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諸言 

 

 現代社会における様々なストレス刺激は、不安障害やうつ病等の中枢神経系疾患を発

症する要因になる。またストレスによる精神の緊張は、過敏性腸症候群等の心身症や、

不安症状、うつ様症状、睡眠障害などのストレス障害を引き起こし、日常生活において

支障をきたす 1)。この様なストレス障害により医療機関に受診する患者数は増加してお

り、厚生労働省の統計によれば、平成 8 年の約 90 万人に対して、平成 23 年では約 160

万人まで増加している 2)。 

上記のストレス障害に対し、薬物療法では不安症状に対してはベンゾジアゼピン系抗

不安薬が、うつ様症状に対しては抗うつ薬 (三環系抗うつ薬、SNRI、SSRI) が処方され、

症状の改善に効果的であるが、ベンゾジアゼピン系薬物の副作用である過鎮静 3) や筋

弛緩 4)、抗うつ薬の副作用として抗コリン作用 5) による排尿障害や便秘が問題となる。

ストレス障害に対する有効な対症法が求められている中で、近年では補完療法のひとつ

である芳香療法が注目されている。香りを吸入することにより精油成分の有する薬理作

用を利用して心身の疾病の予防や治療を行うが、実際の利用形態である香気吸入による

抗ストレス作用の発現を実験動物レベルで検証している例は少なく、また抗ストレス作

用を示す化合物の同定もされていないのが現状である。 

 ストレス障害や中枢神経系疾患の発症の要因として視床下部－下垂体－副腎皮質系

が関与することが報告されている 6)。ストレスに生体が曝されると視床下部からコルチ

コトロピン遊離促進ホルモン (corticotropin hormone release hormone, CRH) が分泌され、

視床下部－下垂体－副腎皮質系を経て副腎皮質からストレスホルモンの一種であるグ

ルココルチコイド (ヒトではコルチゾール、げっ歯類ではコルチコステロン) が放出さ

れる。グルココルチコイドは、抗炎症作用や血糖値上昇作用、記憶力増強作用などの生

理作用を有しており、ストレスに対する防御因子として通常は機能する。また、放出さ

れたグルココルチコイドは下垂体、視床下部、さらに高位の海馬のグルココルチコイド

受容体を介して負のフィードバックを与えることにより、血中グルココルチコイド濃度

が正常値に戻りストレス反応が停止する 7)。しかし、持続的なストレスに曝されること

で、視床下部－下垂体－副腎皮質系のフィードバック機構が破綻し、グルココルチコイ

ドが持続的に、過剰に分泌される。その結果、グルココルチコイドが海馬の神経細胞や

グリア細胞に障害を与え、不安障害やうつ病等の中枢神経系疾患が発症するとされる 8)。

ストレス伝達経路である視床下部－下垂体－副腎皮質系に着目した創薬研究が進めら

れており、CRH 受容体拮抗薬が最新の中枢抑制薬の創薬ターゲットになっている 9)。ま

た、ストレス軽減効果を示す天然資源から医薬開発のシーズとなる天然化合物の探索も

行われており、生理活性成分の同定及び薬理学的作用、体内動態が明らかになることで

創薬研究へのアプローチが可能になると考えられている 10)。 
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上記観点から本研究では、補完療法の中で有害事象の報告が少ない芳香療法 11) に着

目し、ストレス緩和作用を示す天然資源の探索と活性成分の同定及び活性評価を目的と

した。芳香療法には、植物由来の芳香によりリラクセーションを得ることで、ストレス

障害を緩和する効果が期待されている。芳香療法には植物の精油画分が一般的には利用

されるが、精油の効果として、抗菌作用、抗ウィルス作用、抗炎症作用の他に、鎮静作

用や抗不安作用が報告されている。例えば、ラベンダー精油は鎮静活性を有しており 12)、

またジャスミン精油には抑うつを改善する作用が報告されている 13)。またバラの香り

を用いて睡眠中に記憶力を上昇させることを試みた報告があり 14)、芳香療法をアルツ

ハイマー病や脳神経障害に対する治療に応用できることが期待されている。実際に欧米

諸国の臨床現場では芳香療法が取り入れられている。注意欠陥障害 (ADD) や注意欠陥

多動性障害 (ADHD) に対してメチルフェニデートによる薬物治療が行われるが、メチ

ルフェニデートの高い依存性や覚醒アミン作用による乱用等は社会的な問題となって

いる。そこで米国では、メチルフェニデートに替わる対症療法として芳香療法の臨床利

用が一般的に認められ、一定の成果も挙げられている 15)。芳香療法における植物由来の

芳香の臨床利用が近年さらに注目され、香気吸入による薬理活性評価の必要性が上昇し

ている。 

日本においては植物由来の香気を楽しむ文化があり、芳香性生薬を練香や香袋として

利用してきた。日本に香りを楽しむ風習がもたらされたのは紀元 538 年の仏教伝来の頃

とされており、飛鳥、奈良時代では沈香を中心とした香木類が供物として用いられ、平

安時代には練香、香袋として日常生活を楽しむ手段として香りが定着したとされる。沈

香の他に、練香や香袋において白檀・丁子・乳頭香・麝香・甘松香が当時の香り文化の

中で重要な生薬として位置付けられていた 16)。これらのうち、沈香や甘松香の芳香には

気分を落ち着かせる作用があり、鎮静効果を期待した利用も古くからされてきた。そこ

で本研究では、沈香、甘松香の芳香に着目した。 

 沈香はジンチョウゲ科 Aquilaria 属植物の幹に沈着した樹脂を指し、これは風雨や虫

害等の傷害により自らの防御機構から生成される報告がある 17)。効能として鎮静作用、

健胃作用があり、喘四君子湯 (体質虚弱、万病回春)、沈香降気湯 (健胃、太平恵民和剤

局方)、丁香柿蔕湯 (胃腸虚弱、万病回春) 等の漢方処方の構成生薬である。また、沈香

を加熱すると特異な芳香を放つことから薫香料としても多用されてきた。特に有名なも

のには正倉院の蘭奢待があり、高品質の沈香は伽羅と呼ばれ珍重されてきた。世界的に

も沈香の人気は高く、アジア各地をはじめ欧米においても沈香油の需要が高くなってき

ている。沈香に含有される揮発性成分として、jinkoh-eremol, -agarofuran などのオイデ

スマン型やグアイアン型のセスキテルペノイド、また低分子芳香族化合物 benzylacetone

が報告されている 18) 19)。沈香が示す薬理作用として腹腔内投与による試験例がある。沈

香含有成分 jinkoh-eremol、agarospirol をマウスに腹腔内投与した結果、マウス酢酸ライ

ジング反応が有意に抑制されたことから、鎮痛活性を有することが報告されている 20)。 
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 一方、甘松香はオミナエシ科 Nardostachys 属植物を基原とし、根及び根茎が薬用部位

として利用される。基原植物はヒマラヤ (N. jatamansi) から中国南西部 (N. chinensis) 

の高山帯に分布する多年草である。甘松香の効能として鎮静作用 21)、鎮痙作用 22) があ

り、局方生薬の吉草根 (カノコソウ, オミナエシ科) やその近縁植物はバレリアンとい

う名称で、婦人科疾患、特に更年期障害やヒステリー症状などに民間薬として世界的に

広く使われている。また、甘松香の特異な芳香に安眠作用やリラックス作用を期待して、

匂い袋の構成生薬として平安時代から利用されてきた。甘松香が示す薬理作用として経

口投与による試験例がある。甘松香エタノールエキスをマウスに経口投与した結果、脳

内 GABA 量の増加が観察された報告がある 23)。 

しかし沈香及び甘松香の香気に関する薬理作用の報告例は無く、これら芳香性生薬の

香気吸入により発現する作用を解析することにした。香気吸入による薬理作用の評価に

おいて、研究報告の多くはヒト試験が用いられている。しかし、ヒトを対象とした試験

においては、化学成分による薬理作用のみではなく、香りの嗜好や記憶と結びついた心

理的効果が生理現象に大きく影響することが明らかとなっている。実際に、ラベンダー

の香りをヒトに吸入させた際、本来ラベンダー精油は降圧作用を示すが、ラベンダーの

香りに否定的な感情を持った被験者群では、吸入後の脈拍上昇傾向が認められている 24)。 

そこで本研究では、気体状態の試料を吸入投与する実験系において記憶や嗜好による

心理的効果を排除するために、マウスを用いた実験系を構築することで沈香、甘松香の

香気吸入による鎮静作用の発現を検討し、ストレス障害の緩和に効果的となる有用成分

の同定及び動物実験による機能解明を目的に研究を行った。 

 

 本研究において著者は、1) 吸入投与法を用いた沈香及び甘松香香気成分の鎮静活性

評価と活性成分探索、2) 鎮静活性を有する甘松香由来 valerena-4,7(11)-diene の同定、3) 

valerena-4,7(11)-diene 吸入投与による拘束ストレス誘発興奮行動とストレス関連因子変

動に対する抑制効果、4) GABAA受容体親和性活性を有する酸化型セスキテルペノイド

aristolen-1(10)-en-9-ol の同定、を行うことで鎮静薬開発シーズとしての可能性が期待さ

れる 2 種のセスキテルペノイドを同定した。 

以下に本論文の各章の概略を示す。 

 

1. オープンフィールド試験を用いた香気成分の鎮静活性評価系を構築し、沈香、甘松

香の芳香にマウス自発運動を抑制する効果が発現することを明らかとした。さらに

沈香、甘松香中の活性成分として benzylacetone、-gurjunene、calarene を同定した。

これら化合物は、benzylacetone 0.1%、-gurjunene 1.5%、calarene 0.17% の投与量で

強い行動抑制作用を示した。 
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2. 甘松香から行動抑制効果を示す活性画分を見出し、活性成分として valerena-4,7(11)-

diene を同定した。Valerena-4,7(11)-diene は強い鎮静作用を示し、カフェイン投与 (25 

mg/kg; i.p.) により興奮を惹起させたマウスに対して、0.06% 投与群において約 2 倍

増加した自発運動量を対照群と同等まで鎮静する効果が認められた。またペントバ

ルビタール (25 mg/kg; i.p.) 睡眠試験を用いた鎮静活性評価において、valerena-

4,7(11)-diene 0.06% 投与群の睡眠導入時間は顕著に短縮し、また睡眠時間は対照群

と比較して 2.7 倍延長した。この作用はアドレナリン1、ドパミン D2受容体拮抗作

用を有するクロルプロマジン (5 mg/kg; p.o.) の作用と同程度であった。 

 

3. オミナエシ科植物に特異的に含有される valerena-4,7(11)-diene の抗ストレス作用を

評価した。15 分間の拘束ストレス負荷は、マウスに興奮様状態を惹起し、またスト

レス関連因子であるコルチコステロン、セロトニン、ドパミン量を増大させた。強

制水泳試験及びペントバルビタール睡眠試験において、ストレス負荷により短縮し

た不動時間及び睡眠時間を valerena-4,7(11)-diene (300 g/cage) は有意に延長した。

この作用はジアゼパム (5 mg/kg; p.o.) 及びクロルプロマジン (5 mg/kg; p.o.) の作

用と同程度であった。またストレス関連因子に対して、valerena-4,7(11)-diene は血中

コルチコステロン量を対照群と同等まで減少させ、また視床下部、線条体における

セロトニン及びドパミン量を有意に低下させた。さらに視床下部において、ストレ

ス負荷により低下したドパミンの代謝機能が valerena-4,7(11)-diene の吸入投与によ

り改善された。以上から、抗ストレス作用を示した valerena-4,7(11)-diene のメカニ

ズムとして GABA 受容体活性化作用及びドパミン D2受容体拮抗作用が示唆された。 

 

4. 甘松香の精油画分を構成する化合物として、酸化型セスキテルペノイドを 6 成分同

定した。カフェイン投与マウスに対する吸入投与試験から、強い鎮静活性を有する

patchouli alcohol 及び aristolene-1(10)-en-9-ol を見出した。鎮静活性発現に関わる

GABA 受容体の関与を検討するためペントバルビタール試験を実施した結果、

aristolene-1(10)-en-9-ol 吸入投与群  (300 g/cage) においてジアゼパム投与群  (1 

mg/kg; p.o.) と同程度の睡眠延長作用の発現が認められた。この睡眠延長作用は

GABAA-ベンゾジアゼピン受容体拮抗薬フルマゼニルの前処置 (3 mg/kg: i.p.) によ

り完全に消失したことから、aristolene-1(10)-en-9-ol は GABA 受容体活性化作用を有

することが示唆された。 

 

これらの研究成果について以下に四章に分けて論述する。  
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第一章 

 

吸入投与法を用いた沈香及び甘松香香気成分の鎮静活性評価と活性成分探索 

 

