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　The 　effects 　of 　a　green 　leaf　extract 　froln　Cinkgo　 bi！oろa　L．　on 　the　autonomic 　nervous 　systern 　were

examined 　by　using 加 vivo 　rnicrodialysis 　and 　high　performance　liquidchrQmatQgraphy　equipped 　with

arl　 e ［ectrochernical 　detector　to　 Ineasure 　the　 extracellular 　levels（エf　 catecholarnines 　in　 rats ．　 The
animals 　were 　anesthctized 　with 　sodium 　pentobarbita1 （50　mg ／kg ，ゆ．） and 　the　thigh　 was 　shaved ．
The 　rnicrodialysis 　probe　was 　inserted　intracutaneously　into　the　rat 　thigh 　through 　the　insertion　hole
made 　by　a　19G　needle ．　 During　the　infusion　of 　Ringer’s　solution 　at　a　rate 　of 　3 μ レmin ，　the　extrace1 ．

1ular！evels 　 of　 3−rnethoxy ．4−hydroxyphenyl 　 glycol 〔MHPG ） were 　 rnonitored （20．min 　 collection

period ！．　 KCI　added 　to　the　perfusion　fluid　at 　a　concentration 　of 　lOO　mNI 　increased　the　extracellular

MHPG 　leVelS　tO　abOUt 　1，9−fOld，　WhereaS 　tetrOdOtOXin （50 μ M ）added 　tO　the　perfUSiOn 　fiUid，　redUCed
the　 extracellular 　 MIIPG 　 Ievels．　 These 丘ndings 　 indicate　 that　 the　 extracellular 　 MIIPG 　 levels

recorded 　by　this　 method 　are 　derived　predolninantly　froln　peripheral　 neuronal 　 sources ．　 A 　green
leaf　extract 　from　Ginkgoろi！oba 　L．　added 　to　the　perfusion 伽 id　increased　the　extracellular 　MHPG
levels　to　L7 　tirnes　the　contrQI 　IeveIゆ く 0．05）．　The 　present 　findings　suggest 　that　releases 　of　neuro ・
transmitter 　fr（⊃1n 　peripheral 　 nerve 　 elldings 　 lnay 　be　stimulated 　 enhanced 　by　green 　leaf　 extract 　from
（；infego　bi！oba 　L
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　イ チ ョ ウ （Ginkgo　 bigoba　L ．） は イチ ョ ウ科 に 属 す る 1

