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緒 言 

 

 天然物を原材料とする医薬品である生薬および生薬製剤類ならびに漢方エキスは、近年

のエビデンスの集積や漢方医学教育の充実により、使用量が増加傾向にある。2011 年に日

本漢方生薬製剤協会（日漢協）により実施された「漢方薬処方実態調査」［1］によると、

回答した、歯科、眼科、美容外科、理学診療科等を除く日本の医師 627 名の 89.0%が漢方

製剤を使用している。また、2008 年度から継続的に実施されている「原料生薬使用量等調

査」［2］では、日漢協会員会社が使用した生薬の種類および総使用量が 2008 年度の 248

品目、20,763 トンから 2014 年度は 266 品目、25,419 トンに増加している。生薬および漢

方エキスが医療上重要な医薬品として利用される機会が増加する中で、その品質や有効性、

安全性を確保し適切に利用するためには、公定規格で標準化する必要がある。日本薬局方

に収載される生薬類等の数は増加しており、第 16 改正日本薬局方（日局 16）［3］では生

薬 253 品目だったものが日局 17［4］では 291 品目である。漢方処方エキスについては日

局 14［5］まで収載がなかったが、日局 15［6］では 6 品目が収載され、さらに第一追補お

よび第二追補でそれぞれ 2 品目および 3 品目が追加され、日局 16［3］では 22 品目、日局

17［4］では 33 品目が収載されている。 

 生薬は多成分系であり天然物特有の多様性を有するため、品質の規格化と安全性の確保

には化学薬品と異なるアプローチが必要である。医薬品としての生薬が化学薬品と異なる

点として、含有成分の多さ、活性本体の多くが未解明であること、不純物に対する考え方、

含量規格の設定の方法などが挙げられる。古来、生薬の品質評価は、外部形態、内部形態

といった鏡検を用いた形態学的試験と味、におい、色、触感などの官能的特徴について、

熟練した専門家の五感を用いる官能的試験により行われてきた。しかしながら、その評価

には高度な専門的知識を要し、習得に多くの経験が必要とされる。そのため、近年の我が

国の医薬品行政における生薬の取り扱いでは、形態学的試験や官能的試験に加えて、種々

の理化学的試験により正しい基原が使用されていることを確認し、さらに指標成分等を確

認することにより、その安全性や品質を担保している。しかし、特定の含有成分について

の理化学的評価だけでは、複雑系である生薬の品質を厳密に評価することは困難であり、

形態学的試験や五感を用いた官能的試験が重要であることには変わりはない。 

ソヨウ（蘇葉）はシソ（Perilla frutescens Britton var. crispa W. Deane）の葉及び枝先

を基原とする生薬であり、日局 17［4］の定義では、「定量するとき、換算した生薬の乾燥

物に対し、ペリルアルデヒド 0.08％以上を含む」とされ、生薬の性状の項では、「しわがよ

って縮んだ葉からなり、しばしば細い茎を含む。葉は両面とも帯褐紫色、又は上面は灰緑

色～帯褐緑色で下面は帯褐紫色を呈する」「本品は特異なにおいがあり、味は僅かに苦い」

と規定している。明の時代に編纂され、約 1,900 種の薬用植物、動物、鉱物などを解説し

た本草綱目［7］でも、蘇葉について「葉の両面が赤色で芳香のあるものが良品」と記述さ

れ、色とにおいは蘇葉の品質評価に重要な指標とされてきた。日局における生薬の規格で



2 
 

は、化学薬品では指標として用いられない、においや色、味を医薬品として適、不適を判

断する際の基準として用い、色は適否の判断基準、においと味は適否の判定基準としてい

る。生薬の品質評価では官能的な指標が重要視される一方で、その指標について化学的、

生物学的、薬理学的分析は乏しいことが多く、主観的ではなく客観的な評価基準の設定も

無いことが多いことから、品質評価の基準として規格化するためには、これらの化学的、

生物学的、薬理学的データを示す基礎的な研究が望まれている。 

日本での医薬品の公定書の規格は、それらについてのさまざまな基礎研究の成果が土台

となって定められている。ソヨウの特徴的なにおい成分はペリルアルデヒドであり、日局

16［3］以降は定量法の規定があるが、日局 15［6］までは定量試験は採用されておらず、

確認試験で無水酢酸と硫酸を用いたテルペン類の呈色反応を採用していた。この呈色反応

は化合物群であるテルペン類を検出する方法であるため、ペリルアルデヒド以外のテルペ

ノイドを含むソヨウは排除することができなかった。その結果、ペリルアルデヒドをまっ

たく含まない不適格なソヨウが流通する事例があった。そこで日局 16［3］からは、ペリル

アルデヒドを TLC 法で確認し、含量を HPLC で測定する方法が規格化された。ペリルアル

デヒドの含量値規格を設定することは、同時に健康被害が懸念されるアサロンを含まない

ことの保証となっているのだが、このしくみは、30 年にわたるシソの精油成分に関するケ

モタキソノミー研究の成果が基盤にあり、これに精油成分生合成研究の成果を加味して考

察することで可能となった規格である。このように、成分の生合成や遺伝的背景、環境要

因による変化の幅等を研究することは、天然物医薬品の品質を規格化する上で、非常に重

要な意味を持っている。 

 

 