 鎮静活性評価におけるスクリーニング方法として、本研究ではオープンフィールド試

験を用いた。オープンフィールド試験とは、動物が制約を受けることなく自由に行動で

きる空間 (オープンフィールド) 内に動物を投入し、一定時間マウスの行動を観察する

ことで動物の情動変化を予測する試験である。オープンフィールド内に投入された動物

は、投入直後は新奇環境に対する探索行動及び不安様行動により自発運動量が増大する

が、時間経過と共に環境に対する馴化から動物の自発運動量は減少していく。オープン

フィールド試験において鎮静薬ジアゼパム (2 mg/kg) をマウスに経口投与すると、自発

運動量が対照群と比較して 49% 抑制されることから 25)、自発運動抑制作用を指標にし

て香気成分の鎮静効果を評価した。本研究では吸入投与試験における陽性対照としてラ

ベンダーオイルを用いた。ラベンダーオイルの鎮静活性に関する研究は数多くなされて

おり、実際にラベンダーオイルの香気成分が充満するフィールド内ではマウスの自発運

動量が低下する報告がある 26)。 

 本研究において、実験装置として家庭用観賞魚飼育水槽 (奥行 30 cm, 幅 60 cm) を用

いた。水槽底面に 10 cm 四方の格子線を引き、格子線をマウスが横切った回数を自発運

動量とし、またマウスの行動をビデオカメラにて撮影することで、異常行動等の発現の

有無を確認した。吸入投与方法として、水槽上部に香気成分を塗布したろ紙を配置し、

ガラスで蓋をした後に自然拡散で 60 分間香気成分を充満させた。このフィールド内に

マウスを投入し、オープンフィールド試験を実施した。作成した実験装置の機能に関し

てラベンダーオイルを用いて確認した後に、沈香オイル及び甘松香ヘキサンエキスの吸

入投与による鎮静効果の発現検討を行った。 

 本章では、沈香オイル及び甘松香ヘキサンエキスの香気吸入による鎮静効果と、活性

成分として同定した benzylacetone、-gurjunene、calarene の鎮静効果を報告する。 
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１節 沈香オイル及び甘松香ヘキサンエキスの吸入投与による鎮静作用 

 

沈香オイルの吸入投与による自発運動抑制作用 

 

 本研究で作成した実験装置の機能確認を行うため、ラベンダーオイル (lavender oil) 

の吸入投与による自発運動抑制作用を検討した。Figure 1A にはオープンフィールド試

験におけるマウス自発行動の 5 分毎の経時変化を、Fig. 1B には 60 分間の総運動量を

AUC 値として示した。ラベンダーオイルをマウスに吸入投与した結果、吸入投与後 30

分までに自発運動量は低下し、その後時間経過とともに自発運動抑制効果は増大した 

(Fig. 1A)。また総運動量に関して、対照群と比較し有意な AUC 値の低下が認められた 

(Fig. 1B)。60 分間のオープンフィールド試験中、マウスに異常行動は認められなかった

ことから、ラベンダーオイルの行動抑制効果は鎮静作用発現によることが示唆された。 

 作成した実験系を用いて吸入投与による沈香オイル (agarwood oil (1)：産地不明、

agarwood oil (2)：ベトナム産) の鎮静効果の発現を検討した。その結果、2 種の沈香オイ

ル投与群共に、投与後 10 分頃からマウスの自発運動量が低下し、時間経過とともに行

動抑制効果が増大した (Fig. 1A)。総運動量に関してもラベンダーオイル投与群と同程

度の AUC 値を示した (Fig. 1B)。60 分間の試験中にマウスに異常行動は認められず、沈

香オイルの香気吸入により鎮静効果が発現したことが示唆された。 

 

 

Fig. 1. Locomotor activity transition (A) and total spontaneous motor activity (B) of mice 

administered agarwood oils (400 l). Data are shown as means  SEM of six mice (* p<0.05 and 

** p<0.01 vs. control group).  
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甘松香ヘキサンエキスの吸入投与による自発運動抑制作用 

 

 甘松香をヘキサンにて抽出し、得られたヘキサンエキス (spikenard ext.) を無臭溶媒

であるトリエチルクエン酸に溶解しマウスに吸入投与した。Figure 2 には甘松香ヘキサ

ンエキスの吸入投与試験の結果を示した。その結果、総運動量に関して、1 ~ 100 mg/cage

の投与量の範囲で用量依存的な自発運動抑制効果が観察された (Fig. 2B)。特に 100 

mg/cage 投与群では、吸入投与後 30 分までにマウス自発運動量が低下し、ラベンダーオ

イル投与群と類似した行動推移を示した (Fig. 2A)。また 100 mg/cage 投与群の総運動量

はラベンダーオイル投与群と同等の AUC 値を示した (Fig. 2B)。一方 1000 mg/cage 投与

群では、マウスに対する行動抑制効果は減弱し、60 分間の試験中、跳躍行動や多排泄な

どの異常行動がマウスに観察された。 

 

 

 

Fig. 2. Locomotor activity transition (A) and total spontaneous motor activity (B) of mice 

administered spikenard ext. (1, 10, 100, 1000 mg). Data are shown as means  SEM of six mice 

(* p<0.05 and ** p<0.01 vs. control group). 
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２節 沈香及び甘松香中の主要揮発性成分の同定 

 

SPME-GC-MS 分析による沈香オイル中の揮発性成分の同定 

 

 沈香オイル中の活性成分を同定するため、沈香オイルの GC-FID 及び GC-MS 分析に

よる揮発成分の定量及び定性解析を行った。GC-MS 分析において、揮発成分の抽出を

固相マイクロ抽出 (Solid Phased Micro Extraction：SPME) により行った 27)。実験には 24

ゲージのニードル内に固定相ファイバー (1 cm) が収納された SPME ファイバーを用い

た。サンプルバイアル中のヘッドスペースに蒸散した化合物を SPME ファイバーに吸

着させ GC 部に導入することで、揮発性成分を特異的に検出することが可能になる。

SPME-GC-MS 分析の結果、沈香オイル ①から主揮発成分として benzylacetone が検出さ

れ (Fig. 3,4)、また沈香オイル ②からは-gurjunene、calarene が検出された (Fig. 3,5)。

化合物の同定は、標品との保持時間及び MS パターンの異同を確認することで行った。

GC-FID 分析から各化合物の沈香オイル中の組成比を算出した結果、benzylacetone は

0.96%、-gurjunene は 15.1%、calarene は 17.3% であった。 

 

 

 

 

Fig. 3. Structures of compounds from agarwood oils. 

 

  



9 

 

 

 

Fig. 4. A total ion chromatogram of the SPME-GC-MS analysis of the type 1 agarwood oil. The 

numbered peak is as follows: 1. Benzylacetone (peak area: 47.1%).  

 

 

 

Fig. 5. A total ion chromatogram of the SPME-GC-MS analysis of the type 2 agarwood oil. 

Numbered peaks are as follows: 2. -Gurjunene (peak area: 61.5%), 3. calarene (peak area: 

24.7%).  
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SPME-GC-MS 分析による甘松香ヘキサンエキス中の揮発性成分の同定 

 

 SPME-GC-MS 分析により甘松香ヘキサンエキス中の揮発性成分を定性解析した結果、

7 個のピークがクロマトグラム上で観測され (Fig. 7)、その中で主要ピーク (ピーク No. 

3) として calarene を同定した。GC-FID 分析から算出した calarene の甘松香ヘキサンエ

キス中の組成比は 26.1% であった。 

 

 

 

 

Fig. 7. A total ion chromatogram of the SPME-GC-MS analysis of the spikenard hexane extract. 

Numbered peaks are as follows: 3. Calarene (peak area: 63.4%). 
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Calarene の単離精製操作 

 

同定した化合物の単独投与試験の実施において、calarene に関しては活性評価に必要

な量を市販品から得ることは困難であったため、甘松香からの単離精製物を実験に用い

ることにした。甘松香ヘキサンエキス (14.3 g) をシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ーに付し、ヘキサン及びアセトンにて溶出することで 6 画分を得た。Fraction 1 に関し

て逆相系 Lobar RP-18 中圧カラム (CH3CN：H2O＝5：1、3 mL/min) にて溶出することで

Fr. 1-1 及び Fr. 1-2 を回収し、さらに Fr. 1-1 をゲルろ過カラムにて 12 時間のリサイクル

操作を行うことで calarene を 95% 以上の純度 (GC-FID) で 452 mg 得た (Scheme 1)。単

離精製した calarene の構造決定は、NMR 構造解析による 13C NMR のケミカルシフトの

文献値 28) との一致を確認することで行った。 

 

 

 

 

Scheme 1. Separation procedure of calarene from spikenard. 
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３節 単一成分の吸入投与による鎮静作用 

 

Benzylacetone の単独投与試験 

 

 吸入投与法を用いた沈香及び甘松香の鎮静活性を担う化合物を同定するため、同定し

た化合物の単独投与試験を実施した。投与量は沈香オイル中の組成から決定した。 

 Benzylacetone (東京化成株式会社, 純度 95%) の吸入投与試験の結果を Fig. 8 に示す。

Benzylacetone を 0.001% ~ 10% の用量でマウスに吸入投与した結果、0.001% ~ 0.1% の

範囲で用量依存的な自発運動抑制効果が観察された (Fig. 8A, B)。特に 0.1% 投与群で

は投与後 10 分頃からマウスの自発運動量は低下し、その後時間経過とともに対照群と

比較して有意な自発行動抑制効果が認められた (Fig. 8A)。またラベンダーオイル投与

群と同程度の AUC 値の低下が 0.1% 投与群に認められた (Fig. 8B)。一方、1.0% 投与

群では、対照群と比較して行動量の増加が認められ、AUC 値は対照群と比較して増大

する傾向を示した (Fig. 8B)。10% 投与群においては、多排泄等の異常行動がマウスに

観察されたが、AUC 値に顕著な変動は認められなかった (Fig. 8B)。 

 

 

 

Fig. 8. Locomotor activity transition (A) and total spontaneous motor activity (B) of mice 

administered benzylacetone (0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 10%). Data are shown as means  SEM of six 

mice (* p<0.05 and ** p<0.01 vs. control group). 
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Calarene の単独投与試験 

 

Calarene (単離精製物) の吸入投与試験の結果を Fig. 9 に示す。投与量は 0.085, 0.17, 

1.7, 17% とした。Calarene 0.17% 投与群では、投与後 10 分頃からマウスの自発運動量

が低下し始め、その後時間経過と共に対照群と比較して運動量の低下が認められた 

(Fig. 9A)。また 0.17% 投与群の AUC 値は対照群と比較して有意に低い値を示し、ラベ

ンダーオイル投与群と同程度の行動抑制効果が認められた (Fig. 9B)。一方、1.7%, 17% 

投与群においてはマウスに跳躍行動や多排泄等の異常行動が観察されており、17% 投

与群における有意な AUC 値の低下は、鎮静効果発現に由来しないことが考えられた 

(Fig. 9B)。 

 

 

 

 

Fig. 9. Locomotor activity transition (A) and total spontaneous motor activity (B) of mice 

administered calarene (0.087, 0.17, 1.7, 17%). Data are shown as means  SEM of six mice (* 

p<0.05 and ** p<0.01 vs. control group). 
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-Gurjunene の単独投与試験 

 

-Gurjunene (Fluka, 純度 95%) の吸入投与試験の結果を Fig. 10 に示す。0.15, 1.5%, 

15% の用量で吸入投与した結果、1.5% 投与群において有意な自発運動抑制作用が認め

られた (Fig. 10)。吸入投与後 10 分頃からマウスの自発運動量は低下し、60 分間を通し

て対照群と比較して低い行動量を推移した (Fig. 10A)。また AUC 値に関しても陽性対

照であるラベンダーオイル投与群と同程度となり、有意な行動抑制効果が観察された 

(Fig. 10B)。一方 15% 投与群では、吸入投与後 30 分までの行動量は対照群と比較して

有意に増加し (Fig. 10A)、AUC 値は対照群と比較し増加傾向を示した (Fig. 10B)。 

 

 

 

 

Fig. 10. Locomotor activity transition (A) and total spontaneous motor activity (B) of mice 

administered -gurjunene (0.15, 1.5, 15%). Data are shown as means  SEM of six mice (* 

p<0.05 and ** p<0.01 vs. control group). 
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考察 

 

 オープンフィールド試験を用いて薬物投与後の実験動物の自発運動変化を観察する

ことで、薬物の有する作用を推定することが可能である。フィールド内へ投入された動

物は新奇環境に対する探索行動や不安様行動により自発運動量が増大するが、鎮静薬の

投与により自発運動活性は低下し 25)、一方興奮薬の投与によりマウスの自発運動活性

は上昇し 29)、また興奮行動に伴う跳躍行動や排尿回数の増大も観察される。本章では各

種香気試料の充満するケージ内でオープンフィールド試験を実施することで、香気吸入

により発現する薬理作用を解析した。 

 鎮静効果発現が期待されている沈香及び甘松香の芳香に着目し、作成した実験系を用

いて沈香オイル及び甘松香ヘキサンエキスの吸入投与試験を実施した結果、陽性対照と

して用いたラベンダーオイルと同程度の行動抑制作用が発現した。さらにこれら芳香性

生薬の鎮静効果に寄与する成分として、沈香オイル及び甘松香ヘキサンエキスから

benzylacetone、-gurjunene、calarene を同定した。 

 これら化合物の単独投与試験において、1.0% benzylacetone、1.5% -gurjunene、0.17% 

calarene 投与群において有意な行動抑制効果が認められた。一方、行動抑制効果を示し

た用量より高用量側ではマウスに跳躍行動や多排泄等の異常行動が観察された。跳躍行

動や多排泄行動は動物に不安状態や興奮状態が惹起された際に認められる現象であり

30)、高用量の香気成分の負荷はマウスに異常行動を誘発させたことが示唆された。香気

吸入による毒性発現に関しては、ラベンダーオイル中の主要揮発成分であるモノテルペ

ノイド linalool において報告例がある。Linalool の吸入投与試験において、低用量では

鎮静効果が発現するが 31)、高用量 (2740 mg/m3) に曝されると神経毒性が発現すること

が報告されている 32)。Calarene 17% 投与群の AUC 値は対照群と比較して有意に低下し

たが、ろ紙に添加した calarene 全量がフィールド内に揮散した際の単位容積中の濃度は

約 1100 mg/m3となり、毒性を発現する linalool の単位容積中の濃度に近似していること

から、行動量の低下は毒性等の影響により引き起こされたことが示唆された。 

 本章では、香気成分の吸入投与による薬理作用の評価においてマウスを用いた実験系

を構築し、沈香及び甘松香から活性成分として 3 個の化合物を同定した。注意欠陥障害

や注意欠陥多動性障害に対して米国では芳香療法の臨床利用が一般的に認められてい

る。近年、芳香療法に関する研究がさらに着目されており、本研究結果から沈香や甘松

香の芳香の有効利用が期待される。 
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第二章 

 