科 1属 1 種 の 落 葉 性 の 人 高木 で
， 中 国原 産 で あ D ， 中国 ，

日本 及 び ヨ
ー

ロ ッ パ に 現存 して い る．高 さ 30m ，径 2m

に もな り，葉 は 長枝 で は 彑 生 し短 枝 で は 群 が っ て い る．イ

チ ョ ウ に 関 す る 効 果 は 古 くは 中 国 の 「本 草 綱 目』
1）

に 多 く

記 載 され て お り，近 年 に お い て は イ チ ョ ウ 葉 の 抽 出物 に関

して の 研 究 が ヨ ー
ロ ッ

パ で 盛 ん に 行 わ れ，末 稍 の 血 行 改 善

や 脳 の 血 行 障 害，動 脈 硬 化 な どに 有効 で あ る こ とが 確 認 さ

れ て い る
2’”1）．葉 の 抽出物中の 成 分 と し て は，テ ル ペ ノ イ

ドや フ ラ ボ ノ イ ド，二 重 フ ラ ボ ン な どが 知 られ て お O　
5｝，

そ の 中で もジ テ ル ペ ン で ある ギ ン ゴ リ ド類の 生 理 活「生作用

が 注 凵さ れて い る
6＞．

　 こ の ように イチ ョ ウ葉 の 抽出物の 効果に つ い て 様 々 な研

究 が 行 わ れ て い る が ，末 梢 の 神 経 系 へ の 作用 に つ い て は あ

ま り報告 され て い な い ．今 回，イ チ ョ ウの 緑 葉 か ら得 られ

た エ キ ス の 効 果 に つ い て ， 微 小 透 析 法 を用 い て ラ ッ ト大 腿

部皮 内に 同 エ キ ス を灌流 し，神 経 終 末部 か ら放出 され るカ

テ コ
ー

ル ア ミ ン を 測 定 し末楕神 経 系 に 及 ぼ す影響 に つ い て

検 討 した の で 報告 す る．

実　験　の 　部

　 1．材　 　 料

　 イ チ ョ ウ緑 葉 エ キ ス は 高砂香料工 業 （株） よ り人 手 し た．

プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ー

ル は 食添 品 を用 い た．リン ガー
液 は 日

局 品 （147mM 　Na ．ト
，4mM 　K ＋

，2，3mM 　Ca2＋，156　mM 　CI−）

を 用 い た ．NaCL 　 KCI ，　 CaCI，・2H ，0 は 全 て 和 光 純 薬 工

業 （株）の 特 級 試 薬 を用 い た．ま た，テ トロ ド トキ シ ン

（TTX ） は SIGMA 社 の もの を，ペ ン トバ ル ビ タ
ー

ル ナ 1・

リ ウ ム は Abbott　Laboratories 社 の ネ ン ブ タ
ー

ル を用 い

た．

　 2．機 　　　器

　 カ テ コ
ール ア ミ ン の 測 定 は，（株）エ イ コ ム 社 製 の 液体

ク u マ ト グ ラ フ ポ ン プ シ ス テ ム （EP −10）， デ ガ ッ サ ー

（DG −100）， オートイ ン ジ ェ ク タ
ー

（AS −10），
マ イ ク ロ シ

リ ン ジ ポ ン プ （EP −50），恒温水循環器 （CTC ．100） 及 び

電気化学検出器 （ECD ．100）を用 い ，ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（200）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Pharmacognosy