 本研究では、生薬の色とにおいについて、これらを品質評価の基準として用いるための

基盤となる化学的、生物学的、薬理学的知見の構築を主眼に置き、ソヨウの品質評価の指

標となる色素成分アントシアニン類とにおい成分ペリルアルデヒドに注目した。色素成分

の種類の多様性やにおい成分の生合成経路について明らかにするとともに、野生種と栽培

種があり、それぞれに多様なケモタイプが存在するシソ属植物の多様性の成立についても

考察することで、品質評価上重要な成分の化学的、生物学的知見を得ることを目的とした。

また、生薬を用いた治療による効果はその生薬の品質に大きく左右されると経験的に言わ

れており、とくに、生薬のにおいは日局ではその適否の判定基準のひとつとされるが、に

おいと生薬の薬理効果についての動物実験は少ない。そこで、生薬のにおいの薬理に関す

る検討を行った。  
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第一章 シソ属植物およびソヨウに含まれるアントシアニン類 

第一節 シソ属植物の葉、ソヨウおよび色素製剤に含まれるアントシアニン類

の分析 

 

 シソ（Perilla frutescens Britton var. crispa W. Deane）に含まれる色素成分であるアン

トシアニン化合物の種類の多様性については、これまでにいくつかの異なる結果が報告さ

れている。1935 年に Kuroda ら［8］が赤ジソに含まれる赤色色素成分 shisonin (a)を初め

て単離し、Takeda と Hayashi［9］が 1964 年に、Watanabe ら［10］が 1966 年にそれぞ

れ 、 化 学 分 解 に よ っ て s h i s o n i n  ( a ) の 構 造 は c y a n i d i n 

3-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside)-5-D-glucosideであると報告した。1978年にはGotoら［11］

がプロトン NMR 解析から、shisonin (a)のプロトン位置の帰属を行った。その後 1989 年

には、shisonin (a)は赤ジソが生成する赤色色素成分ではなく、malonylshisonin (cyanidin 

3-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside)-5-(6-O-malonyl-D-glucoside)) (b)の分解により生じた成

分であることが Kondo ら［12］によって報告された。近年のシソ色素成分分析では、Yoshida

ら［13］によって 7 種のアントシアニン（malonylshisonin (b)、shisonin (a)、cyanidin 

3 - (6 -O - ca f fey l -D -g lucos ide ) -5 - (6 -O -malonyl -D -g lucos ide )  (c )、 cyanid in 

3-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside)-5-(6-O-malonyl-D-glucoside) (d)、cyanidin 

3-(6-O-caffeyl-D-glucoside)-5-D-glucoside (e)、cyanidin 3-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside) 

-5-D-glucoside (f)、cyanidin 3,5-O-di-D-glucoside (g)）が報告され、Yamazaki ら［14］に

よって 6 種のアントシアニン（malonylshisonin (b)、shisonin (a) 、cyanidin 

3 - (6 -O - ca f fey l -D -g lucos ide ) -5 - (6 -O -malonyl -D -g lucos ide )  (c )、 cyanid in 

3-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside)-5-(6-O-malonyl-D-glucoside) (d)、cyanidin 

3 - ( 6 - O - c a f f e y l - D - g l u c o s i d e ) - 5 - D - g l u c o s i d e  ( e ) 、 p e o n i d i n 

3-(6-O-malonyl-D-glucoside)-5-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside) (h)）が報告されている。ま

た、He ら［15］は、7 種のアントシアニン（malonylshisonin (b)、shisonin (a)、cyanidin 

3 - (6 -O - ca f fey l -D -g lucos ide ) -5 - (6 -O -malonyl -D -g lucos ide )  (c )、 cyanid in 

3-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside)-5-(6-O-malonyl-D-glucoside) (d)、cyanidin 

3-(6-O-caffeyl-D-glucoside)-5-D-glucoside (e)、cyanidin 3-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside) 

-5-D-glucoside (f)、cyanidin 3-(6-O-feruloyl-D-glucoside)-5-D-glucoside (i)）を報告してい 

る（図 1）。第 17 改正日本薬局方（日局 17）［4］ではソヨウの生薬の性状の項に「葉は両

面とも帯褐紫色、又は上面は灰緑色～帯褐緑色で下面は帯褐紫色を呈する」とあり、色素

はソヨウの品質評価において重要な指標である。しかしながら、アントシアニン化合物の

種類の多様性については結論に至っておらず、品質評価の指標として用いるためには、そ

の詳細な検討が望まれている。 
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日本産シソ属植物にはソヨウの基原である栽培種のシソのほかに、三種の野生種、すな

わち、レモンエゴマ（Perilla citriodora (Makino) Nakai）、トラノオジソ（Perilla hirtella 

Nakai）、セトエゴマ（Perilla setoyensis G.Honda）が存在する。これまでの研究から、栽

培種のシソは二種の野生種から生じた複二倍体である可能性が高いと推測されており［16, 

17］、その成立の過程で色素成分の多様性が生じたと考えられる。そこで、栽培種、野生種

の遺伝的に純系を維持した系統とソヨウ市場品およびシソを用いた色素製剤を用いて、成

分の多様性について検討し、ソヨウに含まれるアントシアニン化合物の化学的知見を得る

ことを目的とした。 

O
+

O

OH

OR1

HO

O

O

OH

HO
HO

R2O
O

HO

OH

OH

OR3

A C

B

 
 R1 R2 R3 

shisonin (a) H H trans-p-coumaroyl 

malonylshisonin (b) H malonyl trans-p-coumaroyl 

cyanidin 3-(6-O-caffeyl-D-glucoside)-5-(6-O-malonyl-D-glucoside) (c) H malonyl trans-caffeoyl 

cyanidin 

3-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside)-5-(6-O-malonyl-D-glucoside) (d) 

