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　The　chinese 　crude 　drug‘‘Ji−xue −teng（stems 　ot
’
　Spa’ho’o 加 ∬ zめrectus　DUNN ，Leguminosae）

”

was 　studied 　for　its　effect　on 　the　human　platelet　aggregation 　induced　by　ADP 　or　collagcn ，

　It　showed 　a　strong 　inhibitoly　activity 　on 　both　primary　and 　secondaly 　wavc 　aggregation

of 　human　platelet　induced　by　ADP ，　and 　a　significant 　inhjbltory　effect 　on 　collagen −induced

human　platelet　aggregation ．署ts　methanol −soluble 「廿action 　was 　the　most 　effective．

　韮｛PLC 　analysis　suggested 　that　thc　active　compounds 　werc 　condensed 　tannins．

Key脚ords ： Ji−xue −teng ；5加 ’んo ’o わ〃∫ subrectus 　DUNN
，
Leguminosae ；platelet　aggregation ；

　 　 　 　 　condensed 　tannins

　血 栓症 お よ び 血 栓 形成 を伴 う疾患 は ，
死 因 な ら

び に 罹病率の 面 に お い て も，近年特 に注 目され て

い る疾患群 で あ る ．血栓形成 に よ る 動脈 閉塞は ，

心筋梗 塞や脳 梗 塞な どの 主 要臓 器 の 虚 血性病変 を

起 こ し，また ，糖尿 病性 網膜症 や 腎性 ，糸球体 腎

炎な どの微小 循環 系病変の 発 生進 展 に 関与 し て い

る．そ の うち，狭心 症や 心 筋梗塞等 の 虚血性心 疾

患は血小板 凝集に よ っ て 引き起 こ され る血栓形成

に起因 して い る と考え られ て い る，漢 方医学 にお

い て も こ れ らの 疾病 に用 い られ る処方 が あ り，そ

の 構成生薬 の 血液凝固
・線溶系や血 小 板凝集に お

よぼす作用 に つ い て い ろい ろ と報告 され て い る
Z〕

．

　 そ こ で ，著者 らは ，臨床 に お い て 漢方 薬 を 服 用

す る こ とを前提 と し，生 薬 の 熱 水柚 出 エ キ ス な ら

び に そ の 成 分 の 血液凝 固 ・線溶 系お よび 血 小板凝

集に お よ ぼす 影響に つ い て 研究 し報告 して い る
3〕．

　鶏 血藤は ， 『本草綱 目 拾遺』 に 「鶏血 藤膠 1 と

（268）

し て 収載 され て い る
’‘］．鶏 血 藤 は ， 漢 方医学 に お い

て 理 血薬中 の 活血薬に 分類 され て い る生薬 で ，補

晦 と 浩 血 怯 風 に よ り循 環状態を改善 し鎮痛す る と

され ，補血 ，強壮 ，鎮痛薬 と して，月経不調 ，腰

膝 の 疼痛 ，リウマ チ，手足 の 麻痺 な どに用 い られ

て い る
fi〕
．こ れ ら に つ い て の 報告

6〕

は ，い くっ か見

られ る が，市場に お い て ，基原植 物 の 異 な る 生薬

が ，多数，鶏血藤 と して 流通 して い る ．最近，難

波 ら は ，市場 品 15 種類 の 鶏血藤 の 基原植物を判

別 した
η ．

　そ こ で
， 今 回 ， 市場 品 の うち ， 鶏 血 藤 （SI）a 　thoT

／obus 　 subr θ otus 　DUNN
，
　 Leguminosae の 茎 を乾燥

し た も の ） の 熱水抽 出 エ キ ス の 血小板凝集 に お よ

ぼす 影 響 に つ い て 検討 し，さ ら に 鶏血藤 中 の 分 画

成分が 血 小 板凝集に お よ ぼす影響 に つ い て 検討 を

加 え た の で 報告する．
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材料お よび方法

1 ，試料

　今回 ，実験 に用 い る鶏血藤に つ い て 顕微鏡 観察

を行 っ た，そ の結果を Fig ，ユ に 示 した ．

羅灘翻
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 sc 　 　 st

Fig．i　Diagrams　ltlustrating　Tramsverse　Sectiens

　 　 ofSlem 　ofSpatholobas 　subrectus

fO．fibre　bUfidLe、k　cork 　Iayer；じじrk ¢じII，　sc
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secre 竃ony 　cell ．
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　 コ ル ク層 は，十数層で ，　
・
次皮 部 に 数個の 石 細