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoognosy

の デ
ー

タ解析 に は （株） 日立 製作所杜製の デ
ー

タ処理装置

（D −2500）を用 い た．

　 3．方　　　法

　 1）試料調製　8 月 か ら 9 月に か け て 収穫 した 冂 本産 の

イチ ョ ウ （Ginkgo　 biloba　L．）の 緑 葉 の 乾 葉 か ら 50％ エ タ

ノ
ー

ル 液 で 抽 出 し，ろ 過 後 得 られ た抽 出 物 を 濃縮 後 プ ロ ピ

レ ン グ リ コ
ール 水 溶 液 に 3．5％ 溶 解 し， 微 量 の 不溶物 を ろ

紙 ろ過 し精 製 した エ キ ス （イチ ョ ウ 緑葉エ キ 幻 を高砂香

料 ．工 業 （株） よ り入 手 した．こ の イチ ョ ウ 緑
．
葉エ キ ス を リ

ン ガ
ー

液 に 0，003％溶解 しイ チ ョ ウ 緑 葉 エ キ ス 溶 液 を調 製

した ．また ，イチ ョ ウ 緑葉 エ キス を含有 し な い 上 記溶 液 を

対 照 溶液 と した．high　K ＋
リ ン ガ

ー
液 は 2．98　g の Nacl，

7，45g の KCI ，0．44　g の CaCI、

・2H 、0 を 11 の 蒸 留 水 に 溶

解 した （51mM 　Na ＋，100　mM 　K ＋

，2．3　mM 　Ca2＋

， 156　mM

CI−〉．ま た ，　 TTX リン ガー液 は TTX を リ ン ガ
ー

液 に 溶

解 し 50 μM 溶 液 を調 製 した．

　2）微 小 透 析 法 　実 験 は，Wistar系雄性 ラ ッ ト 〔体 重

247± 21g ，平均 ± S．E ．M ．； 日本 エ ス エ ル シ
ー

〔株）か ら購

入 し た） を 用 い ，温 度 25，9± 0．4℃，相対湿度 29エ 5％ の

環 境 下 で行 っ た．ペ ン トバ ル ビ タ
ー

ル ナ トリウ ム を腹腔内

に 投 与後 （50　mgfkg ），下 肢大腿部 を剃毛 し皮膚 を露出 し

た ．大 腿 部 皮 内に 注射針 （19G ） で プ ロ
ーブ挿 入 路 を 設 け

透析 プ ロ
ーブ （直径 220 μ m ，透析膜 の 長 さ 3mln ，カ ッ ト

オ フ 分子量 5e，000　Da ；BDP ．1・8−03，（株）エ イ コ ム 社製）

を挿 入 しサ
ー

ジ カ ル テ
ープ に て 固定 し た．プ ロ

ーブ の
一

方

をマ イ ク ロ シ リ ン ジ ポ ン プ に 他 の 一
方 を オートイ ン ジ ェ ク

タ
ー

に テ フ ロ ン チュ
ーブ を用 い て接 続 し ， リ ン ガー液 を毎

分 3 μ1で 灌 流 し た．灌 流 液 は 20分 毎 に 1凵1収 し 〔60 μ1），

オ
ー

トイ ン ジ ェ ク ターを用 い て高速液体 クロ マ トグ ラ フ ィ

ー
に 直接 注 入 した．分 離 カ ラ ム は CA −ODS （5 μ m ，4．6×

150mm ，（株） エ イ コ ム 社製） を用 い ，電 気 化学 検 出 器

に よ り加電圧 ＋ 550mV （vs ．　Ag ／AgCl） で カ テ コ
ー

ル ア

ミ ン を分 析 し た．移 動相 に は EDTA （2Na÷）；10　mg 〃

オ ク タ ン ス ル ホ ン 酸ナ トリ ウ ム ；100mg 〃及 び 1％ （v ／

v）メ タ ノール を含 む 0，1M リン 酸 緩 衝 液 （Na ＋

），　 pH 　6．0

を用 い ，流速 は 毎分 1．7m1 付 近 と し た．分 離 カ ラ ム は 恒

温 水循環 器 を 用 い て 25℃ に 保 っ た ．実験装 置 の 概 略 を

Fig．1 に 示 した．

Fig ．1．　 Schernatic　Drawing 　of 　the　Experimental　Device

　ク ロ マ トグ ラ ム の ピ
ークパ ターン が 安 定 し た こ と を確認

後，灌 流 液 を リン ガー液 か らイ チ ョ ウ緑葉エ キ ス 溶液に 替

え て 40 分 間 （2両 分 ）灌 流 を行 い ，再 び リン ガ
ー

液 に も

ど しイ チ ョ ウ緑 葉 エ キ ス 適 応 時の 作用 を検討 し た．対照 溶

液 に つ い て も同様 に検討した．なお ，検出 され た カ テ コ
ー

ル ア ミン が 神経 活 動 由来 で ある か 否か は，high　K ＋
に よ る

遊離促 進 及 び TTX に よ る 遊 離 抑 制 を 調 べ 確 認 した．

結 果

　 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーで 分 析 した 結果，6．6 分 付

近 に ノ ル ア ドレ ナ リ ン の 代 謝 産物 で あ る 3−methoxy ・4−

hydroxyphenyl　glyco1 （MHPG ，　 SIGMA ） と保持時間が

一．一致 す る ピークが 検 出 され た （Fig，2）．こ の ピ
ー

ク は ，灌

流 液 を リ ン ガ
ー

液 か ら high　K ＋

リン ガ
ー

液 に 替え る こ と

に よ り増加 し， リ ン ガー
液灌流時の 3 画分 の 平 均 ピーク面

積 を 100 と し た と きの 相 対値 で 表
．
す と約 1．9倍 に な っ た．

その 後灌流液 をもとの リン ガー液 に 戻 す と ピークは 減 少 し，

40 分後 に は ほ ぽ べ 一
ス レ ベ ル に 戻 っ た 〔Fig．3）．ま た，

リン ガ
ー液 を TTX リン ガ

ー
液 に 替 之 て 灌流した 場合 に は

同 ピ
ークは減 少 し，も との リ ン ガ ー液 に 戻す と ピ

ー
ク は 増

加 に 転 じた （Fig，4）．こ れ ら の こ とか ら，該 ピ
ー

ク は 神

経 活動 由来 の MHPG で あ る こ とが 確認 で きた．な お，ノ

ル ア ドレ ナ リ ン の ピ
ー

ク は 検出 さ れ な か っ た．

（201）

　　　　 Fig．2，　 Typical　HPLC 　ChromatQgram
Catecholarnine　 was 　 separated 　 on 　 an 　Eicompak 　CA −50DS
column 〔4．6× 150　mm ）at　25℃．　 The　graphite 　working 　elec ・

trode　was 　set　at 十 550　mV 　vs ．　an 　Ag／AgCl 　reference 　elec ．

trode （EICOM ，　ECD ．100）and 　the　How 　rate 　was 　1．7　ml ／min ．
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Fig．3．　 Effect　 of 　KCI 　Infusion（100　mM 　for　40　min ） on 　the

　　　 Content　of　MHPG （n ＝3）

　　　 Each　sample 　represents 　a 　20・min 　collection 　period ．
　　　 The　 average 　 of　the　last　3　samp ［es 　before　the　drug
　 　 　 treatment 　was 　considered 　as 　the 　control 　 and 　was

　　　 de丘ned 　as 　100％．　Values　are 　expressed 　as 　pcrcent ・

　　　 ages 　of　control 　and 　represent 　mean ± SE．M ．
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Fig．5．　Effects　of 　（；inkgo　bigoba　L．　 Green　Leaf　 Extract

　　　 （Closed　Circle，　n ＝6）and 　Placebo （Opened 　Circle，　n
　 　 　 ＝4）Infusion （40　min ）on 　the　Content　of 　MHPG