H malonyl cis-p-coumaroyl 

cyanidin 3-(6-O-caffeyl-D-glucoside)-5-D-glucoside (e) H H trans-caffeoyl 

cyanidin 3-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside) -5-D-glucoside (f) H H cis-p-coumaroyl 

cyanidin 3,5-O-di-D-glucoside (g) H H H 

peonidin 

3-(6-O-malonyl-D-glucoside)-5-(6-O-p-coumaryl-D-glucoside) (h) 

CH3 p-coumaroyl malonyl 

cyanidin 3-(6-O-feruloyl-D-glucoside)-5-D-glucoside (i) H H feruloyl 

図 1. シソに含まれるアントシアニン 

 

1. HPLC 分析による色素成分のパターン分類 

自家受粉により純系を維持したシソ属植物 28 系統（青ジソ 7 系統、赤ジソ 10 系統、レ

モンエゴマ 7 系統、セトエゴマ 2 系統、トラノオジソ 2 系統）の新鮮葉（表 1a）、近隣の

薬用植物園で栽培している赤ジソの新鮮葉、ソヨウ市場品およびシソを用いた色素製剤（22

サンプル）（表 1b）を AcOH：H2O：MeOH = 1：10：9 の混液を用いて抽出し、HPLC 分

析を行った。HPLC 分析の結果、528 nm で検出されるクロマトグラムパターンは 4 つに大

別された（図 2）。赤ジソ、一部の青ジソ、多くのレモンエゴマ、ソヨウ市場品およびシソ

を用いた色素製剤はピーク 3~7 の 5 つのピークを検出し、これをパターン A とした。レモ

ンエゴマ No. 87 はピーク 1~7 の 7 つのピークを検出し、これをパターン B、レモンエゴマ
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No. 5717 はピーク 1 および 2 の 2 つのピークを検出し、これをパターン C、多くの青ジソ、

セトエゴマ、トラノオジソはピークが検出されずパターン D とした。 

 

表 1a. 使用したシソ属植物の種と系統番号 

種 系統番号 

青ジソ 10, 12, 1841, 1864, 5343, 5598, 5808,  

赤ジソ 3, 6, 9, 25, 32, 63*, 79, 5645, 5647, 5807 

レモンエゴマ 87, 4931, 4935, 5321, 5498, 5601, 5717 

セトエゴマ 5031, 5640 

トラノオジソ 4993, 5042 

*: 片面ジソ 

表 1b. 使用したソヨウ新鮮葉、ソヨウ市場品および色素製剤 

実験材料 No. 産地国 都市 入手年月 形状 

1 日本 名古屋 2015.09 新鮮葉 

2 日本 名古屋 2015.09 新鮮葉 

3 日本 名古屋 2015.09 新鮮葉 

4 日本 宮崎 2014.11 乾燥葉・刻み 

5 日本 静岡 2013.08 乾燥葉・刻み 

6 中国 遼寧省 2015.05 乾燥葉・刻み 

7 中国 遼寧省 2013.07 乾燥葉・刻み 

8 中国 河北省 2015.09 乾燥葉・刻み 

9 中国 河北省 2015.09 乾燥葉・刻み 

10 中国 河北省 2011.05 乾燥葉・刻み 

11 中国 河北省 2014.04 乾燥葉・刻み 

12 中国 河北省 2014.12 乾燥葉・刻み 

13 中国 河北省 2015.12 乾燥葉・刻み 

14 中国 安徽省 2012.02 乾燥葉・刻み 

15 中国 福建省 2015.09 乾燥葉・刻み 

16 中国 広東省 2015.02 乾燥葉・刻み 

17 中国 - - 乾燥葉・刻み 

18 中国 - 2015.02 乾燥葉・刻み 

19 中国 - 2015.01 乾燥葉・刻み 

20 中国 - 2014.03 乾燥葉・刻み 

21 中国 - 2015.12 乾燥葉・刻み 

22 日本 - - 液体製剤 

-：詳細不明 
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図 2. シソ属植物 HPLC 分析のクロマトグラム  

 

2. シソ属植物に含まれるアントシアニン類の同定 

アントシアニンのアグリコンであるアントシアニジンは B 環に付いている水酸基やメト

キシ基の数により 6 種類（ペラルゴニジン、シアニジン、デルフィニジン、ペオニジン、

ペチュニジン、マルビジン）に大別される。その色は B 環の水酸基の数が多いほど青みを

増す傾向があり、水酸基が 1 つのペラルゴニジンは橙赤色で極大吸収波長は 515 nm付近、

2 つのシアニジンは赤紫色で同 528 nm付近、3 つのデルフィニジンは青紫色で同 543 nm

付近である［18］。HPLC 分析で 528 nm で検出された 7 つのピークはシアニジン系アント

シアニンであると推定した。各ピークに含まれる化合物を同定するために、レモンエゴマ

No. 5717 の新鮮葉を 73.7 g、同 No. 5601 を 34.5 g採取し、抽出および精製操作を行い、

アントシアニン類を含む溶液を濃縮、乾燥させ、No. 5717 からピーク 1：32.1 mg、ピーク

2：12.7 mg、No. 5601 からピーク 3：13.7 mg、ピーク 4：4.60 mg、ピーク 5：5.80 mg、

ピーク 6：8.60 mg、ピーク 7：38.2 mg の化合物を得た。得られた化合物は MS および 1H 

NMR データをもとに比較し同定した。 

ピーク 1~7 はいずれもシアニジン誘導体であったが、シアニジンの 3 および 5位に結合

したグルコースに結合する有機酸に違いが見られた。ピーク 3 に関しては、MS スペクトル

データから 2 つの化合物が混在してピーク 3 となっていることが考えられ、1H NMR測定

を行ったところ、ピーク 3a と 3b の 2 つの共存在が明らかになった。ピーク 1 および 3~7

に相当する化合物は MS［19, 20］および 1H NMR スペクトルデータ［12, 13］から、ピー

ク 1 は c y a n i d i n  3 , 5 - O - d i g l u c o s i d e  ( g ) 、 ピ ー ク 3 a は c y a n i d i n 