胞か らな る 石 細胞群が散在 して い る．そ の 内側に

環状に 配列 し た 繊維群が ある．そ こ か ら内側 は師

部，木 部 が 交互に層 をな して い る．師部 には大 き

な油細胞 と繊維群があ り，木部に は 大小 さま ざま

な道管が単独また は 2 〜 3 個で 不規則 に散在 し，

木部繊維 群が あ る，い ずれ の 繊維 群に も結晶細胞

列 を と もな っ て い る．こ れ らの 点 か ら，実験 に 用

い た鶏血藤の 基 原植物は ，Spa　tholobus 　subrectus

DUNN，　 Leguminosae で あ る こ と が 判別 され た ．

　鶏 血 藤60g に 蒸留水 200ml を 加 え
， 還流器 を取 り

付 け直 火 で 1 時間還流器抽 出後 ，熱 時濾過 し，そ

の 濾液を凍結乾 燥 し 試 料 と し て 粗 エ キ ス 約 6，lgを

得 た ，

2 ． ヒ ト血小板 凝集抑 制活性 測 定

1） ヒ ト多血小板血漿 （PRP ）調 整法
n／

　 3 ． 8 ％ク エ ン酸ナ トリ ウム 1／ 10 容を添加

し た ヒ ト新鮮血を 1000rpm ， 10 分間遠心

分離 し て ，上 澄 み を採取 し，こ れ を PRP と し た．

i1球 を含 む沈澱層 を さらに 3000rpm ， 10

分 間遠 心 し て ， h 澄み に 寡血 小板 血 漿 （PPP ）

を得 た ．PRP 中 の 血 小板 数を 自動 血 小板計数 装

置 （PlateletCounter 　 PL − 1

00 ， Sysmex 社） を用 い て 測 定 し，　 PPP
で 希釈 し血 小板 数を 20 〜 35 万 に 調整 し，そ れ

を被験 血漿 と し た．

　 ヒ ト新鮮血 は ， 20 〜 36 歳 の 健康な男女で ，
2 週 間以 内 に解熱鎮痛剤 な ど の 薬 を服用 して い な

い 者か ら得 た ．

2 ）測定法
s）

　  鶏血藤熱水抽出粗エ キ ス の 血小板 凝集抑 制活

性測 定法

　自動血小板凝集計 （HemaTracer 　1 ，

NKK 仕 ） を用 い
， 装着 され て い るキ ュ ベ ッ トに

被験血漿 250 μ 1 と試料溶液 20 μ 1 を入れて

撹拌 し，こ れ に凝集 の イ ン デ ュ
ー

サ
ー

として コ ラ
ーゲ ン または ADP 溶液 を 20 μ 1添加 し ， 凝集

挙動 を透過 率 の 時 間的変化 と して 観察 し た，対照

と して 試料 の 代わ りに 蒸留水 を用 い て 同様に 測定

し，そ の 対 照 の 凝集率 に 対す る 比 で 表 し抑制率 と

し た ．

　  鶏血藤粗分画 の 血 小板凝集 抑制活性測 定法

　 HelnaTracer1 を用 い ，キ ュ ベ ッ ト

に 被験 血漿 250 μ 1 と 50 ％ DMSO に 溶解 し

た粗 分画試料溶 液 5 μ 1 を入れ て 撹拌 し，こ れ に 凝

集 の イ ン デ ュ
ー一一

サ
ー

と して ADP 溶液 を 20 μ 1
添加 し，凝集挙動を透過率の 時間的変化 と し て 観

察 した ．対照 と して 試料の 代わ りに 50 ％ DMS

O を用 い て 同様 に測定 し，そ の 対照 の 凝集率 に対

す る比 で 表 し抑制率 と した．

　実験 に 用 い た PRP は，イ ン デ ＝
一

サ
ー

に対 す

る反応性 を
一

定化 す るため ADP 溶液 の 終濃度 を

1 〜 3 μ M の 範囲に ，
コ ラ

ー
ゲ ン 溶液 の 終濃度は

0 ， 5 〜 2 ， 0 μ g／ml の 範囲 に お い て最大凝集を

示 す PRP の み を用 い た ．測定 に 用 い るイ ン デ ュ

ー
サ

ー
溶 液 の 濃度 は ， 最 大凝集 を示す ，最小濃度

と し た．

　どち らの 測定 法 に お い て も，PRP の 個体差 に

よる反応性 の 違 い を考慮 し，異な る 3 人 よ り得た