鎮静活性を有する甘松香由来 valerena-4,7(11)-diene の同定 

 

 第一章ではオープンフィールド試験を用いた鎮静活性評価から、沈香及び甘松香の芳

香に鎮静効果が発現することを報告した。またこれら芳香性生薬の活性を担う化合物を

同定したが、甘松香ヘキサンエキス (100 mg/cage; AUC 値: 939 ± 206) の行動抑制効

果は、甘松香ヘキサンエキス中の主揮発性成分である calarene (0.16%; AUC 値: 1209 ± 

168) より強い傾向を示した。そこで第二章では甘松香から calarene 以外の活性成分を

同定することを目的とした。方法として、GC-MS 分析において calarene の次に強度の

高いピークを同定するとともに、甘松香ヘキサンエキスの粗精製画分から活性画分を見

出すことで、鎮静活性を示す化合物の探索を行った。その結果、強い鎮静活性を有する

valerena-4,7(11)-diene を同定したことを本章で報告する。 

さらに第二章ではカフェインにより興奮を惹起したマウスを用いたオープンフィー

ルド試験と、ペントバルビタール睡眠試験を実施することで valerena-4,7(11)-diene の鎮

静作用を詳細に解析した。ストレス障害である不眠症や不安症状の誘発には、交感神経

系の活性化による興奮、緊張の惹起が関与する。そこで、カフェイン処置により興奮状

態を惹起させたマウスに対する鎮静効果を検討することで、ストレス障害に対する

valerena-4,7(11)-diene の有効性を評価した。また鎮静活性の発現メカニズムを推定する

ためにペントバルビタール睡眠試験を行った。ペントバルビタールは GABAA受容体-ピ

クロトキシン結合部位に結合する薬物として動物に対する麻酔薬として利用されるが、

麻酔作用を示す用量 (50 ~ 100 mg/kg) の約 1/3 の用量では催眠作用が誘発される。この

ペントバルビタール誘発睡眠に対して、植物由来の香気が影響を与える報告がある。レ

モンは自律神経興奮作用を、バレリアンは鎮静作用を示すが、ペントバルビタールを腹

腔内投与したラットをレモンまたはバレリアンの芳香が充満するケージ内に投入する

と、レモンの芳香中では睡眠時間が対照群と比較して 22% 短縮し、またバレリアンの

芳香中では睡眠時間が 46% 延長した報告がある 33)。そこで、ペントバルビタールによ

り誘発された催眠に対する増強効果を鎮静作用として評価した。 

中枢抑制薬の中で GABA 受容体を活性化する薬物の他に、ドパミン D2受容体拮抗作

用を有する薬物もペントバルビタール誘発睡眠を有意に増強させる作用がある 34)。本

章ではペントバルビタール睡眠試験を用いて、valerena-4,7(11)-diene の吸入による鎮静

活性の発現に関わる作用機序を推定した。 
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１節 -Maaliene 及び valerena-4,7(11)-diene の吸入投与による自発運動抑制作用 

 

粗精製画分 (Fr. 1, 3) の吸入投与試験 

 

 甘松香ヘキサンエキスの粗精製画分 (Scheme 1) の中で、主要画分 Fr. 1 ~ 3 に関して

GC-MS 分析を行った (Fig. 11)。Fraction 2 は Fr. 1 と Fr. 3 の混合画分であったため、Fr. 

1 及び Fr. 3 に関して吸入投与試験を実施した。 

 

Fig. 11. Total ion chromatogram of GC-MS analysis of fractions 1, 2 and 3 of spikenard hexane 

extract. 
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粗精製画分の吸入投与試験の結果を Fig. 12 に示した。第一章で同定した benzylacetone 

(0.1%) の活性と比較し、Fr. 3 (0.1%) は benzylacetone よりも強い行動抑制作用を示した。

活性画分 Fr. 3 中の主要ピークを同定し、また calarene の次に強度の高いピークを Fr. 1

から単離同定することにした。 
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Fig. 12. Total spontaneous motor activity of mice administered Fr. 1 and Fr. 3 (0.1%). Data are 

shown as means  SEM of six mice (* p<0.05 and ** p<0.01 vs. control group). 
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-Maaliene、aristolene、valerena-4,7(11)-diene の同定 

 

活性画分 Fr. 3 (343 mg) に関して、Lobar RP-18 中圧カラムを用いて CH3CN：H2O＝

5：1 (流速 3 mL/min) にて溶出することで valerena-4,7(11)-diene を 95% 以上の純度 (GC-

FID) で 212 mg 得た (Scheme 2, Fig. 13)。また Fr. 1 (320 mg) に関してゲルろ過カラムに

て 5 時間のリサイクル操作を行った後に Fr. 1-1 (300 mg) を回収し、続く分取 HPLC (C-

30, CH3CN：H2O＝5：1) を用いて 12 時間のリサイクル操作を行うことで-maaliene、

aristolene を 95% 以上の純度 (GC-FID) で得た (Scheme 2, Fig. 13)。構造決定は 13C, 1H-

NMR 及び HMQC, HMBC, 1H-1H-COSY スペクトル解析により行い、13C-NMR のケミカ

ルシフトの文献値との一致を確認した 35), 36), 37)。GC-FID 分析から各化合物の甘松香ヘキ

サンエキス中の組成比を算出した結果、-maaliene は 14.1%、aristolene は 8.3%、valerena-

4,7(11)-diene は 6.3% であった。 

 

 

Scheme 2. Separation procedure of sesquiterpenoids contained in spikenard hexane extract. 

 

 

 

Fig. 13. Chemical structures of isolated compounds from spikenard. 
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-Maaliene の単独投与試験 

 

 単離精製した-maaliene 及び valerena-4,7(11)-diene に関して、オープンフィールド試

験を用いた吸入投与試験を行った。Aristolene に関しては収量が少なかったため単独投

与試験は行わなかった。投与量は甘松香ヘキサンエキス中の組成から決定し、-maaliene

は 0.014, 0.14%、valerena-4,7(11)-diene は 0.006, 0.06% とした。 

 Figure 14 に-maaliene の単独投与試験の結果を示した。0.014% 投与群では投与後 20

分から、0.14% 投与群においては投与後 10 分から経時的な行動抑制効果が認められ、

特に 0.14% 投与群において、投与後 25 分以降には対照群と比較して自発運動量の有意

な低下が観察された (Fig. 14A)。60 分間の総運動量に関して、0.014%、0.14% 投与群と

もにラベンダーオイル投与群と同等の AUC 値を示した (Fig. 14B)。 

 

 

 

 

Fig. 14. Change in locomotor activity (A) and total spontaneous motor activity (B) of mice 

administered -maaliene. Data are shown as means  SEM of six mice (* p<0.05 and ** p<0.01 

vs. control group). 
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Valerena-4,7(11)-diene の単独投与試験 

 

 Valerena-4,7(11)-diene の単独投与試験の結果を Fig. 15 に示した。0.006% 投与群では

投与後 20 分までに自発運動抑制効果が発現したが、0.06% 投与群では投与後 10 分ま

でにマウスの自発運動量が有意に低下し、さらに投与後 25 分以降には顕著な行動抑制

効果が観察された (Fig. 15A)。60 分間の総運動量に関して、0.06% valerena-4,7(11)-diene

は陽性対照であるラベンダーオイルより強い鎮静作用を示した (Fig. 15B)。 

 

 

 

 

Fig. 15. Change in locomotor activity (A) and total spontaneous motor activity (B) of mice 

administered valerena-4,7(11)-diene. Data are shown as means  SEM of six mice (* p<0.05 and 

** p<0.01 vs. control group).  

0

500

1500

2000

2500

1000

A
U

C

3000

Control Lavender oil 0.006 0.06

Valerena-4,7(11)-diene (%)

**

* *

50

100

150

C
o

u
n

t 
p

e
r

5
 m

in
s

200

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Time (min)

Control

Lavender oil

Valerena-4,7(11)-diene 0.006%

0.06%

*

**

*

**
* **

*

* *
*

* *** * *

(A) (B)



22 

 

２節 カフェイン投与マウスに対する valerena-4,7(11)-diene の鎮静作用 

 

 活性画分 Fr. 3 (Scheme 2) 中の主要ピークとして同定した valerena-4,7(11)-diene はラ

ベンダーオイルより強い鎮静作用を示した。Valerena-4,7(11)-diene の強い鎮静活性に着

目し、カフェインにより興奮を惹起させたマウスに対して吸入投与試験を実施した 

(Fig. 16)。興奮を惹起するカフェインの用量を 2.5 mg/kg ~ 40 mg/kg の範囲で検討した結

果、カフェイン 25 mg/kg の腹腔内投与によりマウス自発運動量は溶剤群と比較して約

2 倍増加した (data not shown)。カフェイン (25 mg/kg; i.p.) により興奮を惹起させたマ

ウスに 0.06% valerena-4,7(11)-diene を吸入投与した結果、マウスの自発運動量は対照群

と同等まで減少した。 

 

 

 

 

Fig. 16. The effect of valerena-4,7(11)-diene in caffeine-treated mice. Data are shown as means 

 SEM of six mice. 
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３節 Valerena-4,7(11)-diene のペントバルビタール誘発睡眠の延長作用 

 

 ペントバルビタール睡眠試験を用いて valerena-4,7(11)-diene の鎮静効果を詳細に検討

した (Fig. 17)。ペントバルビタールを腹腔内投与 (25 mg/kg) したマウスを香気試料の

充満するケージ内に投入し、誘発される睡眠までの導入時間と連続した睡眠時間を測定

した。本実験において1, D2受容体拮抗作用を有するクロルプロマジンをペントバルビ

タール処置 30 分前に経口投与した (5 mg/kg)。睡眠導入時間に関して、対照群の 5.6 分

に対し、ラベンダーオイル吸入投与群、0.1% benzylacetone 吸入投与群では約 5 分とな

り対照群と差は認められなかったが、0.06% valerena-4,7(11)-diene 吸入投与群の睡眠導

入時間は 3.6 分となり有意に短縮した。これはクロルプロマジン投与群と同程度 (3.3 

分) であった (Fig. 17A)。また睡眠時間に関して、対照群の 21.6 分と比較してラベンダ

ーオイル投与群では 37.1 分、0.1% benzylacetone 投与群では 31.8 分となり有意な睡眠延

長作用が観察された。一方、0.06% valerena-4,7(11)-diene 吸入投与群の睡眠時間は 57.3

分となり対照群と比較し約 2.7 倍の延長作用が認められ、クロルプロマジンと同程度 

(52.4 分) の延長作用を valerena-4,7(11)-diene は示した (Fig. 17B)。 

 

 

0

2

4

6

8

C
on

tro
l

C
hr

ol
pr

om
az

in
e

(5
 m

g/
kg

, p
.o

.)

La
ve

nd
er

 o
il

Ben
zy

la
ce

to
ne

(0
.1

%
)

Val
er

en
a-

4,
7(

11
)-d

ie
ne

(0
.0

6%
)

**
**

T
im

e
 t
o
 s

le
e
p
 (

m
in

)

(A)

0

15

30

45

60

S
le

e
p
 d

u
ra

ti
o
n
 (

m
in

) **

*

**

*

C
on

tro
l

C
hr

ol
pr

om
az

in
e

(5
 m

g/
kg

, p
.o

.)

La
ve

nd
er

 o
il

Ben
zy

la
ce

to
ne

(0
.1

%
)

Val
er

en
a-

4,
7(

11
)-d

ie
ne

(0
.0

6%
)

(B)

 

Fig. 17. Effects of the inhalation of various odorants on pentobarbital-induced sleep in mice on 

time to sleep (A) and sleep duration (B). Data are shown as means  SEM of six mice (* p<0.05 

and ** p<0.01 vs. control group). 
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考察 

 

 甘松香ヘキサンエキス中に含有される揮発性成分として、本章では新たに aristolene、

-maaliene、valerena-4,7(11)-diene を同定した (Fig. 13)。多環性のセスキテルペノイドの

基本骨格は通常 5-7 員環または 6-6 員環であるが、valerena-4,7(11)-diene は 5-6 員環性で

あることから、オミナエシ科植物に特異的に含有される成分であることが示唆されてい

る。Figure 18 には報告されている valerena-4,7(11)-diene の推定生合成経路を示した。

(E,E)-ファルネシルカチオンの環化反応により 10 員環の中間体 (A) が構築される。通

常は経路 c, d, e による 1,3-ヒドリドシフトにより 6-6 員環または 5-7 員環化合物が構築

されるが、5-6 員環性を構築するための経路 f (C-6, C-8 位間の共有結合を形成) はオミ

ナエシ科植物に特異的に進行する反応であることが報告されている 38)。Valerena-4,7(11)-

diene は Valeriana officinalis (オミナエシ科) から新規化合物として単離され 37)、V. 

officinalis 以外の植物からの単離は本研究が初めてである。 

 

 

Fig. 18. Putative biosynthetic pathway of valerena-4,7(11)-diene. 