3-(6-O-caffeylglucoside)-5-O-glucoside (e)、ピーク 3b は cis-shisonin (f)、ピーク 4 は

m a l o n y l - c i s - s h i s o n i n  ( d ) 、 ピ ー ク 5 は c y a n i d i n 

3-(6-O-caffeylglucoside)-5-(6-O-malonylglucoside) (c)、ピーク 6 は shisonin (a)、ピーク 7 は 

malonylshisonin (b)であると同定した（表 2、図 3）。 
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表 2. ピーク 1 (g)、3a (e)、3b (f)、4 (d)、5 (c)、6 (a)、7 (b)の 1H NMR スペクトルデータ 
（500 MHz, 3% d-TFA CD3OD, カップリング定数は(J in Hz)に示した） 

  1 (g)   3a (e)   3b (f)   4 (d)   5 (c)   6 (a)   7 (b)   

アントシアニジン             

4 9.04 s 8.89 s 8.68 s 8.50 s 8.93 s 8.94 s 8.92 s 

6 6.99 d (2.0) 6.96 d (2.0) 6.99 d (2.0) 6.78 d (2.0) 7.00 d (2.0) 7.00 br s 7.00 d (1.5) 

8 6.97 br s 6.89 br s 6.89 br s 6.71 br s 6.96 br s 6.93 br s 6.96 br s 

2' 7.97 d (2.0) 8.03 d (2.0) 8.00 d (2.5) 7.90 d (2.5) 8.03 d (2.0) 8.00 d (2.5) 8.02 d (2.5) 

5' 6.94 d (8.5) 7.02 d (9.2) 7.02 d (8.6) 6.96 d (8.5) 7.03 d (8.5) 7.01 d (8.6) 7.02 d (8.5) 

6' 8.25 
dd 
(8.5, 
2.0) 

8.26 
dd 
(8.0, 
2.0) 

8.23 
dd 
(8.6, 
2.0) 

8.10 
dd 
(8.5, 
2.5) 

8.28 
dd 
(8.8, 
2.3) 

8.27 
dd 
(8.5, 
2.5) 

8.28 
dd 
(8.5, 
2.5) 

グルコース A             

1 5.20 d (7.5) 5.44 d (7.5) 5.44 d (7.5) 5.31 d (7.5) 5.40 d (7.5) 5.39 d (7.4) 5.42 d (8.0) 

2 3.60 
dd 
(9.0, 
7.5) 

3.76- 
3.78 m 3.75- 

3.79 m 3.66 
dd 
(9.0, 
7.5) 

3.74 
dd 
(9.0, 
7.5) 

3.76 
dd 
(9.0, 
7.5) 

3.65- 
3.80 m 

3 3.44 t (9.0) 3.60 t (9.0) 3.56 t (9.0) 3.48 t (9.0) 3.59 t (9.0) 3.59 t (9.0) 3.59 t (9.0) 

4 3.31 t (9.0) 3.52 t (9.0) 3.46 t (9.0) 3.34 t (9.0) 3.46 t (9.0) 3.51 t (9.0) 3.48 t (9.0) 

5 3.52 

ddd 
(9.0, 
7.0, 
2.5) 

3.90- 
3.95 m 3.94 m 3.85 

ddd 
(9.5, 
9.0, 
2.5) 

3.91 

ddd 
(9.0, 
7.5, 
2.5) 

3.88 

ddd 
(9.0, 
6.5, 
3.0) 

3.94 

ddd 
(9.0, 
8.0, 
3.0) 

6a 3.87 
dd 
(12.0, 
2.5) 

4.70 
dd 
(11.0, 
3.5) 

4.56 
dd 
(12.0, 
9.0) 

4.58 
dd 
(12.0, 
9.0) 

4.53 
dd 
(12.0, 
2.0) 

4.49 
dd 
(12.0, 
3.5) 

4.51 
dd 
(12.0, 
3.0) 

6b 3.65 
dd 
(12.0, 
7.0) 

4.48- 
4.58 m 4.70 

dd 
(12.0, 
2.5) 

4.26 
dd 
(12.0, 
2.5) 

4.44 
dd 
(12.0, 
7.5) 

4.47 
dd 
(12.0, 
6.5) 

4.43 
dd 
(12.0, 
8.0) 

グルコース B             

1 5.06 d (7.5) 5.20 d (6.9) 5.20 d (6.9) 5.22 d (7.5) 5.18 d (7.5) 5.15 d (8.0) 5.19 d (7.5) 

2 3.58 
dd 
(9.0, 
7.5) 

3.76- 
3.78 m 3.75- 

3.79 m 3.68 
dd 
(9.0, 
7.5) 

3.76 
dd 
(9.0, 
7.5) 

3.75 
dd 
(9.0, 
7.5) 

3.65- 
3.80 m 

3 3.55 t (9.0) 3.58- 
3.60 m 3.53 t (9.0) 3.50 t (9.0) 3.56 t (9.0) 3.55 t (9.0) 3.56 t (9.0) 