PRP に 対 し て 測 定を行 い ，同様 の 結果が得 られ

る か を検討 し た．測 定 は ，同
…PRP に 対 し て 2

重測定 し，そ の平均値 を抑制率と し た ．

3 ．鶏血藤 の 粗分画

　 1 の 方法に よ り得 た熱水抽 出 エ キス 2000 ．
6mg に

，
エ
ーテ ル 200ml を加 えよ く振倒 し ，

濾過後 ，も う
一

度 工
一

テ ル 200mI を加 え同様

の 操作 を行 っ た．そ の 後 ，順 次 ク ロ ロ ホ ル ム ，ア

セ トン ，メ タ ノ
ー

ル ，水 の 順 で 同様に行 い ，そ の

可溶部 の 溶媒を減圧留去 し粗分画を得た．

4 ．鶏血 藤の 分析

1 ＞試 料溶液 の 調 整

　メ タ ノ
ー

ル 分 画を メ タ ノ
ー

ル に溶解 して 試料 と

し た．
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2 ） HPLC 条件 ： ポ ン プ は ，　 HPLC 用 ポ ン プ

660E （ウ ォ
ーター

ス 社），検出器 は，フ ォ ト

ダイ オ
ー

ドア レ イ検 出器 991 （ウ ォ
ー

タ
ース

社） ．カラ ム は ， Mightysil　 RP・−18 （4．6mm　X　 150
mm ）．移動 相と し て ，0．2M　NaCIO．，／CH：ICN （90 ； iO
→ 40 ： 60 ； 25 分）を用 い ，流速 は， 2ml／min

で 行 っ た 、

結果

1 ．鶏血藤 の 熱水抽出 エ キ ス の ヒ ト血 小 板凝集に

お よ ぼす影響

　 Fig ． 2 は コ ラ
ーゲ ン を， Fig ． 3 は AD

P をイ ン デ ュ
ーサ ー

に用 い て ，鶏 血藤 の
．一

つ の P
RP に 対す る 血 小板凝集 へ の 作用 の 結果を示 した．

両図 とも縦 軸は ，血 小板凝集 に伴 っ て 起 こ る透過

率 の 変化 の コ ン トロ
ー

ル に対す る抑 制 の 比 を％ で

表示 した．横 軸 は，試 料 の 終濃度 を表示 した ．
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Fig．2　 Relat重on 　between 　Spa山oLobiCaulis
’
sConcentraLk ）nand

　 　 Inhibitory　Behavior　ofPlatelet 　Aggregaしion　by　C〔｝11agen

2 ．鶏血藤の 粗分画 の ヒ ト血小板凝集 に お よぼす

影響

　鶏血藤 の 熱水抽 出 エ キ ス （2000 ．6mg ）

か ら ，
エ
ー

テ ル 分画 （2 ． 2mg ＞ ， ク ロ ロ ホ ル

ム 分画 （17 ． 4mg ），ア セ トン 分画 （178 ．

5mg ），メ タ ノール 分画 （1525 ．6mg ），

水分画 （274 ． lmg ） を得 た ．

　 こ の 分画操作に お い て ，少量 し か 得 られ なか っ

た エ
ーテ ル 分画，ク ロ ロ ホ ル ム 分画以外 の 分画 に

つ い て ，
ヒ ト血 小板凝集にお よ ぼ す髴 響を検討 し

た。

　 Fig ．4 に 各分画 の イ ン デ ュ
ー

サ
ー

に コ ラ
ー

ゲ ン を用 い た 時の ヒ ト血小板凝集に お よぼす影響

の 結果 の
．
っ を示 し た ．縦軸は，血 小 板凝集抑制

率 を示 した．粗 エ キ ス お よび各分 画 の 終濃度 は，

182 μ g ／ ml とな っ て い る ．

　粗エ キ ス よ り抑制活性が一ヒが っ て い る分画 は ，

メ タ ノ
ー

ソレ 分画 で あ っ た ．
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■ P・ima・y・呂呂・eg ユ巳・。・ ［ 　　靴 ttndary 　a鏨羣
rega 匡Lこm