　　　 Each　sarnple　represents 　 a　20．min 　collection 　period 、
　　　 The 　 average 　 of 　the　last　20r 　3　 samples 　before　the

　　　 drug　treatment　 was 　 considered 　 as　the　 corltrol 　 and

　　　 was 　 defined　 as　 100％．　Values　 are 　 expressed 　 as

　　　 percentages　of　control 　 and 　represent 【nean ± S．E、M ．
　 　 　

＊
pく 0．eS，　Student

’
s　t・test，　when 　compared 　to　contro1 ．

癬

20　40　60　8D　100120140160180200220

　 　 　 　 　 　 T   e （m 血 ）

Fig．4，　 Effect　of 　TTX 　Infusi〔）n （50 μ M 　for　100　min ） on 　the

　 　 　 Content　of　MHPG ＠ ＝3）

　　　 Each　 sample 　represents 　a　2G−min 　 collection 　period ．
　　　 The　average 　of　the　last　20r 　3　samples 　before　the
　　　 drug　treatment 　 was 　considered 　 as 　the　 control 　 and

　　　 was 　 de且ned 　 as 　 100％ ．　Values　 are 　 expressed 　 as

　　　 percentages　of 　control 　and 　represent 　mean ± S．E．M ．

　イチ ョ ウ 緑 葉 エ キ ス に つ い て も同 様 に
， 灌 流 液 を リン ガ

ー
液か ら イチ ョ ウ緑葉エ キス 溶液 に替 えて検討 し た （Fig．

5）．イチ ョ ウ緑 葉 エ キ ス 溶 液 を 40 分間 （2 画 分 ）灌 流 す

る こ と に よ り MHPG の 増 加 が 認 め られ た ．こ の 上 昇 は イ

チ ョ ウ 緑葉 エ キ ス 溶 液 の 灌 流 開始 か ら 60分後 まで 続 き，

その 後下降に 転 じた．イチ ョ ウ緑 葉 エ キ ス 溶液灌流直前の

値 が 工03％で あ る の に 比 べ る と，最 大 増 加 時の 値 は 170％

で あ り有意な増加 を示 した （p ＜ 0．05， Student’s　t−test）．
一

方，対照 溶液 に つ い て 同様 に 灌 流 した 場 合 に は MHPG
の 変化 は 認 め られ な か っ た．

考 察

　本実験 で は ラ ッ ト大 腿 部 皮 内 に お い て ，ノ ル ア ドレ ナ

リ ン の 代 謝 塵 物 で あ る MHPG （3・methoxy −4−hydroxy−

phenyl 　glycol）の ピ
ー

クが 確 認 さ れ た．皮 膚の 交 感 神 経

（自律神 経 ） の 神経伝達物質 で あ る ノ ル ア ドレ ナ リ ン は ，

伸経 終 末か ら分泌 さ れた 後，主 に 神経終 末 に再 び 取 り込 ま

れ る が ，そ れ 以 外 は 神経細胞外 の モ ノ ア ミン オ キ シ ダ
ー

ゼ

及 び カ テ コ
ー

ル
ー0 一

メ チ ル トラ ン ス フ ェ ラ
ー

ゼ に よ り

MHPG に 代 謝 さ れ る．確 認 され た MIIPG の ピ
ー

ク は

high　K ＋

リ ン ガー液 の 灌 流 に よ り増加 し （Fig．3），　 TTX

リ ン ガ ー液 の 灌 流 で は 減 少 した （Fig．4） こ と か ら神 経 活

動由来 で ある こ とが 確 認 で きた．今 回 は，こ の MHPG の

挙動 に つ い て 検討した．イチ ョ ウ緑 葉 エ キ ス の 作用 を検討

す る た め ，灌流す る イチ ョ ウ 緑 葉 エ キ ス 溶 液 の 濃度 は 電 気

化学検出器 を用 い た 分析 に影響 を及 ぼ さ な い 上 限 の 濃度 に

設 定 した．

　 イ チ ョ ウ の 葉 の 抽 出物 に は 様 々 な 作 用 が 報 告 さ れ て お

D　
Z−，｝

， 摘 出 血 管を用 い た 実験か ら交感神 経 の 興 奮 作 用 を

有す る こ と も示 唆 さ れ て い る
7，8）．イ チ ョ ウ緑葉 エ キ ス 溶

液 を透析 プ ロ
ーブ の 透析膜 を通 して 直接 皮 内 に 投 与 した 結

果 ，MHPG 量 の 増加 が 認 め られ た．イ チ ョ ウ 緑 葉 エ キス