4 3.36 t (9.0) 3.46- 
3.49 m 3.48 t (9.0) 3.40 t (9.0) 3.50 t (9.0) 3.43 t (9.0) 3.45 t (9.0) 

5 3.47 

ddd 
(9.0, 
5.5, 
2.0) 

3.62- 
3.63 m 3.62 

ddd 
(9.0, 
6.0, 
2.0) 

3.76 

ddd 
(9.0, 
6.0, 
3.0) 

3.79 

ddd 
(9.0, 
6.0, 
2.0) 

3.58 

ddd 
(9.0, 
6.0, 
2.5) 

3.63- 
3.80 m 

6a 3.86 
dd 
(12.0, 
2.5) 

4.05 
dd 
(12.0, 
2.0) 

4.05 
dd 
(12.0, 
2.0) 

4.46 
dd 
(12.0, 
3.0) 

4.50 
dd 
(12.0, 
3.0) 

3.97 
dd 
(12.0, 
2.0) 

4.53 
dd 
(12.0, 
2.5) 

6b 3.65 
dd 
(12.0, 
5.5) 

3.78 
dd 
(12.0, 
6.3) 

3.75- 
3.79 m 4.44 

dd 
(12.0, 
6.0) 

4.25 
dd 
(12.0, 
6.0) 

3.72 
dd 
(12.0, 
6.0) 

4.22 
dd 
(12.0, 
6.3) 

p-クグル酸 or コーヒー酸         

α -  6.21 d 
(16.0) 5.78 d 

(12.6) 5.64 d 
(13.0) 6.20 d 

(16.0) 6.23 d 
(16.0) 6.25 d 

(16.0) 

β -  7.29 d 
(16.0) 6.61 d 

(12.6) 6.30 d 
(13.0) 7.31 d 

(16.0) 7.38 d 
(16.0) 7.38 d 

(16.0) 

2 -  6.94 br s 7.27 d (8.0) 7.03 d (8.5) 6.83 d (2.5) 7.29 d (8.6) 7.23 d (8.5) 

3 -  -  6.40 d (8.6) 6.23 d (8.5) -  6.76 d (8.6) 6.72 d (8.5) 

5 -  6.71 br s 6.40 d (8.6) 6.23 d (8.5) 6.71 d (8.5) 6.76 d (8.6) 6.72 d (8.5) 

6 -  6.71 br s 7.27 d (8.0) 7.03 d (8.5) 6.76 
dd 
(8.5, 
2.5) 

7.29 d (8.6) 7.23 d (8.5) 

グロン酸              

2 -   -   -   3.59 s 3.38 s -   3.39 s 
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ピーク 2のLCMS-IT-TOFでは 697.16 [M]+の強い分子量関連イオンおよびシアニジンに

結合したグルコースが脱離した 535.11 [cyanidin+glucose+malonyl]+のフラグメントイオ

ン、続いてシアニジンに結合したグルコースに結合したマロニル基が脱離した 449.11 

[cyanidin+glucose]+のフラグメントイオン、さらにシアニジンに結合したグルコースが脱離

しアグリコンのみとなった 287.05 [cyanidin]+のフラグメントイオンが得られた。1H NMR

を測定したところ、シグナルは cyanidin 3,5-O-diglucoside のものと類似していた［13］。

ただし、シアニジンに結合したグルコースの 6 位に結合しているプロトンのケミカルシフ

ト値は、文献値 3.98, 3.73［13］であるのに対し測定値は 4.55, 4.34 と低磁場シフトしてい

た。LCMS-IT-TOF からマロニル基が存在すると予測されていることから、この低磁場シフ

トはグルコースにマロニル基が結合することによって起こったと考えられる。アグリコン

に 結 合 し た グ ル コ ー ス に マ ロ ニ ル 基 が 結 合 し た pelargonidin 

3-O-glucoside-5-O-malonylglucoside の 1H NMR スペクトルデータでは、グルコース由来

である高磁場側のシグナルのケミカルシフト値は 3.95, 3.74 であるのに対し、グルコースに

マロニル基が結合していない pelargonidin 3,5-O-diglucoside のグルコースのシグナルのケ

ミカルシフト値は 4.54, 4.34 であり、上記化合物と同様に低磁場にシフトしている［21］。

より詳細な検討のため、2D NMR（H-H COSY, HMBC）を測定したところ、図 4 に示すよ

う に 相 関 が 見 ら れ た こ と か ら 、 ピ ー ク 2 に 相 当 す る 化 合 物 は cyanidin 

3-O-glucoside-5-O-malonylglucoside (j)であると決定した。（表 3）。 

これまでに栽培種のシソを用いて、含まれるアントシアニン化合物についての研究が行

われており、1990 年にピーク 1 (g)および 3~7 ((e), (f), (d), (c), (a), (b))を含む報告［13］や

2003 年にピーク 2 (j)、3a (e)、および 4~7 ((d), (c), (a), (b))を含む報告［14］がある。しか

し、本研究で栽培種である赤ジソで見られたパターン A のようなピーク 3~7 ((e), (f), (d), (c), 

(a), (b))のみを含むシソの報告はない。同時に検出される化合物の種類が異なっていること

の原因として化合物の安定性の影響が考えられる。アントシアニンは、色素自体の化学構

造、濃度、色素溶液の pH、温度、あるいは金属イオン、酸素、酵素などの物質との共存下

での反応により色調に変化を与える。そのため、抽出や精製の操作には、化合物の化学変

化が生じないようにするための工夫が必要である。［13］の研究では、葉を粉砕し室温で抽

出することで化合物を単離している。一方、本研究では、粉砕時に生じる摩擦熱による影

響を考慮し、粉砕せずに低温で抽出する方法を用いた。本研究で用いたシソからは検出さ

れなかったピーク 1 (g)の構造は、シアニジンの 3 および 5位にグルコースが結合したもの

であり、他の検出された化合物から有機酸を脱離させたものである。アシル化アントシア

ニンはエステル結合が切れやすいため、その存在が見逃され、かわりに非アシル化アント

シアニンが見いだされることがしばしばある。すなわち、ピーク 3~7 ((e), (f), (d), (c), (a), (b))