 

 オミナエシ科植物に特異的に含有される valerena-4,7(11)-diene は、強い鎮静活性を有

することも本章で明らかとした。Valerena-4,7(11)-diene は、カフェイン投与により誘発

した興奮行動を有意に鎮静し、またペントバルビタール睡眠試験においてクロルプロマ

ジンと同程度の睡眠延長作用を示した。カフェイン投与による興奮作用はアデノシン受

容体拮抗作用、ホスホジエステラーゼ阻害作用から引き起こされるが、この作用は麻酔

薬などによる中枢抑制と拮抗する 39)。Valerena-4,7(11)-diene はペントバルビタール誘発

睡眠を顕著に延長し、さらにクロルプロマジンと類似した作用を示したことから、
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valerena-4,7(11)-diene の吸入投与による鎮静作用の発現には、中枢神経系の GABA 受容

体活性化作用 40) や、ドパミン D2受容体拮抗作用が関与することが考察された。 

 日常のストレスによる緊張状態は不眠症や不安症状を引き起こす原因となる。

Valerena-4,7(11)-diene の吸入投与による催眠増強作用や鎮静作用を、緊張状態の緩和や

ストレス障害の改善に効果的に利用できる可能性がある。また多動性障害に対して既に

米国では芳香療法が用いられていることから、valerena-4,7(11)-diene の有効利用が期待

される。 
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第三章 

 

Valerena-4,7(11)-diene 吸入投与による拘束ストレス誘発興奮行動と 

ストレス関連因子変動に対する抑制効果 

 

日常的なストレスは不眠症や不安症状等のストレス障害を引き起こし、また慢性的な

ストレスの暴露はうつ病等の中枢神経系疾患の発症要因となる 1)。抗不安薬や抗うつ薬

はストレス障害の軽減に効果的だが、これら薬物の副作用が問題となっている。そこで

本章では、芳香療法の利用によるストレス軽減効果を検討した。第二章より valerena-

4,7(11)-diene は強い鎮静作用を示したことから、本化合物の抗ストレス作用を評価した。 

視床下部－下垂体－副腎皮質系 (hypothalamo-pituitary-adrenal axis：HPA 系) はストレ

ス伝達機構として知られる。ストレス刺激により視床下部室傍核から下垂体前葉にコル

チコトロピン遊離ホルモン (CRH) が分泌され、CRH が副腎皮質刺激ホルモン (ACTH) 

の分泌を促進し、そして ACTH が体内循環を経て副腎皮質からのグルココルチコイド

の放出を促進する。通常は、放出されたグルココルチコイドが下垂体、視床下部、海馬

のグルココルチコイド受容体を介して、ACTH や CRH の放出に負のフィードバックを

与えるが、持続的なストレス刺激により HPA 系のフィードバック機能が破綻する。そ

の結果、グルココルチコイドが過剰分泌されることで中枢が障害を受け、うつ病等が発

症するとされる 8)。また、生体がストレスに曝されると防御機構としてモノアミン神経

系が活性化され、その結果、交感神経系の機能が亢進し、興奮、緊張状態が惹起される

41) 42) 43)。そこで本章では、ストレスにより誘発される興奮状態及びストレス関連因子の

増大に対する抑制作用を抗ストレス作用として評価した。 

本章で用いたストレッサーは Sabban らの報告を参考にして決定した。拘束ストレス

負荷中のラットの心拍変動を解析した結果、拘束ストレス負荷後 15 分時点でラットの

平均動脈圧及び心拍数が最大値に到達した 44)。そこで本章では、マウスに 15 分間の拘

束ストレスを負荷し、ストレス負荷により惹起される興奮状態をオープンフィールド試

験、強制水泳試験、ペントバルビタール睡眠試験を用いて解析した。またストレス関連

因子として、血清中コルチコステロンを ELISA 法により、脳内モノアミン (アドレナリ

ン、ドパミン、セロトニン) 及びこれらの代謝物 (ホモバニリン酸、5-ヒドロキシイン

ドール酢酸、3,4-ヒドロキシフェニル酢酸) を HPLC-ECD 法により測定した。 

さらに本章では、valerena-4,7(11)-diene の吸入投与による作用発現経路の解析を行っ

た。吸入投与による作用発現には香気成分の嗅覚系刺激と、化合物の経肺的な吸収が関

与することが考えられている。香気成分が嗅細胞を刺激することで匂い応答が脳に伝達

され、大脳辺縁系や視床下部が作動することで自律神経系及びホルモン分泌に影響し

様々な薬理効果が発現するとされる 45)。また経肺的に吸収された香気成分は血中に移

行し、全身作用により種々の効果が発現するとされる 46)。嗅覚系の関与について、硫酸
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亜鉛の鼻腔内投与により作成した嗅覚鈍化モデルマウスを用いたオープンフィールド

試験から検討した。また化合物の経肺吸収の関与について、吸入投与後の valerena-

4,7(11)-diene の組織移行性と尾静脈投与後のオープンフィールド試験から検討した。 
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１節 ストレス誘発性の興奮行動に対する valerena-4,7(11)-diene の鎮静作用 

 

強制水泳試験における不動時間延長作用 

 

15 分間の拘束ストレス負荷により惹起される興奮状態を各種行動薬理学試験により

解析した。拘束ストレス負荷によりマウスの自発運動量は変化しなかったが (data not 

shown)、強制水泳試験及びペントバルビタール睡眠試験において興奮様行動が観察され

た。Figure 19 には 6 分間の強制水泳試験における不動時間の累積時間を示した。強制水

泳試験における不動時間の短縮は抗うつ薬の投与により認められるが、興奮薬の投与に

おいても同様の作用が認められる 47)。未処置 (control) の不動時間 235 秒に対して、カ

フェイン (20 mg/kg) を投与したマウスの不動時間は 104 秒となり、未処置と比較して

不動時間が 56% 短縮した。同様の作用はストレスを負荷したマウス (stress) において

も観察され、15 分間の拘束ストレスを負荷することで不動時間が 135 秒となり、未処

置と比較して 43% 短縮した。また、ストレスを負荷したマウスに対してジアゼパム (5 

mg/kg) を前処置することで不動時間が有意に延長したことから、ストレスを負荷した

マウスに対する不動時間の延長作用を鎮静作用として評価した。 

拘束ストレスを負荷したマウスに対して、valerena-4,7(11)-diene の充満するケージ内

で強制水泳試験を実施した。その結果、ストレスを負荷したマウスの不動時間は用量依

存的に延長し、特に 300 g/cage 投与群の不動時間は 254 秒となりジアゼパム投与群と

同程度の延長作用が観察された。 
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Figure 19. Immobility times in the forced swim test. Data are presented as the mean ± standard 

deviation of each group (n = 8). Comparisons were made using one-way analysis of variance 

followed by Tukey’s test; **P < 0.01 vs. control group, #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. vehicle group, ††P 

< 0.01 vs. stress group.  
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ペントバルビタール睡眠試験における睡眠延長作用 

 

Figure 20 にはペントバルビタール睡眠試験の結果を示した。未処置 (control) の睡眠

時間 31 分に対して、カフェインを投与したマウスの睡眠時間は 12 分となり、未処置と

比較して 61% 短縮した。同様に拘束ストレスを負荷したマウス (stress) の睡眠時間は

16 分 (47% 短縮) となり、ストレス負荷による興奮状態の惹起が観察された。 

拘束ストレスを負荷したマウスに対して、valerena-4,7(11)-diene の充満するケージ内

でペントバルビタール睡眠試験を実施した。その結果、ストレスを負荷したマウスの睡

眠時間は用量依存的に延長し、特に 300 g/cage 投与群の睡眠時間は 31 分となり、未処

置の睡眠時間と同程度まで延長した。同様の作用はクロルプロマジンの投与によっても

観察され、ストレスを負荷したマウスに対してクロルプロマジン (5 mg/kg) を前処置す

ることで睡眠時間が 45 分まで延長した。 
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Figure 20. Sleeping times in the pentobarbital sleep test. Data are presented as the mean ± standard 

deviation of each group (n = 8). Comparisons were made using one-way analysis of variance 

followed by Tukey’s test; **P < 0.01 vs. control group, #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. vehicle group, ††P 

< 0.01 vs. stress group. 
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第二節 ストレス関連因子に対する valerena-4,7(11)-diene の抑制作用 

 

血清コルチコステロン変動に対する抑制作用 

 

生体組織 (血清、視床下部、線条体) は拘束ストレス負荷の終了直後、及び解放 30 分

後に回収した。この解放 30 分間に valerena-4,7(11)-diene (300 g/cage) をマウスに吸入

投与することで抗ストレス作用を評価した。Figure 21 には血清中コルチコステロン量

の測定結果を示した。未処置 (control) の血清中コルチコステロン量は 1.57 ng/mL であ

ったが、拘束ストレス負荷の終了直後 (stress) の濃度は 2.74 ng/mL となり、拘束ストレ

スの負荷により約 2倍増加した。また解放 30分後の vehicle群の血清中濃度は 2.29 ng/mL

であり、血清コルチコステロン量は高レベルを維持していた。一方、解放 30 分後の

valerena-4,7(11)-diene 投与群の血清中コルチコステロン量は 1.41 ng/mL となり、未処置

と同等レベルまで低下した。 
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Figure 21. The effect of valerena-4,7(11)-diene on acute restraint stress-induced changes in serum 

corticosterone levels in mice. Data are presented as the mean ± standard deviation of each group 

(n = 6). Comparisons were made using one-way analysis of variance followed by Tukey’s test; 

**P < 0.01 vs. control group, ##P < 0.01 vs. vehicle group. 
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脳内モノアミン変動に対する抑制作用 

 

Table 1 には脳内モノアミン量の測定結果を示した。視床下部及び線条体における NE, 

DOPAC, 5-HIAA 量ではストレスの負荷による有意な変化は認められなかったが、DA, 5-

HT 量に関して顕著な増大が観察された。線条体の DA 量は拘束ストレス負荷の終了直

後 (stress) に増加し、また解放 30 分後 (vehicle) においても高レベルを維持していた。

また視床下部の DA 量は、解放 30 分後 (vehicle) に有意に増加した。5-HT 量に関して

は、視床下部、線条体において拘束ストレス負荷の終了直後 (stress) に増加し、線条体

では解放 30 分後 (vehicle) においても高レベルを維持していた。また代謝物との比から

算出したドパミン及びセロトニンの代謝回転に関して、DOPAC/ DA の値は視床下部で

は解放 30 分後 (vehicle) に低下し、線条体では拘束ストレス負荷の終了直後 (stress) に

有意に低下した。また視床下部における 5-HIAA/ 5-HT の値は拘束ストレス負荷の終了

直後 (stress) に有意に低下した。 

Valerena-4,7(11)-diene を 30 分間吸入投与した結果、視床下部における DA 量及び線条

体における DA, 5-HT 量の有意な低下が認められた。また視床下部において観察された

DA 代謝回転の低下は、valerena-4,7(11)-diene の吸入投与により未処置と同等レベルまで

改善した。 

 

Table 1. Effects of valerena-4,7(11)-diene (VLD) on cerebral monoamine and metabolite levels 

induced by acute restraint stress in mice. 

Results represent the mean ± standard deviation of each group (n = 6). Comparisons were made 

using one-way analysis of variance followed by Tukey’s test; *P < 0.05, **P < 0.01 vs. control 

group, #P < 0.05, ##P < 0.05 vs. vehicle group. 