を含 ん で い な い 対照溶液を灌流 した 場合 に は，MHPG 量

の 変化 は認 め られ な か っ た．

　 本 実 験 に お い て は，ペ ン トバ ル ビ ター
ル ナ トリ ウ ム 睡 眠

下 で 透析実 験 を行 っ た ．ペ ン トバ ル ビ ター
ル ナ トリウ ム を

含む バ ル ビ ツ レ
ー

トは，中枢 神 経 系 に対 す る作用 が 非常 に

高い た め 鎮静或 い は 睡 眠 の 目的 で 投 与 さ れ た 場 合 は 末梢 に

対 す る 直 接作 用 は 欠 如す る か 無視 さ れ る
9｝．今 回 の 殆 ど の

実験 に お い て ，ペ ン トバ ル ビ タ
ー

ル ナ トリウム 投与 に よ り

誘発 さ れ た睡 眠 か ら動物 が 醒 め か け た 場合 に は 15mg ／kg

の ペ ン トバ ル ビ タール ナ トリウ ム を腹腔 内 に 投与 し灌 流 を

継続 し た が ， 前記 の 理 由 や 対照 溶 液 の 灌流実験 に お い て

MHPG の 変化 が 認め られ な か っ た こ とか ら こ の 影 響 は な

（202）
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Fig，6．　Effect　of 　Ginkgo ∂igoba　L ．　Green　Leaf　Extract （G、E．）
　　　 and 　IOO　mM 　KC ［Infusion（for　40　rnin ）on 　the　Content
　 　 　 of 　MHPG

　　　 Each　 salnple 　represents 　 a　20・rnin 　collection 　period．

　　　 The 　average 　Qf 　the　last　2　 samples 　before　the 〔1rug

　　　 treatment　 was 　 considered 　 as　 the　 control 　 and 　 was

　　　 defined　 as 　lOO象；．　Values　are 　expressed 　 as　percent ．

　　　 ages 　of 　controL

い と考 え られ る．また，イチ ョ ウ 緑 葉 エ キ ス 溶 液の 灌 流 が

末 梢 神 経 細 胞 の 死 を招 い た 可能性 に つ い て は，同溶液 の 灌

流 後 に high　K
．
ト

リ ン ガ
ー

液 を准流 した 場合 に も MHPG 量

の 増加が 認 め られ た こ とか ら 否 定 さ れ る （Fig．6）．また，

イ チ ョ ウ 緑葉 エ キ ス 溶 液 中の カ リウ ム 及 び ナ トリウ ム の 濃

度 を原子吸光分 析 法 に よ ワ，
カ ル シ ウ ム の 濃 度 を ICP

（induct．ive］y 　coupled 　plasma ）発光分析法に よ 1）測定 した

と こ ろ，カ リ ウム 及 び ナ トリウ ム は 検 出限界 の O．05ppm

以下，カ ル シ ウ ム は 検 出 限 界 の D，01ppm 以 下 で あ っ た．

こ れ らの 分 析 結 果 よ り， 同溶液に 含 まれ る カ リウ ム ，ナ 1・

リウム 及 び カ ル シ ウ ム の 無機化合物 の 影 響 は な い と．考 え ら

れ る．

　以 上 の 実 験結果か ら，イチ ョ ウ緑 葉 エ キ ス 溶 液の 灌流に

よ る MHI 〕G の 増 加 は，イチ ョ ウ 緑 葉 エ キ ス が 末 梢 自律神

経に 働 きか け 神経 活 動 を 亢進 し，神経 伝達物質 で あ る ノ ル

ア ドレ ナ リ ン の 遊離 が 促進 さ れ た 結果，代謝産物 で あ る

MIIPG が 増 加 した と考 え ら れ る．

　 しか し，神経 終 末か ら分泌 され た ノ ル ア ドレ ナ リン の ほ

とん どは 神経終末に 再取 D込み さ れ る こ とを考慮す る と，

イ チ ョ ウ 緑葉 エ キ ス 溶液 の 灌 流 に よ る MHPG の 増加 は，

ノ ル ア ドレ ナ リン の 再取
トり込み 抑 制 に よ る細 胞外 ノ ル ア ド

レ ナ リン 量 の 増加 の 結 果 ， 代 謝 産物 で あ る MHPG が 増加

した 可 能性 も考 え られ る．ま た，イチ ョ ウ緑葉 エ キス の 灌

流 に よる反 応 が 局所 的 な特 異 的反 応 で あ る か 否か を含 め ，

同 エ キ ス の 濃 度依 存性 ， 測定部位や 動物 の 種差，有効成分

の 探 索 等，今 後更なる検討が 必要 で あ る．
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