の有機酸が分解された産物としてピーク 1 (g)が同時に検出された可能性が考えられる。ま

た［14］の研究では、ピーク 2 (j)が検出されているがピーク 3a (e)および 4~7 ((d), (c), (a), 

(b))と比較すると非常に微量である。ピーク 2 (j)の構造はシアニジンの 3位にグルコースが
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グルコース A 

結合し 5位にマロニル基が結合したグルコースが結合している。すなわち、これもピーク 1 

(g)と同様に、他の検出された化合物から有機酸を脱離すると生じる構造である。［14］にお

けるピーク 2 (j)の HPLCピーク面積は他の 5 つの化合物の 1/10~1/100 であり含量が非常

に少ないことから、他の検出されたアシル化アントシアニンの分解により生じた化合物の

可能性が高いと考えられる。また本研究で検出されたピーク 3b (f)が［14］の研究では検出

されていない。この理由としては、HPLC-PDA-MS のみですべての化合物の同定が行われ

ており異性体であるピーク 6 (a)と区別できなかったためと推察される。 

パターン B と C からはピーク 1 および 2 が検出されているが、これまでの研究でピーク

1 および 2 が検出された場合とは、抽出条件、野生種であること、ピーク面積が他のピーク

に比較して大きいことなどが異なっている。すなわち、パターン B と C に含まれるピーク

1 および 2 は分解により生じたのではなく、野生種のシソが生合成した化合物である可能性

が高いと考えられる。 

 

 

ピーク 
 

R1 R2 

1 cyanidin 3,5-O-di-glucoside (g) H H 

2 cyanidin 3-O-glucoside-5-O-malonylglucoside (j) malonyl H 

3a cyanidin 3-(6-O-caffeylglucoside)-5-O-glucoside (e) H trans-caffeoyl 

3b cis-shisonin (f) H cis-p-coumaroyl 

4 malonyl-cis-shisonin (d) malonyl cis-p-coumaroyl 

5 
cyanidin 

3-(6-O-caffeylglucoside)-5-(6-O-malonylglucoside) (c) 
malonyl trans-caffeoyl 

6 shisonin (a) H trans-p-coumaroyl 

7 malonylshisonin (b) malonyl trans-p-coumaroyl 

図 3. ピーク 1~7 の構造 

  

グルコース B 
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表 3. ピーク 2 (j)の 13C および 1H NMR スペクトルデータ 
（125 MHz および 500 MHz, 3% d-TFA CD3OD, カップリング定数は(J in Hz)に示した） 

 
位置番号 δC δH (J in Hz) 

アントシアニジン 2 164.9 
 

 
3 146.7 

 

 
4 135.9 9.14 s 

 
5 157.1 

 

 
6 106.0 7.03 d (2.0) 

 
7 169.4 

 

 
8 97.3 7.10 br s 

 
9 153.9 

 

 
10 113.3 

 

 
1' 121.1 

 

 
2' 118.5 8.09 d (2.5） 

 
3' 147.6 

 

 
4' 156.6 

 

 
5' 117.6 7.05 d (9.0) 

 
6' 129.1 8.36 dd (9.0, 2.5) 

グルコース A 1 104.0 5.30 d (8.0) 

 
2 74.7 3.69 dd (8.5, 6.5) 

 
3 78.3 3.53 t (9.0) 

 
4 71.3 3.40 t (9.0) 

 
5 78.9 3.62 m 

 
6a 

62.6 
3.71 dd (12.0, 7.0) 

 
6b 3.97 dd (12.0, 2.5) 

グルコース B 1 102.3 5.18 d (8.1) 

 
2 74.4 3.69 dd (8.5, 6.5) 

 
3 77.5 3.56 t (9.0) 

 
4 71.3 3.45 t (9.0) 

 
5 75.8 3.80 ddd (12.0, 7.0, 2.5) 

 
6a 

65.2 
4.34 dd (12.0, 6.5) 

 
6b 4.55 dd (12.0, 2.5) 

マロン酸 1 168.6 
 

 
2 39.4 3.42 s 

 
3 169.5 
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図 4. ピーク 2 (j)の H-H COSY および HMBC相関 

 

第二節 シソ属植物の精油型と色素成分パターンの関係 

 これまでの研究の結果から、シソのにおいの違いは含まれる精油成分の違いに由来し、

成分の構成パターンにより約 10 種の精油型に分類されること、またそれら精油成分の生合

成は遺伝的に制御されていることが明らかにされており［22-25］、この精油型の遺伝と、

赤ジソか否かを決める因子についての遺伝的な制御は独立であることもまた示唆されてい

る［23, 26, 27］。しかし赤色色素の成分構成に複数のパターンがあることはこれまでに知ら

れておらず、第一節で示したものが初めての知見である。そこでこの色素成分パターンと

精油型に何らかの関係があるかどうか検討した。 

表 4 はシソ属植物の精油型と図 1 で示した色素成分パターンについて系統番号ごとに示

したものである。 

シソには大きく分けて 11 種の精油型があり、それらは主にモノテルペン化合物で構成さ

れている MT (monoterpene)型と主にフェニルプロペン誘導体で構成されている PP 

(phenylpropene)型の二つのグループに大別される。MT 型は主要な構成成分によって PA 

(perillaldehyde)型、C (citral)型、EK (elsholtziaketone)型、PK (perillaketone)型、PL 

(perillene)型、SF (shisofuran)型、PT (piperitenone)型に、他方 PP 型は PP-m (myristicin)