  

Brain region Groups Monoamine and metabolite (ng/mg weight tissue) Ratio 

  NE DA DOPAC HVA 5-HT 5-HIAA DOPAC/DA 5-HIAA/5-HT 

Hypothalamus Control 2.141±0.110 0.403±0.076 0.089±0.020 1.736±0.292 0.976±0.120 0.400±0.037 0.232±0.086 0.415±0.066 

 Stress 2.032±0.141 0.463±0.091 0.094±0.004 2.288±0.326* 1.134±0.122* 0.379±0.022 0.209±0.038 0.336±0.021* 

 Vehicle 2.058±0.256 0.620±0.199** 0.102±0.032 1.926±0.706* 0.979±0.131 0.408±0.105 0.188±0.026* 0.415±0.077 

 VLD 2.050±0.230 0.432±0.083## 0.098±0.015 2.022±0.315 1.060±0.080 0.440±0.053 0.241±0.099# 0.415±0.034 

Striatum Control 0.228±0.031 5.389±0.471 0.379±0.092 7.870±0.284 0.448±0.044 0.170±0.028 0.064±0.006 0.379±0.050 

 Stress 0.228±0.033 6.336±0.677** 0.288±0.094 7.788±1.560 0.534±0.043** 0.180±0.029 0.045±0.010** 0.355±0.038 

 Vehicle 0.239±0.015 6.353±0.437** 0.352±0.053 7.689±0.403 0.532±0.046** 0.203±0.014* 0.055±0.006 0.383±0.026 

 VLD 0.226±0.057 5.841±0.227# 0.362±0.078 7.732±0.804 0.486±0.021# 0.201±0.038 0.057±0.007 0.414±0.068 
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３節 吸入投与法における作用発現経路の解析 

 

嗅覚鈍化モデルマウスに対する valerena-4,7(11)-diene の吸入効果 

 

吸入投与における嗅覚系の関与を検討するため、嗅覚鈍化マウスに対する valerena-

4,7(11)-diene の吸入の効果を検討した。嗅覚鈍化マウスは、硫酸亜鉛溶液をマウスの両

鼻腔内へ点鼻する処置を 5 日間連続で行うことで作成した。処置無しのマウス (control 

mice) 及び嗅覚鈍化処置したマウス (anosmic mice) を用いてオープンフィールド試験

を実施した (Fig. 22)。Valerena-4,7(11)-diene (300 g/cage) を吸入投与した結果、処置無

しのマウスでは自発運動量が vehicle 群と比較して 55% 低下したが、嗅覚鈍化処置した

マウスでは 27% 低下した。 
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Figure 22. The locomotor reduction effect of valerena-4,7(11)-diene inhalation on anosmic model 

mice. Data are presented as the mean ± standard deviation of each group (n = 6). Statistical 

differences vs. vehicle group indicated by *P < 0.05, **P < 0.01 (Student’s t-test). 
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吸入投与による valerena-4,7(11)-diene の組織移行性 

 

吸入投与による経肺吸収の関与を検討するため、15 分、30 分、60 分間の valerena-

4,7(11)-diene の吸入投与後に全血及び全脳を採取し、これら組織中の valerena-4,7(11)-

diene の濃度を測定した (Table 2)。その結果、15 分間 valerena-4,7(11)-diene を吸入させ

た群に血中及び中枢から valerena-4,7(11)-diene が検出され、中枢における濃度は 30 分

間の吸入投与後にプラトーに達したが、血中濃度は吸入時間依存的に増加した。 

 

 

Table 2. Valerena-4,7(11)-diene concentrations in whole brains and blood at 15-, 30-, or 60-min 

inhalation, and at 15 min after i.v. administration. 

Time after 

administration (min) 

Inhalation administration  i.v. administration 

Whole brain 

(ng/g weight tissue) 

Blood 

(ng/mL) 

 Blood (ng/mL) 

 10 g/kg 100 g/kg 1000 g/kg 

15 5.62  0.17 4.04  0.14  nd 2.95  0.45 33.9  0.29 

30 11.1  0.27 5.01  0.32     

60 10.9  0.25 8.34  0.35     

Data are presented as the mean ± standard deviation of each group (n = 6). 

nd, not detected 
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Valerena-4,7(11)-diene の尾静脈投与試験 

 

吸収による鎮静効果発現を確認するため、valerena-4,7(11)-diene を 10, 100, 1000 g/kg

の投与量で尾静脈投与し、投与 15 分後にオープンフィールド試験を実施した。Figure 

23 には 60 分間の総運動量を示した。その結果、100 g/kg 投与群において vehicle 群と

比較して有意な行動抑制効果が観察された (vehicle 群：4056 counts, 100 g/kg 投与群：

1861 counts)。また 100 g/kg尾静脈投与 15 分後の血中濃度は 2.95  0.45となり、valerena-

4,7(11)-diene の吸入投与後の血中濃度と同等レベルであった (Table 2)。 
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Figure 23. Total motor activities of mice after intravenous administration of valerena-4,7(11)-

diene. Data are presented as the mean ± standard deviation of each group (n = 8). Comparisons 

were made using one-way analysis of variance followed by Tukey’s test; **P < 0.01 vs. vehicle 

group. 
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考察 

 

第二章において同定した valerena-4,7(11)-diene の抗ストレス作用を本章では検討した。

拘束ストレスをマウスに 15 分間負荷した結果、強制水泳試験及びペントバルビタール

睡眠試験においてカフェイン様の興奮行動がマウスに観察された。またストレス関連因

子として、血清中コルチコステロン量及び脳内 DA, 5-HT 量がストレス負荷により増加

した。また視床下部及び線条体におけるドパミン代謝回転の低下がストレス負荷により

観察されたことから、ストレス負荷により中枢ドパミン神経系が活性化したことで興奮

状態がマウスに惹起されたことが示唆された。 

ストレス負荷によるモノアミン変動において、視床下部における 5-HT量の増加はDA

量の増加より早期に観察された。ストレス刺激による HPA 系の活性化にはセロトニン

神経系の活性化が中心的役割を担うことが報告されており 48)、またセロトニン神経系

の活性化は他のモノアミン神経系の活性化よりも早期に誘導される 49) ことから、スト

レス刺激による HPA 系の活性化とドパミン神経系の活性化はセロトニン神経系の活性

化が引き金となり誘発されたことが示唆された。 

ストレスを負荷したマウスに valerena-4,7(11)-diene を吸入投与した結果、ストレス負

荷により惹起された興奮状態を有意に鎮静し、また増加したストレス関連因子を未処置

と同等レベルまで低下させた。Valerena-4,7(11)-diene の抗ストレス作用の発現メカニズ

ムに関して、陽性対照として用いたジアゼパム及びクロルプロマジンの効果と比較する

ことで考察した。ベンゾジアゼピン系薬物はセロトニン神経系を制御する作用があり 50)、

さらに、ジアゼパムがセロトニンの生合成を抑制することでコルチコトロピン放出ホル

モン (CRH) の分泌が抑制される報告がある 51)。これらの報告から、valerena-4,7(11)-

diene の吸入投与により GABA 受容体が活性化され、その結果、セロトニン量が低下し

HPA 系が抑制されたことが示唆された。 

一方、社会敗北ストレスにより誘発されたうつ様モデルラットに認められたドパミン

代謝回転の低下を、ドパミン D2 受容体拮抗薬であるアミスルピリドが改善した報告が

ある 52)。本研究において valerena-4,7(11)-diene のドパミン代謝機能に対する作用から、

本化合物のドパミン D2 受容体拮抗作用が示唆され、ストレス負荷マウスに対する鎮静

作用はドパミン神経系の抑制により発現したことが考察された。 

さらに本章では valerena-4,7(11)-diene の吸入投与による作用発現経路の解析を行った。

嗅覚鈍化処置したマウスに対する valerena-4,7(11)-diene の行動抑制効果は、処置無しの

マウスに対する効果と比較して有意に減弱したことから、嗅覚系の関与が示唆された。

しかし、嗅覚鈍化処置したマウスにおいて若干の行動抑制効果が観察されたことは経肺

吸収の関与が示唆され、実際に valerena-4,7(11)-diene の吸入投与後にマウスの血中から

本化合物が検出された。吸収による鎮静効果の発現を検証するため尾静脈投与試験を実

施した結果、valerena-4,7(11)-diene 100 g/kg 投与群において有意な行動抑制効果が観察
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された。また尾静脈投与 (100 g/kg) 15 分後の血中濃度は吸入投与 (300 g/cage) 後の

濃度と同程度であったことから、吸入投与における経肺吸収の関与が示唆された。抗ス

トレス作用を示した valerena-4,7(11)-diene を利用することで、不安症状やうつ様症状等

のストレス障害を効果的に改善できる可能性がある。 
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第四章 

 

GABAA受容体親和性を有する 

酸化型セスキテルペノイド aristolen-1(10)-en-9-ol の同定 

 

第一章から第三章において、甘松香に含有される芳香成分から鎮静活性を有するセス

キテルペンを同定した。芳香成分はテルペン炭化水素類と官能基を有するテルペン類に

分類され 53)、甘松香ヘキサンエキスから強い鎮静活性を有する、テルペン炭化水素類の

valerena-4,7(11)-diene を見出した。そこで本章では、甘松香の精油画分から極性官能基

を有するセスキテルペノイドを探索し、鎮静活性を示す化合物を見出すことを目的とし

た。甘松香精油中からテルペン炭化水素類 (ピーク番号 1 ~ 4) 以外に数種のピークが観

測された (Fig. 24)。本章ではこれらピークを同定し、得られた化合物の鎮静活性をカフ

ェイン投与マウスに対する吸入投与試験から評価した。また、鎮静効果発現に関わる

GABA 受容体の関与を GABAA-ベンゾジアゼピン受容体拮抗薬であるフルマゼニルを

併用したペントバルビタール睡眠試験により検討し、さらにベンゾジアゼピン系薬物の

副作用である過鎮静 3) や筋弛緩作用 4) の発現に関してロータロッド走行試験を用いて

解析した。 

 

Fig. 24. A GC chromatogram of the GC‑FID analysis of the spikenard oil. The retention index 

(RI) and percent of composition of the ten main peaks are indicated below. 1: -maaliene, RI 

1405, 3.1%; 2: aristolene, RI 1413, 2.1%; 3: calarene, RI 1428, 13.5%; 4: valerena-4,7(11)-diene, 

RI 1459, 1.9%; 5: -ionone, RI 1485, 3.6%; 6: maaliol, RI 1562, 6.4%; 7: spathulenol, RI 1573, 

5.6%; 8: patchouli alcohol, RI 1650, 11.6%; 9: aristolen-1(10)-en-9-ol, RI 1661, 13.6%; and 10: 

1(10)-aristolen-2-one, RI 1754, 4.4%.  
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１節 甘松香精油中の酸化型セスキテルペノイドの同定 

 

甘松香精油の GC-MS 分析において検出された 6 種のピーク (ピーク番号 5 ~ 10, Fig. 

24) を甘松香アセトンエキスから単離精製した。甘松香アセトンエキスをシリカゲルカ

ラムクロマトグラフィーに付し、n-hexane-AcOEt の混合溶媒で溶出することで 10 画分

を得た。続く ODS カラムクロマトグラフィー及び逆相系の分取 HPLC を用いた分離操

作により計 6 個の酸化型セスキテルペノイドを得た (Scheme 3, Fig. 25)。構造決定は 13C, 

1H-NMR 及び HSQC, HMBC, 1H-1H-COSY スペクトル解析により行い、各化合物の 13C-

NMR のケミカルシフトについて文献値との一致を確認した 54), 55), 56), 57), 58), 59)。 

 

 

Scheme 3. Separation procedure of oxidized sesquiterpenoids from spikenard. 

 

 

Fig. 25. Chemical structures of isolated sesquiterpenoids.  
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HPLC-2
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HPLC-2: C18, CH3CN : H2O (82 : 18) 

HPLC-3: C18, CH3CN : H2O (70 : 30) 

HPLC-4: C18, CH3CN : H2O (73 : 27) 

HPLC-1: C18, CH3CN : H2O (70 : 30) 
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Spathulenol Aristolen-1(10)-en-9-ol Maaliol
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２節 カフェイン投与マウスに対する酸化型セスキテルペノイドの鎮静作用 

 

単離した酸化型セスキテルペノイドの鎮静活性を、カフェインにより興奮を惹起させ

たマウスに対する吸入投与試験から評価した。Figure 26 にはオープンフィールド試験

における 60 分間の総運動量を示した。陽性対照として用いたジアゼパムの用量依存的

な自発運動抑制効果を確認し、1 mg/kg 経口投与群の自発運動抑制率は 60 %、5 mg/kg

投与群の抑制率は 80% を示した。吸入投与試験において、甘松香精油の 300 g/cage 投

与群で有意な自発運動抑制効果が観察された (抑制率 41%)。単独投与試験では、maaliol、

-ionone は有意な行動抑制作用を示さなかったが、1(10)-aristolen-2-one 及び spathulenol

では 300 g/cage 投与群において有意な行動抑制効果が認められ、行動抑制率はそれぞ

れ 34%、53% であった。一方、aristolen-1(10)-en-9-ol 及び patchouli alcohol は用量依存的

な行動抑制効果を示し、特に 300 g/cage 投与群における行動抑制率はそれぞれ 63%、

69% となり、ジアゼパム 1 mg/kg 投与群と同程度の行動抑制効果が観察された。 
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Fig. 26. Total motor activity of caffeine-treated mice exposed to the vapor of oxidized 

sesquiterpenoids (0, 30, and 300 µg/cage). Results represent mean  SD of values for each group 

(n = 8). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. vehicle group; one-way ANOVA followed by Tukey’s test.  
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３節 Aristolen-1(10)-en-9-ol の鎮静活性における GABA 受容体の関与 

 

ペントバルビタール睡眠試験における睡眠延長作用 

 

Aristolen-1(10)-en-9-ol 及び patchouli alcohol の鎮静効果発現に関わる GABA 受容体の

関与を検討するため、ペントバルビタール睡眠試験を実施した。Figure 27 にはペントバ

ルビタール睡眠試験における連続した睡眠時間を示した。陽性対照であるジアゼパム投

与群において 1 mg/kg 投与群の睡眠時間は 44 分、5 mg/kg 投与群の睡眠時間は 107 分と

なり、用量依存的な延長作用が認められた。吸入投与試験において、patchouli alcohol 投

与群 (300 g/cage) に睡眠延長効果は認められなかった (睡眠時間 25.6分) が、aristolen-

1(10)-en-9-ol 投与群 (300 g/cage) の睡眠時間は 47 分となり、ジアゼパム 1 mg/kg 投与

群と同程度の睡眠延長作用が認められた。 
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Fig. 27. Effects of vaporized patchouli alcohol and aristolen-1(10)-en-9-ol on sleep duration in a 

pentobarbital sleep test. Results represent mean  SD of values for each group (n = 8). **P < 0.01 

vs. vehicle group; one way ANOVA followed by Tukey’s test. 
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ベンゾジアゼピン受容体拮抗薬を併用したペントバルビタール睡眠試験 

 

ベンゾジアゼピン拮抗薬を併用したペントバルビタール睡眠試験を実施した (Fig. 

