか ら
7 〕、強 い 活性

を示 した もの と考え る．

（90）
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Fig．31nhibitory 　e 貿ect 　of　Shinguiuto ・gan　and 　constituting 　Crude 　drugs 　of

　　　 Shing 閥抑to−gan 　on 　NO 　production，　and 　cell　viability ．

II，ス ーパ ー
オキ シ ド消去 （SOD様）活性試験

　本試 験 に おい て も、清 宮寿桃 丸 の メ タ ノ
ール エ キス は、SC

，，

が 0．6mg ／mL と中程度の 消去活性 を示 した。構成生薬の 中で

は、ジオ ウ、ク コ シ、ヤ ク チ、ホ コ ツ シ お よび コ トウイ が、

清宮寿桃丸 よ りも強い 活 性 を示 し、特に コ トウイ は SCm が

0．0059mg ／mL と最 も強 い 活 性 を示 した 。
ゴ シ ツ は、清宮寿 桃

丸 と同程度の活性を示 した。一
方、尿酸の 生成率を見 る と、

ジオ ウとホ コ ツシで は、約 80％尿 酸を生成 してい る時の 試料

の 濃度 が SC
． 値の 濃度 よ り低 い また は 近 い こ とか ら、試 料 に

よ る XOD 阻害が本試験 に若干影響 を与 えて い て い る と考え ら

れた。ヤ クチ、クコ シ お よびコ トウイ に 関して は、XOD 阻害

はほ とん ど影 響 を与 え てい ない こ とが わか っ た。他 の 構 成 生

薬 につ い て は、ほ とん ど活 性 は認 め られ な かっ た 。 （Table　1，

Fig．　2）

　02
一
消去活性にお い て も、比 較的多くの 報告がある。DPPH ラ

ジカル 消去試 験 と合 わせ て 検討 して い る場合が多い が、両者

の 活性 は 必 ず し も相関す る もの で は な く
8 〕、今回 の 試験 に お

い て も、ジオ ウとゴ シ ツ は 02
一
消去試 験に お い て の み活性を示

した。

III，　 NO産生抑制試験

　 清宮 寿桃丸 の メ タ ノ
ール エ キス に は、濃度 依存 的 に NO の 産

生 抑制活性 が認め られ た。ク コ シ、ヤ クチ、コ トウイ につ い

て は 、80 ％以上 の 生存率を 示 す濃度で 、産 生抑制が
．
認 め られ

た。ニ ン ジ ン とホ コ ツ シ にお い て は、濃度依存的に産生抑制

が認 め られ た もの の 、細胞 毒性 も濃度依存的に認 め られた こ

とか ら、試料の NO産生 抑制を評価する こ とが で きなか っ た。

そ の 他 の 構成生薬 につ い ては、NO産 生抑制 は ほ とん ど認 め ら

れ なか っ た。ジオ ウ、ゴ シ ツ、テ ン モ ン ドウに お い て は、NO

産生 を促進す るよ うな結果を示 した が、これらの 生薬は、生

薬の 投与に よ り細胞増殖を促進する傾向が あ り、そ の 結果、

コ ン トロ
ー

ル と比較 して 細胞 の 数 が増 え たた め、NO の 産生 も

増えた と考える。（Fig．3）

　NO産生 抑制試験に お い て も、幾つ か の 報告が あ る。 そ の 内、

今回活性 を示 した 生薬 に つ い て は、す で に 活性 が報告 され て

お り、ヤ クチは 含有され るセ ス キ テ ル ペ ン に
9）、ホ コ ツ シ は

フ ラ ボ ノ イ ド類 に NO産 生 抑制 が あ る と され て い る
1 °）。
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　今回、DPPHラ ジカル 消 去活性、ス ーパ ーオ キシ ド消去活性

お よび NO産生抑制活陛を検討 した結果、清宮寿桃丸 は 3っ の

抗酸化試 験全て に お い て 活 性 を示 し、本 製剤 が 抗 酸化 活性 を

有する事が 示唆 され た。本製斉1」の 抗 老化 や循 環改 善効果 に は、

こ れ らの 抗 酸化作 用 が一部 寄 字して い る もの と考え られ る。

清宮寿桃丸を構成する生薬につ い て 同様の 試験を行 っ た とこ

ろ、ク コ シ、ヤ クチ、ホ コ ツ シ、コ トウイ は 各試験に お い て

活性を示 し、これ らの 生薬 が 、清 宮寿桃 丸の 抗 酸 化作用 を担

っ て い る と推 察 した。

　清宮寿桃丸を構成する生薬の うち、含有害1」合の 多い ジオ ウ、

ニ ン ジン 、ク コ シ な どは、滋養 ・強壮 薬 と して の さま ざま な

活性 が認 め られ て い る
ll 〕。こ の よ うな主 配合生薬に抗酸化作

用を有す る生薬を
一
緒に処 方する こ とで、主薬 の 作 用 をサ ポ

ー
トし、製剤 の 抗 老化や 循環改善効果に 寄与 して い る の で は

な い か と推測 して い る。今後は、抗酸化以 外の 活 Fkにつ い て

も検 討 して い く予定 で あ る。
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