型、PP-dm (dillapiol + myristicin)型、PP-em (elemicin + myristicin)型、PP-dem (dillapiol 

+ elemicin + myristicin)型、PP-dmn (dillapiol + myristicin + nothoapiol)型に分類される

［22, 28, 29］。 

表 4 において No. 6 と No. 32 を比較すると、アントシアニン類の色素成分パターンは同

じであるが（パターン A）、精油型は異なっている（No. 6 は PK 型、 No. 32 は PA 型）。

また、No. 87、No. 4931、No. 5717 はいずれも、精油型は C 型で同じであるが色素成分パ

ターンが異なっている（No. 87 はパターン B、No. 4931 はパターン A、No. 5717 はパター

H-H COSY 相関 

HMBC 相関 
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ン C）。このことから精油成分と色素成分はいずれも二次代謝産物であるが、その生合成に

関する遺伝的な制御は独立であることが明らかとなった。 

 

表 4. シソ属植物の精油型と色素成分パターン 

種 系統番号 色素成分パターン 精油型 

P. frutescens (green leaf) 10 D PP-em 

P. frutescens (green leaf) 12 D PP-m 

P. frutescens (green leaf) 1841 A EK 

P. frutescens (green leaf) 1864 D PL 

P. frutescens (green leaf) 5343 A PA 

P. frutescens (green leaf) 5598 D PT 

P. frutescens (green leaf) 5808 D PK 

P. frutescens (red leaf) 6 A PK 

P. frutescens (red leaf) 25 A PP-emd 

P. frutescens (red leaf) 32 A PA 

P. frutescens (red leaf *) 63 A PK 

P. frutescens (red leaf) 79 A EK 

P. frutescens (red leaf) 5645 A PA 

P. frutescens (red leaf) 5647 A PA 

P. frutescens (red leaf) 5807 A PA 

P. citriodora 87 B C 

P. citriodora 4931 A C 

P. citriodora 4935 A PK 

P. citriodora 5321 A PP-em 

P. citriodora 5498 A C 

P. citriodora 5601 A PP, PT 

P. citriodora 5712 A PK 

P. citriodora 5717 C C 

P. setoyensis 5031 D SF 

P. setoyensis 5640 D SF 

P. hirtella 4993 D PK 

P. hirtella 5042 D PP-e 

*：片面ジソ 
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第三節 ソヨウのアントシアニン類の含有成分比較 