28)。GABAA-ベンゾジアゼピン受容体拮抗薬であるフルマゼニルをペントバルビタール

処置の 60 分前に腹腔内投与した。ジアゼパム (1 mg/kg) の睡眠延長作用を阻害するフ

ルマゼニルの用量を検討した結果、3 mg/kg の用量においてジアゼパムの催眠増強作用 

(睡眠時間 48 分) は完全に消失 (睡眠時間 28 分) し、またフルマゼニル単独投与による

睡眠時間に対する影響がないことを確認した。Aristolen-1(10)-en-9-ol の吸入投与による

睡眠延長作用 (睡眠時間 47 分) は、フルマゼニル前処置により完全に阻害された (睡眠

時間 29 分)。 
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Fig. 28. Effect of flumazenil on sleep duration in mice treated with diazepam (p.o.) and aristolen-

1(10)-en-9-ol (inhalation). Results represent mean  SD of values for each group (n = 8). **P < 

0.01 vs. vehicle group (Student’s t-test), ##P < 0.01 for flumazenil treatment vs. treatment without 

flumazenil (Student’s t-test). NS, not significant. 
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ロータロッド走行試験 

 

Aristolen-1(10)-en-9-ol にベンゾジアゼピン系薬物と類似した作用が認められたが、ベ

ンゾジアゼピン系薬物の副作用に筋弛緩作用がある。Aristolen-1(10)-en-9-ol 投与後のマ

ウスの運動機能への影響を確認するため、ジアゼパム投与 30 分後及び aristolen-1(10)-

en-9-ol の 60 分間の吸入投与後にロータロッド走行試験を 5 分間実施した。Figure 29 に

は回転ロッド上でのマウスの走行継続時間を示した。ジアゼパム投与群において、1、5 

mg/kg 投与群に筋弛緩が発現した。走行継続時間は 1 mg/kg 投与群で 195 秒、5 mg/kg 投

与群では 37 秒となり、5 分間の試験において 1 mg/kg 投与群では半数のマウスが回転

ロッド上から落下 (4/8) し、5 mg/kg 投与群では全てのマウスが落下した (0/8)。一方、

aristolen-1(10)-en-9-ol (300 g/cage) の吸入投与群では全てのマウスが完走した。 
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Fig. 29. Effect of aristolen-1(10)-en-9-ol on the rotating rod performance of mice. Each bar 

represents mean  SD of the endurance time during the 5 min rota-rod test (n = 8). **P < 0.01 vs. 

vehicle group; one way ANOVA followed by Tukey’s test. 
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考察 

 

本章では甘松香の精油成分として、極性官能基を有する酸化型セスキテルペノイドを

計 6 個同定し、カフェイン投与マウスを用いて各化合物の鎮静活性を評価した。各化合

物の活性強度から構造活性相関に関する考察を行った (Fig. 30)。極性官能基として水酸

基またはカルボニル基を有する酸化型セスキテルペノイドを同定したが、鎮静活性は水

酸基を有する化合物に強い活性が認められた (Fig. 30A)。また水酸基の位置に関して、

spathulenol の鎮静活性は patchouli alcohol、aristolen-1(10)-en-9-ol の活性と比較して弱か

ったことから、B 環部周辺に水酸基を有する化合物に強い活性がある傾向が認められた 

(Fig. 30B)。しかし maaliol には有意な鎮静活性は発現せず、モノテルペン p-mentha-4(8)-

ene の鎮静活性は二重結合の無い p-menthane になることで半減する報告 60) があること

から、セスキテルペンの場合も二重結合の存在が鎮静活性の発現に重要である可能性が

考察された (Fig. 30C)。 

 

 

Fig. 30. Structure-activity relationships for sedative activity of oxidized sesquiterpenoids.  

 

強い鎮静活性を示した aristolen-1(10)-en-9-ol 及び patchouli alcohol に関して、鎮静作用

の発現に関わる GABA 受容体の関与をペントバルビタール睡眠試験により検討した。

その結果、aristolen-1(10)-en-9-ol の吸入投与によりペントバルビタール誘導睡眠が延長

され、さらにこの延長作用はフルマゼニルの前処置で完全に消失したことから、

aristolen-1(10)-en-9-ol は GABA 受容体活性化作用を有することが示唆された。Aristolen-

1(10)-en-9-ol の活性強度に関して、本化合物 (300 g/cage) はジアゼパム 1 mg/kg と同程

度の活性を示した。ジアゼパム 5 mg/kg の投与ではマウスの睡眠時間が顕著に延長して

いるが、ロータロッド試験において全てのマウスに筋弛緩が発現したことから、5 mg/kg
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は過鎮静が発現する高用量であることが示唆された。Aristolen-1(10)-en-9-ol はジアゼパ

ム 1 mg/kg と同程度の緩やかな鎮静作用を示し、しかしジアゼパムとは異なり筋弛緩を

発現しなかったことから、aristolen-1(10)-en-9-ol の有効利用が期待される。 

一方、patchouli alcohol は GABA 受容体の活性化以外の作用により鎮静作用を発現す

ることが考察された。Patchouli alcohol を主要構成成分とする Valeriana wallichi の精油画

分が抗うつ様作用を示した報告があり、さらに V. wallichi 精油の腹腔内投与により脳内

セロトニン、ノルアドレナリン量の増加が認められたことから、patchouli alcohol はイミ

プラミンと類似した作用を有していることが示唆されている 61)。抗うつ薬イミプラミ

ンの投与によっても鎮静活性が発現することから、patchouli alcohol の作用機序の一つ

として脳内モノアミン神経系の関与が推定された。本章では甘松香の鎮静作用を担う化

合物を新たに同定し、鎮静薬開発シーズとしての可能性が期待される。 
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総括及び結語 

 

 本研究において著者は、吸入投与法を用いた鎮静活性評価系を構築し、鎮静効果を期

待して伝統的に利用されてきた沈香及び甘松香の効果を科学的に立証するとともに、鎮

静薬開発シーズとしての可能性が期待される valerena-4,7(11)-diene 及び aristolen-1(10)-

en-9-ol を同定した。以下に、各章で明らかになった結論を示す。 

 

1. オープンフィールド試験による吸入投与法を用いた鎮静活性評価から、沈香オイル

及び甘松香ヘキサンエキスの香気がマウスに行動抑制効果を示したことを明らか

とした。また活性成分として benzylacetone、-gurjunene、calarene を同定し、これ

ら化合物の単独投与試験において benzylacetone 0.1%、-gurjunene 1.5%、calarene 

0.17% 投与群に強い鎮静効果が発現した。 

 

2. 甘松香ヘキサンエキスから行動抑制効果を示す活性画分を見出し、活性成分として

valerena-4,7(11)-diene を同定した。Valerena-4,7(11)-diene は強い鎮静作用を示し、カ

フェイン投与により誘発された興奮行動を対照群と同等まで鎮静し、またペントバ

ルビタール睡眠試験においてクロルプロマジンと同程度の睡眠延長作用を示した。 

 

3. Valerena-4,7(11)-diene の有する強い鎮静活性に着目し、拘束ストレスを負荷したマ

ウスを用いて抗ストレス作用を検討した。Valerena-4,7(11)-diene は拘束ストレスに

より惹起された興奮状態を有意に鎮静し、また増加したストレス関連因子 (血清コ

ルチコステロン、脳内ドパミン, 脳内セロトニン) を未処置と同等レベルまで減少

させた。Valerena-4,7(11)-diene の示した抗ストレス作用は、GABA 受容体活性化作

用、ドパミン D2受容体拮抗作用により発現した可能性が示唆された。また valerena-

4,7(11)-diene の吸入投与による効果発現経路として、嗅覚刺激と経肺吸収の両経路

が関与することを明らかとし、また尾静脈投与試験から鎮静効果が発現する

valerena-4,7(11)-diene の血中濃度を明らかにした。 

 

4. 甘松香の精油画分を構成する成分として、6 個の酸化型セスキテルペノイドを同定

した。カフェイン投与マウスに対する吸入投与試験から、patchouli alcohol、aristolene-

1(10)-en-9-ol に強い鎮静効果が認められた。これら 2 個の化合物のうち aristolene-

1(10)-en-9-ol (300 g/cage) はジアゼパム (1 mg/kg) と同等の睡眠延長作用を示し、

またフルマゼニルを併用したペントバルビタール睡眠試験から、aristolene-1(10)-en-

9-ol はベンゾジアゼピン受容体活性化作用を有することが示唆された。しかし、ジ

アゼパムとは異なり吸入投与による運動機能への影響は認められなかった。 
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以上著者は、非侵襲的な吸入投与法を用いた生薬の芳香成分に関する鎮静効果を検討

した結果、甘松香からストレス緩和作用、催眠増強作用を示す valerena-4,7(11)-diene 及

び aristolen-1(10)-en-9-ol を見出した。これら化合物の吸入投与により、中枢抑制薬と類

似したメカニズムで鎮静効果が発現したが、過鎮静や運動機能の損失は認められなかっ

た。中枢抑制薬の開発において、ストレス軽減効果を有する天然資源からシーズの探索

も行われており、本研究から得られた化合物が新たな剤形を考案できる鎮静薬開発シー

ズとなる可能性が期待される。 
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実験方法 

 

第１章 

 

[実験材料] 

 使用した 2 種類の沈香オイルは香港マーケットで購入し (沈香オイル①：産地不明, 

沈香オイル②：ベトナム産)、ラベンダーオイルは三星製薬株式会社より購入した。香気

成分は無臭溶媒であるトリエチルクエン酸 (MERCK) に溶解し、また GC-MS 分析にお

ける標品として benzylacetone (東京化成株式会社)、()--gurjunene (Fluka)、()-calarene 

(Fluka) を購入して用いた。その他の実験試薬は全て特級以上を使用した。 

 

[植物材料] 

 甘松香 (Nardostachys chinensis Batalin, Valerianaceae) (lot number：0080) は三星製薬株

式会社より購入した。甘松香証拠標本 (No. 3735) は東京都薬用植物園標本室 (東京都

健康安全研究センター) に保管されている。 

 

[実験動物] 

 動物実験は、京都大学動物実験委員会の承認を受けて行った。同委員会の許可は、文

部科学省の研究機関等における動物実験等の実施に関する基本方針に基づく京都大学

における動物実験の実施に関する規定に依っている。4 週齢の ddY 系雄性マウス (体重

25 g) を日本エスエルシー株式会社より購入し、実験に用いるまで飲水, 飼料を自由摂

取にて与え、室温 23 ̊ C，湿度 50 ~ 60%，12 時間の明暗サイクルの下で飼育した。行動

薬理学試験は動物飼育と同一条件下で 10 時から 17 時の間で行った。 

 

[オープンフィールド試験] 

 香気試料の吸入投与による鎮静活性はオープンフィールド試験を用いて評価した。ト

リエチルクエン酸に溶解した香気試料 400 L を吸着させたろ紙 (直径 8 cm) をフタ付

き水槽 (W60  L30  H34 cm) の上部にテープで固定して配置し、自然拡散で香気成分

を 60 分間充満させた。この後にマウスを水槽内に投入し、水槽内でのマウスの行動を

ビデオカメラにより 60 分間撮影した。自発運動量は、水槽底面に 10 cm 間隔で描かれ

た格子線をマウスが横切る回数を 5 分毎に計数し、測定値とした。また 60 分間の総自

発運動量を下記の数式に従って AUC (area under the curve) として算出した。但し、5 分

毎のマウス自発運動量を 0 ~ 5 分：a1、5 ~ 10 分：a2、・・・、55 ~ 60 分：a11とする。 

  AUC =   ∑
5(𝑎𝑘 + 𝑎(𝑘+1))

2

11

𝑘=1
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[GC-FID 及び GC-MS 分析] 

 定性解析：揮発性成分の抽出には、固相マイクロ抽出法 (Solid Phased Micro Extraction：

SPME) を用いた。SPME ファイバーとして 100 m polydimethylsiloxane (PDMS) 

(SUPELCO) を使用した。バイアル中に試料を添加し一定時間経過後、バイアルのヘッ

ドスペースに揮散した揮発性物質を SPME ファイバーに吸着させた。SPME ファイバー

を GC の注入口に挿入することで化合物を脱離させ GC 部に導入した 27)。GC-MS 装置

は、G7000-M9000/ 3DQMS (HITACHI) を使用した。測定条件は以下である。カラム：

Fused silica capillary column TC-WAX (Hewlett Packard), 60 m  0.25 mm, 膜厚 0.25 m；分

析条件：80 – 220 C (5 C/ min で昇温), 220 C で 10 分保持, 220 – 240 C (10 C/ min で

昇温), 240 C で 3 分保持；移動相：ヘリウム (147.1 kPa)；注入口温度：200 C；インタ

ーフェース：250 C；イオン源：200 C；イオン化 (EI) 電圧：15 eV 

 定量解析：GC 装置は、G5000 (HITACHI) を使用した。測定条件は以下である。カラ

ム：Fused silica capillary column TC-WAX (Hewlett Packard), 60 m  0.25 mm, 膜厚 0.25 m；

分析条件：60 – 180 C (5 C/ min で昇温), 180 C で 60 分保持；注入口温度：200 C；移

動相：ヘリウム (37 cm/min)；検出器：FID (200 C)；注入量：1 L 

 

[Calarene の単離] 

 甘松香 (700 g) を細片に切断し、ヘキサンによる抽出を室温にて 3 回繰り返した。ヘ

キサンエキス (14.3 g) をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (Wakogel® C-200) に付

し、ヘキサン溶出画分を Fr. 1 (721 mg)、Fr. 2 (659 mg)、Fr. 3 (343 mg)、Fr. 4 (81.3 mg)、

Fr. 5 (20.3 mg) に分画し、最後にアセトンにて溶出し Fr. 6 (11 g) を得た。Fr. 1 を Lobar 

RP-18 カラム (LiChroprep® RP-18, 40 ~ 63 m, MERCK) (CH3CN：H2O = 5：1, 流速：3.0 

mL/min) を用いて精製し、Fr. 1-1 (565 mg)、Fr. 1-2 (160 mg)、Fr. 1-3 の 3 画分を得た。Fr. 