　イ ン デ ュ
ー

サ
t−一

に コ ラ
ー

ゲ ン お よび ADP を用

い た両者 とも，鶏血藤 の 熱水抽 出エ キ ス は ，異 な

る 3 つ の PRP に 対 し て 血 小 板凝集を濃度依 存的

に 抑制 した ．

　Fig ．5 に 鶏血藤 の メ タ ノ
ー

ル 分 画 の ク ロ マ

トを示 した ．

5 10 15 20
　　 （min ）

Fig．5　 Chromatogram　ofthe 　Methanol　Fraction

　 　 ffOm　Spathetobi　CauEs
’
sExtract

（270）
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　 280nm の 吸 収 に お い て ，図 の よ うな幅広 い

ブ m 一 ドな ピ
ー

ク の 上 に い くつ か の ピー
ク の 乗 っ

て い る ク ロ マ トグ ラ ム を示 した ．ま た ，ブ ロ
ー ド

な所 の 何点 か の 部 分 で UV の 吸収 を測 定 した ．そ

の 結果， 270nm 付近 に吸収 の 極大 を示す ，非

常に似た吸収パ タ ーン を示 した こ とか ら，こ れ ら

の 化合物 は，フ ェ ノー
ル 基を有 して い る と考え ら

れ た．

　また，鶏血 藤に は ，縮合型 タ ン ニ ン の構成単位

の
一

っ で あ る（
一）− epicatechin が ，含まれ て い る

！’1

こ とか ら，タ ン ニ ン の 可能性 が 示唆 され た の で，

以下 の 確認試 験 を行 っ た、

　 （1 ）塩化第二 鉄試薬に よ る確認試験
1 ω

： 汚緑

色 の 沈殿 を 生 成 し た ．

　 （2 ） ア ン トシ ア ニ ジ ン 生成試験
P

： 塩酸と の

加熱 に よ り，紅色 を呈 し た ．

　 （3 ＞バ ニ リン
ー

塩酸試液に よ る確認
tM

験
’ ° ）

：

橙赤色 を示 した ．

考察

　今回，市場 品 の 鶏血藤 の 基原植物が 判別 され た

こ とか ら，鶏 血藤 （Spa 　tholobus 　subrectus 　DU團 ，

Leguminosae ） の 熱 水抽 出エ キ ス の ヒ ト血小板 凝

集に お よぼす 影響に つ い て検討 し た．

　鶏血藤が ，コ ラ
ーゲ ン に よ る ヒ ト血小板凝集 を，

86 ． 2 μ g ／ m1 の 添加 に よ り 75 ％以 上 抑制

し ，
ADP に よる ヒ ト血 小板凝集 も ，

172 ．4

μ g ／ ml の 添加に よ り，一
次 ・二 次凝集共 に 9

0 ％ 以 上抑制 した こ とか ら，強 い 血小板凝集抑 制

作用 を有す る こ とが認 め られ た，

　さ らに ，鶏血藤 の 分画 に よ り，活性 の 上が っ た

メ タ ノール 分画の HPLC よ り，タ ン ニ ン の 可 能

性が 考 え られ ，ま た ，（
．
）−epicatechin の 含有の

報告
y）
が あ る こ と か ら，確認試験 を行 っ た ．そ の 結

果，（
一
）
−
epicatechin を

一つ の 構 成単位 と し て含

む縮合 型 タ ン ニ ン の 混合物 が 多く含 まれ て い る こ

と が 示 唆 され た ．ま た ，（
一
〉
−
epicatechin に つ い て

は ， 腸 管 よ り吸収 され る こ とや 強 い 血 小板 凝集抑

制作用 を有す る こ とが 報告 され て い る
’ 2｝ ．

　 以 上 の こ とか ら，鶏 ［血藤 の 血小板 凝集 を抑 制す

る成分 の 大部 分は ，縮 合型 タ ン ニ ン と考え られ る．

　 し か し，今回 の 実験 は ，in　 vi　tro の も の で あ り，

鶏血藤の 縮合型 タ ン ニ ン が ，そ の ま ま腸管吸収 さ

れ るの か ，ま た in　 vi 　vo にお い て も同様 の 作用 を

示す の かは不 明 で ある．
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