1-1 をヘキサンと共に分液操作を行い、回収したヘキサン層の濃縮物を GPC (LC-918 

recycling HPLC system, column：JAIGEL-1H and -2H, 20×600 mm, Japan Analytical Industry) 

(CHCl3, 3.8 mL/min) にて溶出し、一晩リサイクル操作をすることで calarene のピークを

回収した (452 mg)。単離した calarene について NMR 構造解析を行い、13C NMR のケミ

カルシフトの文献値との一致を確認した 28)。 

 

Calarene. 13C NMR spectral data (125 MHz, CDCl3): 144.2, 120.3, 36.8, 36.7, 33.5, 29.9, 29.9, 

27.2, 25.7, 23.0, 20.8, 19.6, 18.5, 16.5, 16.1 

 

[統計解析] 

 結果は平均±標準誤差で表した。3 群間以上の比較は分散分析 ANOVA の後、

Bonferroni の多重比較検定法で行った。統計学的に有意水準 P< 0.05 を有意差ありとし、

また対照群に対する有意差を*P< 0.05, **P< 0.01 で示した。  
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第２章 

 

[実験材料] 

 用いた甘松香、トリエチルクエン酸、ラベンダーオイルは第１章と同一である。動物

実験用の試薬としてカフェイン (和光純薬工業株式会社)、ペントバルビタール (ネンブ

タール®) (大日本住友製薬) を購入して用いた。その他の実験試薬は全て特級以上を使

用した。 

 

[実験動物] 

 使用動物、飼育条件、実験施設は第１章と同一である。 

 

[オープンフィールド試験] 

 第１章と同一の方法により行った。 

 

[カフェインの投与方法] 

 リン酸緩衝化生理食塩水 (PBS，pH 7.4) は、NaCl 8.0 g，KCl 0.2 g，Na2HPO4･12H2O 

2.9 g および KH2PO4 0.2 g を精製水に溶解して 1,000 mL にメスアップした。カフェイン

-PBS 溶液を 25 mg/kg の投与量でマウスに腹腔内投与し、投与直後に水槽内にマウスを

投入しオープンフィールド試験を行った。 

 

[ペントバルビタール睡眠試験] 

 生理食塩水に溶解したペントバルビタールを 25 mg/kg の投与量でマウスに腹腔内投

与し、投与直後に水槽内にマウスを投入した。ビデオカメラでマウスを撮影し、ペント

バルビタール投与により誘発される睡眠までの導入時間と連続した睡眠時間を測定し

た。陽性対照として用いたクロルプロマジンは生理食塩水に溶解し、ペントバルビター

ル投与 30 分前に 5 mg/kg の投与量でマウスに経口投与した。 

 

[GC 分析] 

 定量及び定性解析は第１章と同一条件下で行った。 
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[-Maaliene, valerena-4,7(11)-diene, aristolene の単離] 

 甘松香 (700 g) を細片に切断し、ヘキサンによる抽出を室温にて 3 回繰り返した。得

られたヘキサンエキス (14.3 g) をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (Wakogel® C-

200) に付し、ヘキサンにて溶出した Fr. 1 ~ 5 と、最後にアセトンにて溶出した Fr. 6 (11 

g) を得た。Fr. 1 (320 mg) を GPC (LC-918 recycling HPLC system, column: JAIGEL-1H and 

-2H, 20×600 mm, Japan Analytical Industry) (CHCl3, 3.8 mL/min) を用いて精製し、一晩リ

サイクル操作をした後に Fr. 1-1 (300 mg) を得た。さらに Fr. 1-1 (300 mg) に関して、C-

30 カラム (RP-30, 40 ~ 63 m, WAKO) (CH3CN：H2O = 5：1, 流速：3.0 mL/min) を用い

て 12 時間リサイクル操作を行うことで-maaliene (40 mg), aristolene (2.9 mg) を含む画

分を回収した。また Fr. 3 (343 mg) を、Lobar RP-18 カラム (LiChroprep® RP-18, 40 ~ 63 

m, MERCK) (CH3CN：H2O = 5：1, 流速：3.0 mL/min) により精製することで valerena-

4,7(11)-diene (212 mg) を含む画分を回収した。構造決定は 13C, 1H-NMR 及び HMQC, 

HMBC, 1H-1H-COSY スペクトル解析により行い、それぞれ 13C NMR のケミカルシフト

の文献値との一致を確認した 35), 36), 37)。 

 

Valerena-4,7(11)-diene. 13C NMR spectral data (125 MHz, CDCl3): 136.08, 129.78, 128.4, 

47.36, 37.49, 33.61, 33.52, 28.63, 26.49, 26.04, 24.54, 17.69, 13.29, 11.98 

 

-Maaliene. 13C NMR spectral data (125 MHz, CDCl3): 131.68, 129.68, 38.5, 36.72, 32.28, 

32.24, 29.09, 24.24, 24.13, 20.46, 19.68, 19.28, 17.84, 16.31, 15.39 

 

Aristolene. 13C NMR spectral data (125 MHz, CDCl3): 144.2, 120.3, 37.8, 36.75, 33.01, 32.06, 

31.93, 29.91, 27.21, 21.76, 21.43, 19.22, 17.93, 15.99, 15.75 

 

[統計解析] 

 結果は平均±標準誤差で表した。3 群間以上の比較は分散分析 ANOVA の後、

Bonferroni の多重比較検定法で行った。統計学的に有意水準 P< 0.05 を有意差ありとし、

また対照群に対する有意差を*P< 0.05, **P< 0.01 で示した。 
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第３章 

 

[実験材料] 

 Valerena-4,7(11)-diene をトリエチルクエン酸 (和光純薬工業株式会社) に溶解した試

料を吸入投与した。カフェインを和光純薬工業株式会社、ジアゼパムを大洋薬品工業株

式会社、クロルプロマジン塩酸塩を Sigma-Aldrich、ペントバルビタールナトリウム塩を

東京化成工業株式会社より購入し用いた。カフェインは精製水に、ジアゼパムは 1% 

CMC-Na 水溶液に、ペントバルビタールとクロルプロマジンは生理食塩水に溶解した。

オープンカラムクロマトグラフィーは 60 N シリカゲル (40–50 μm, 関東化学株式会社) 

を用いて行い、また分取 HPLC は Cosmosil® 5C18-AR-2 column (150 mm × 20 mm i.d.; ナ

カライテスク) により行い、化合物の検出には UV 検出器 (島津製作所) 及び示唆屈折

計 (昭和電工株式会社) を用いて行った。その他の実験試薬は全て特級以上を使用した。 

 

[植物材料] 

 本章で用いた甘松香は前章までと同一である。 

 

[Valerena-4,7(11)-diene の単離操作] 

 甘松香 150 g をアセトンにて室温で 3 回抽出した。得られたアセトンエキス (12 g) を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー (25  5 cm) に付し、ヘキサン溶出画分を 246.9 

mg 得た。得られた画分に関して分取 HPLC を用いて CH3CN：H2O = 95：5 (流速 8.0 

mL/min) の条件下で精製操作を行うことで valerena-4,7(11)-diene (純度 99%) を 43.0 mg

得た。各種スペクトルデータは前章と一致することを確認した。 

 

Valerena-4,7(11)-diene; []25.0 D −7.3° (c 0.10, CHCl3); 13C NMR (CDCl3): δ 12.0, 13.3, 17.7, 

24.5, 26.0, 26.5, 28.6, 33.5, 33.6, 37.5, 47.4, 126.3, 128.4, 129.8, 136.1. EIMS (GC-MS) 70 eV, 

m/z (rel. int.): 204 [M]+ (100), 189 [M-Me]+ (63), 161 (67), 147 (60). 

 

[実験動物] 

 動物実験に関して「学校法人北里研究所及び北里大学が定める実験動物取扱安全衛生

規定」を遵守して行った (許可番号：FR07-2)。4 週齢の ddY 系雄性マウス (体重 20 g) 

を日本エスエルシーより購入し、1週間の順化飼育を行った後に試験に供した。飼育は、

室温 23 ̊ C，湿度 50 ~ 60%，12 時間の明暗サイクルの下で行い、飼育期間中、マウスに

は飼料及び水道水を自由摂取させた。行動薬理学試験は 10 時 ~ 15 時の間に行った。 
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[吸入投与方法] 

 吸入投与方法は Kobayashi らの方法に従って行った 62)。行動薬理学試験は小型のホッ

トプレート型ディフューザー (70 ºC に加温) を上部側面に取り付けた円筒型ケージ 

(高さ 22 cm  直径 25 cm) 内で行った。Valerena-4,7(11)-diene のトリエチルクエン酸溶

液 30 L を滴下したペーパーディスク (2.5  3.0 cm, 厚さ 1-mm) をディフューザーに

装着した。ラップでケージを密封後、30 分間化合物を加熱拡散させた。Valerena-4,7(11)-

diene の吸入投与量は 30、300 g/cage とした。 

 

[ストレス負荷方法] 

 マウスを 2 時間絶食処置した後に、ストレスケージ (夏目製作所) を用いて拘束スト

レスを 15 分間負荷した。 

 

[強制水泳試験] 

 強制水泳試験は Kobayashi らの方法を改良して行った 63)。実験は同一の円筒型ケージ

を用いて水槽 (深度 15 cm, 水温 25 ºC) を作成し行った。試験 24 時間前にマウスを個

別に水槽内に投入し、15 分間の水泳試験における不動時間から群分けを行った。試験

当日、15 分間の拘束ストレスを負荷したマウスを水槽内に投入し、6 分間の水泳試験に

おける不動時間の累積時間を測定した。拘束ストレス負荷による不動時間短縮作用をカ

フェイン投与による作用と比較するために、カフェインを 20 mg/kg の投与量でマウス

に経口投与し、投与 30 分後に強制水泳試験を実施した。拘束ストレスを負荷したマウ

スに対する鎮静活性評価は、valerena-4,7(11)-diene が充満する水槽内 (ラップで密封) で

強制水泳試験を実施することで行い、またストレス負荷 15 分前にジアゼパムを経口投

与  (5mg/kg) することで行った。不動時間の計測は赤外線センサー計測システム 

(SUPERMEX, 室町機械) 及び不動時間解析ソフト (CompACT FSS software, 室町機械) 

を用いて行った。 

 

[ペントバルビタール睡眠試験] 

 15 分間の拘束ストレスを負荷したマウスにペントバルビタールを腹腔内投与 (30 

mg/kg) し、投与直後にマウスを円筒型ケージに投入し睡眠試験を実施した。拘束スト

レス負荷による睡眠時間短縮作用をカフェイン投与による作用と比較するために、カフ

ェインを 20 mg/kg の投与量でマウスに経口投与し、投与 30 分後にペントバルビタール

睡眠試験を実施した。拘束ストレスを負荷したマウスに対する鎮静活性評価は、

valerena-4,7(11)-diene が充満するケージ内 (ラップで密封) で睡眠試験を実施すること

で行い、またストレス負荷 15 分前にクロルプロマジンを経口投与 (5mg/kg) すること

で行った。 
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[血清中コルチコステロン量及び脳内モノアミン量の測定] 

 生体組織は拘束ストレス負荷の終了直後、及び解放 30 分後に回収した。マウスを未

処置群、ストレス負荷群 (拘束ストレス負荷の終了直後)、vehicle 群 (解放後 30 分間ト

リエチルクエン酸を吸入)、valerena-4,7(11)-diene 投与群 (解放後 30 分間 valerena-4,7(11)-

diene を吸入) の 4 群に分けた。ジエチルエーテル麻酔下で大腿動脈血を回収し、遠心

分離 (1500  g, 10 分, 4°C) 後に血清を得た。血清中コルチコステロン量は市販 ELISA

キット (Assaypro LLC) を用いて測定した。 

 脱血致死させたマウスから視床下部及び線条体を摘出した。これら組織を 0.1 mM 

EDTA 及び内部標準としてイソプロテレノールを添加した 0.2 M 過塩素酸にてホモジナ

イズした。ホモジネートを遠心 (20000  g, 15 分, 4°C) し、上清を 1 M 酢酸ナトリウム

を用いて pH 2.9 に調整し、フィルター濾過した試料を HPLC-ECD 分析した。分析条件

は以下である。カラム：C18逆相系カラム (Inertsil® ODS-3, GL サイエンス)、検出器：電

気化学検出器 (検出電圧 700 mV) (NANOSPACE®SI-2, 資生堂)、移動相：0.1 M リン酸緩

衝液 (pH 2.9) -5% アセトニトリル (0.7 mM 1-オクタンスルホン酸ナトリウム, 0.02 mM 

EDTA)。定量したモノアミンは、ノルエピネフリン (NE), ドパミン (DA), セロトニン 

(5-HT) 及びこれらの代謝物であるジヒドロキシフェニル酢酸 (DOPAC), ホモバニリン

酸 (HVA), 5-ヒドロキシインドール酢酸 (5-HIAA) である。 

 

[嗅覚鈍化マウスに対する吸入投与試験] 

 嗅覚鈍化マウスは Chuah らの方法を参考に行った 64)。ペントバルビタール麻酔下で

48.9 mg/mL の硫酸亜鉛水溶液を両鼻腔内に 5 L ずつ点鼻し、この処置を 1 日 1 回、5

日間連続で行った。処置終了後 2 日間マウスを休息させた後に、嗅覚鈍化の確認を行っ

た。酢酸 500 L を浸した脱脂綿を円筒型ケージ底面の隅に配置し、ケージ底面を酢酸

臭領域と無臭領域の 2 等分に区切った。嗅覚鈍化処置したマウスをケージ内に投入し、

ケージ内での行動を 15 分間ビデオカメラにて撮影した。2 秒に 1 枚の画像として動画

を切り出すことで (計 450 枚)、15 分間中に酢酸領域に侵入した回数を算出した。その

結果、処置無しのマウスの酢酸領域への侵入回数は 19 回であったが、嗅覚鈍化処置し

たマウスの侵入回数は 137 回となり、嗅覚の鈍化を確認した。作成した嗅覚鈍化マウス

に対する valerena-4,7(11)-diene の吸入投与試験を実施した。オープンフィールド試験に

おけるマウス自発運動量の計測は、赤外線センサー計測システム (SUPERMEX, 室町機

械) 及び行動量解析ソフト (CompACT AMS software, 室町機械) を用いて行った 65)。 
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[血中及び脳内濃度の測定] 

 15, 30, 60 分間の valerena-4,7(11)-diene (300 g/cage) の吸入投与後にジエチルエーテ

ル麻酔下で頸静脈より採血し、さらに右心房より生理食塩水にて還流後に全脳を摘出し

た。全血及び全脳をジエチルエーテルと共に超音波破砕し、遠心 (20000  g, 10 分, 4°C) 

後の上清を減圧濃縮した。内部標準として d-limonene (6.2×10-4 mM) を添加したアセト

ンを用いて残渣を溶解し、ODS フラッシュカラムにてろ過した試料を GC-MS 分析し

た。d-Limonene は m/z 136, valerena-4,7(11)-diene は m/z 204 のマスクロマトグラムにおけ

るエリア面積を算出し、d-limonene のエリア面積に対する相対面積比として valerena-

4,7(11)-diene の検量線を作成し、血中及び脳内濃度を算出した。 

 

[GC-MS 分析] 

 GC-MS 装置は、GC-2010/GCMS-QP2010 Plus instrument (島津製作所) を使用した。測

定条件は以下である。カラム：Rtx®-5MS (Restek Corporation), 30 m  0.25 mm, 膜厚 0.25 

m；分析条件：60 – 180 C (2 C/ min で昇温), 180 – 280 C (10 C/ min で昇温), 280 C で

15 分保持；移動相：ヘリウム (38.3 cm/s)；注入口温度：230 C；インターフェース：250 

C；イオン源：200 C；イオン化 (EI) 電圧：70 eV 

 

[尾静脈投与試験] 

 Valerena-4,7(11)-diene を生理食塩水 (0.1% CMC-Na 含有) に懸濁した試料を、10, 100, 

1000 g/kg の投与量でマウスに尾静脈投与し、投与 15 分後にマウスを円筒型ケージ内

に投入し 60 分間のオープンフィールド試験を行った。 

 

[統計解析] 

 結果は平均±標準偏差で表した。2 群間の比較は Student’s unpaired t 検定を行った。

また多群間の比較は分散分析 ANOVA の後、Tukey の多重比較検定法で行った。統計学

的に有意水準 P< 0.05 を有意差有りとした。 
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第４章 

 

[実験材料] 

 本章で用いたトリエチルクエン酸、カフェイン、ジアゼパム、ペントバルビタールナ

トリウム塩は第３章と同一である。拮抗薬併用試験で用いたフルマゼニルは Sigma-

Aldrich 社より購入した。カフェイン及びペントバルビタールは生理食塩水に溶解し、

ジアゼパム及びフルマゼニルは DMSO：Tween-80：生理食塩水=1：1：8 の混合液に懸

濁した。オープンカラムクロマトグラフィーでは順相系 60 N シリカゲル (40–50 μm, 

関東化学株式会社) 及び逆相系 Cosmosil® 75C18-PREP (ナカライテスク) を用いた。分取

HPLC で用いたカラム及び検出器は第３章と同一である。 

 

[植物材料] 

 本章で用いた甘松香は前章までと同一である。 

 

[精油画分の作成] 

 既報に従い 66)、clevenger 装置を用いて水蒸気蒸留を 3 時間行い、精油成分をヘキサ

ン層に捕捉し、ヘキサンを留去することで精油画分を得た。 

 

[GC-FID 及び GC-MS 分析] 

定量解析：GC-FID 分析には GC-2014 (島津製作所) を使用した。測定条件は以下であ

る。カラム：Rtx®-5MS (Restek Corporation), 30 m  0.25 mm, 膜厚 0.25 m；分析条件：

60 – 180 C (2 C/ min で昇温), 180 – 280 C (10 C/ min で昇温), 280 C で 15 分保持；移

動相：ヘリウム (39.2 cm/s)；注入口温度：230 C；検出器温度：300 C；注入量：1 L 

定性解析：GC-MS 分析における機器及び条件は第３章と同一である。 

 

[酸化型セスキテルペノイドの単離操作] 

 甘松香 150 g をアセトンにて室温で 3 回抽出した。得られたアセトンエキスをシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィー (25  5 cm) に付し、ヘキサン溶出画分として Fr. 1 ~ 5

を得、さらにヘキサン-酢酸エチルの混液にて比率 40：1 から 2：1 まで段階的に極性を

上昇させながら Fr. 6 ~ 12 を得た。Fr. 7 (159.3 mg) に関して分取 HPLC を用いて CH3CN：

H2O = 70：30 (流速 6.0 mL/min) の条件下で精製操作を行うことで-ionone (5.66 mg) を

得た。Fr. 8 (268.5 mg) に関して ODS カラムクロマトグラフィー (14  2.6 cm) により

CH3CN：H2O 混液 (6：4 から 10：0) にて溶出させることで Fr. 8-1 ~ 8-5 を得、さらに

Fr. 8-3 (177.2 mg) を分取 HPLC (CH3CN：H2O = 82：18, 流速 6.0 mL/min) にて精製する

ことで patchouli alcohol (154.3 mg) を得た。Fr. 10 (978.3 mg) を同一条件下で ODS カラ

ムクロマトグラフィーに付し Fr. 10-1 ~ 10-7 を回収し、続く Fr. 10-2 (734.7 mg) の分取
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HPLC を用いた精製操作 (CH3CN：H2O = 70：30, 流速 6.0 mL/min) から Fr. 10-2-1 とし

て 1(10)-aristolen-2-one (62.8 mg) を得た。Fr. 10-2-2 をさらに分取 HPLC (CH3CN：H2O = 

73：27, 流速 6.0 mL/min) により精製することで spathulenol (60.5 mg)、aristolen-1(10)-en-

9-ol (244.3 mg)、maaliol (78.2 mg) を得た。構造決定は 13C, 1H-NMR 及び HSQC, HMBC, 

1H-1H-COSY スペクトル解析により行い、それぞれ 13C NMR のケミカルシフトの文献値

との一致を確認した 54), 55), 56), 57), 58), 59)。また精製化合物の純度は GC-FID により 98%以上

であることを確認した。 

 

β-Ionone. 13C NMR (CDCl3): δ 18.8, 21.7, 27.1, 28.8, 33.5, 34.0, 39.7, 131.5, 135.9, 136.1, 143.2, 

and 198.8. EIMS (GC–MS) 70 eV, m/z (rel. int.): 192 [M]+ (5), 177 [M-Me]+ (100), 149 (8), and 

135 (15) 

Maaliol. 13C NMR (CDCl3): δ 15.5, 15.5, 17.6, 18.8, 19.2, 19.8, 20.2, 23.0, 29.2, 33.0, 39.6, 41.3, 

42.7, 49.7, and 72.9. EIMS (GC–MS) 70 eV, m/z (rel. int.): 222 [M]+ (1), 204 [M-H2O]+ (69), and 

189 [M-H2O-Me]+ (100) 

Spathulenol. 13C NMR (CDCl3): δ 16.3, 20.2, 24.8, 26.0, 26.7, 27.4, 28.6, 29.9, 38.8, 41.7, 53.4, 

54.3, 81.0, 106.2, and 153.4. EIMS (GC–MS) 70 eV, m/z (rel. int.): 220 [M]+ (7), 205 [M-Me]+ 

(93), 187 [M -Me-H2O]+ (45), and 43 (100) 

Patchouli alcohol. 13C NMR (CDCl3): δ 18.6, 20.6, 24.3, 24.3, 24.6, 26.8, 28.1, 28.6, 28.8, 32.7, 

37.6, 39.1, 40.1, 43.7, and 75.6. EIMS (GC–MS) 70 eV, m/z (rel. int.): 222 [M]+ (66), 207 [M-

Me]+ (22), 189 [M-Me-H2O]+ (13), and 138 (100) 

Aristolen-1(10)-en-9-ol. 13C NMR (CDCl3): δ 16.0, 16.5, 18.2, 18.6, 23.8, 25.3, 26.6, 29.6, 30.7, 

32.7, 36.8, 38.6, 67.4, 116.2, and 145.7. EIMS (GC–MS) 70 eV, m/z (rel. int.): 220 [M]+ (8), 202 

[M-H2O]+ (23), 187 [M-H2O-Me]+ (32), and 159 (100) 

1(10)-Aristolen-2-one. 13C NMR (CDCl3): δ 15.4, 17.2, 19.2, 19.3, 20.2, 21.7, 29.2, 30.6, 33.3, 

36.4, 38.6, 42.5, 125.1, 174.1, and 199.0. EIMS (GC–MS) 70 eV, m/z (rel. int.): 218 [M]+ (23), 

203 [M-Me]+ (44), 185 [M -Me-H2O]+ (46), and 161 (100) 

 

[実験動物] 

 使用動物、飼育条件、実験施設は第３章と同じである。 

 

[吸入投与方法] 

 第３章と同一の装置及び条件下で試験を実施した。30 分間香気成分を加熱拡散させ

たケージ内にカフェイン及びペントバルビタールを投与したマウスを投入し、オープン

フィールド試験及び睡眠試験を実施した。吸入投与量は 30, 300 g/cage とした。 
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[オープンフィールド試験] 

 カフェイン投与 (20 mg/kg; p.o.) 30 分後に円筒型ケージ内にマウスを投入し、60 分間

オープンフィールド試験を実施した。陽性対照としてカフェインを投与する 30 分前に

ジアゼパムを 0.2, 1, 5 mg/kg の投与量でマウスに経口投与した。 

 

[ペントバルビタール睡眠試験] 

ペントバルビタールを腹腔内投与 (30 mg/kg) したマウスを香気成分 (300 g/cage) 

の充満する円筒型ケージ内に投入し、睡眠試験を実施した。陽性対照として、ペントバ

ルビタールを投与する 30 分前にジアゼパムを 0.2, 1, 5 mg/kg の投与量でマウスに経口

投与した。また拮抗薬併用試験では、GABAA-ベンゾジアゼピン受容体拮抗薬であるフ

ルマゼニルを、ペントバルビタール処置を行う 60 分前に腹腔内投与 (3 mg/kg) した。 

 

[ロータロッド試験] 

ロータロッドトレッドミル (MK-600, 室町機械株式会社) を用いて試験した。試験前

日に 1 時間毎に計 3 回、5 分間の走行訓練 (回転数 28 rpm) を行った。24 時間後、再度

5 分間の走行訓練を行い、完走したマウスを選抜した。Aristolen-1(10)-en-9-ol (300 

g/cage) の 60 分間の吸入投与後、またジアゼパムの経口投与 30 分後にロータロッド試

験を行った。 

 

[統計処理] 

 結果は平均±標準偏差で表した。2 群間の比較は Student’s unpaired t 検定を行った。

また多群間の比較は分散分析 ANOVA の後、Tukey の多重比較検定法で行った。統計学

的に有意水準 P< 0.05 を有意差有りとした。 
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