第一節でソヨウ市場品は 5 つのピークを含むパターン A に分類されることを示した。し

かしながら、ソヨウサンプルどうしを比較した場合でも成分の組成比は同じではない。成

分組成比の違いが生じる原因について考察した。 

 表 1b で示したソヨウサンプルのうち、新鮮葉である No. 1~3 の成分組成比はいずれも、

ピーク 7 (b)が 60%以上を占め、次いでピーク 4 (d)および 6 (a)が 8~17%でほぼ同じであり、

ピーク 3 ((e)および(f))と 5 (c)は最も少なく 2~5%である。この組成比は表 1a で示す純系の

新鮮葉の組成比と同じである。一方、ソヨウ市場品は、ピーク 7 (b)の割合が 60%を超える

ものは No. 4~21 の 18サンプルのうち 4個のみであった。また、ピーク 6 (a)の割合が 2番

目に高く、その値は 20~40%と幅広く、ピーク 3 ((e)および(f))、4 (d)および 5 (c)の割合は

2~9%であり、サンプルどうしでのばらつきが大きい。 

生薬に含まれる成分の量は、原料植物の生育環境や収穫、調製後の保存条件により影響

を受けると考えられる。本研究で使用したソヨウ市場品サンプル No. 4~21 の産地について

みると、日本産が 2個、中国産が 16個であり、さらにその県および省は異なる地域である。

産地ごとの成分比較を行ったが、パターンや規則性は見いだせなかった（図 5）。次に、生

育時期による違いがあるかどうかを調べるため入手年日による比較を行った。18 サンプル

は入手年月が分析日から起算して 2 か月前から 56 か月前まであるが、入手年月が新しいほ

ど成分組成比は新鮮葉と近似し、入手年月から長期経過するとピーク 7 (b)が減少しピーク

6 (a)が増加する傾向が見られた（図 6）。産地と入手年月による比較から、同一パターン内

での成分組成比の違いは長期保存による化合物の化学変化が原因と考えられる。 

 アシル化アントシアニンはエステル結合が分解されやすいが、有機酸のうち脂肪族有機

酸は芳香族有機酸に比べて、より分解されやすい。これは芳香族有機酸が脂肪族有機酸に

比較して相対的に疎水性が高いことに起因する。ピーク 6 (a)すなわち shisonin は、ピーク

7 (b)すなわち shisonin のシアニジンの 5位に結合したグルコースの 6位に脂肪族有機酸で

あるマロニル基が結合した malonylshisonin の分解によって生じることが報告されている

［12］。長期保存中には温度や酸素などのアントシアニンの安定性に影響を与える因子を

完全に避けることは難しいため、malonylshisonin に結合したマロニル基が分解され

shisonin に変化したと考えられる。同様の分解がピーク 4 (d)からピーク 3b (f)の変化でも

観察された可能性が高い。すなわち、ピーク 3b (f)はピーク 4 (d)のシアニジンの 5位に結

合したグルコースの 6 位に結合するマロニル基が分解された構造であり、入手年月からの

時間経過に従って、ピーク 4 (d)が減少しピーク 3 (f)が増加していた。また、加工品である

液体色素製剤に含まれるピーク 6 (a)の割合は約 50%であり、表 1b に示す新鮮葉およびソ

ヨウ市場品の 22サンプルの中で最も高く、ピーク 7 (b)の割合は約 30%であり最も低い。

葉を乾燥させただけであるソヨウに対して、色素製剤はアントシアニンを葉から抽出し、

濃縮した後、クエン酸やエタノールなどの添加物を加えて製剤としたものである。加工や

添加した化合物がアントシアニンの安定性に影響を与えたと考えられる。 
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図 5. ソヨウの産地とピーク含有割合の比較 

 

 

図 6. ソヨウの入手年月とピーク含有割合の比較  
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第四節 考察 

シソ属植物にはシアニジンをアグリコンとする多様なアントシアニン化合物、ピーク 1~7 

((g), (j), (e), (f), (d), (c), (a), (b))が含まれていることが確認された。シソ属植物に含まれるア

ントシアニン類については、シソ栽培種、多くのレモンエゴマにはピーク 3~7 ((e), (f), (d), 

(c), (a), (b))が含まれ、レモンエゴマ No. 87 にはピーク 1~7 ((g), (j), (e), (f), (d), (c), (a), (b))

が、レモンエゴマ No. 5717 にはピーク 1 (g)および 2 (j)が含まれていた。他方、トラノオジ

ソ、セトエゴマにはエキスおよび HPLC 分析において 528 nm で吸収がなかったことから

アントシアニン類が含まれないということが明らかとなった。これはシソ栽培種が異なる 2

つの野生種から生じた複二倍体であり、その一方はレモンエゴマであるというこれまでの

仮説［17］と矛盾しない結果であり、その一つはレモンエゴマ No. 87 のような色素パター

ンを持つ個体であったと示唆された。 

アントシアニンのアシル化は、アントシアニンの生合成過程の最終段階であり、配糖体

化前後に行われる。アシル化の過程は植物の種ごとに違いがあり、例えば、シレネ（Silene 

dioica (Linné) Clairv）やエゾリンドウ（Gentiana triflora Pall. var. japonica (Kusn.) 

H.Hara）ではシアニジンの 3 および 5位の配糖体化後に結合糖のアシル化が生じることが

報告されている［30, 31］。一方、ダリヤ（Dahlia pinnata Cav）の花弁ではシアニジンの

3位に結合した糖のアシル化がシアニジンの5位の配糖体化より先に起こることが報告され

ている［32］。シソにおいてはダリヤと同様の報告がされている。赤ジソから単離された

anthocyanin 3-O-glucoside-6’’-O-hydroxycinnamoyltransferase（3AT）による反応は、

cyanidin 3,5-O-di-glucoside (g)を基質として用いた場合よりも cyanidin 3-O-glucoside (k)

を基質として用いた場合の方が低い Km 値であった。すなわち、アシル化シアニジンであ

る malonylshisonin(b)のアシル化はシアニジンの 3 および 5 位の配糖体化後に起こるので

はなく、cyanidin 3-O-glucoside (k)のシアニジンの 3位に有機酸が結合した後、シアニジ

ンの 5 位の糖化が起こり、最後にシアニジンの 5 位の結合糖に有機酸が結合すると予測さ

れている［33］。したがって、シソのアントシアニン生合成経路は、cyanidin 3-O-glucoside 

(k)が anthocyanin acyltransferase によって cyanidin 3-(6-O-p-coumarylglucoside) (l)ある

いは cyanidin 3-(6-O-caffeylglucoside) (m)に変換され、さらに UDP-glucose 依存の

a n t h o c y a n i n  5 - O - g l u c o s y l t r a n s f e r a s e に よ っ て c y a n i d i n 

3-(6-O-p-coumarylglucoside)-5-O-glucoside ((a)および(f))、あるいは cyanidin 

3-(6-O -caffeylglucoside)-5-O -glucoside (e)となり、最終的には anthocyanin 

m a l o n y l t r a n s f e r a s e に よ っ て c y a n i d i n 

3-(6-O-p-coumarylglucoside)-5-(6-O-malonylglucoside) ((b)および(d))、あるいは cyanidin 

3-(6-O-caffeylglucoside)-5-(6-O-malonylglucoside) (c)が合成されるという経路が推定され

ている［34］（図 7）。しかしながら、本研究でピーク 1 (g)および 2 (j)のみを含むレモンエ

ゴマ No. 5717 およびピーク 1~7 ((g), (j), (e), (f), (d), (c), (a), (b))を含むレモンエゴマ No. 87

が存在していたことから、シソ属植物のアントシアニン生合成経路には、推定とは異なる
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別の生合成経路の存在が示唆される。ピーク 1 (g)と 2 (j)は有機酸の結合が少ないため、有

機酸が複数個結合した他の化合物の分解によって生じる可能性が考えられる。しかしなが

ら、その場合には、有機酸が 2個結合したピーク 4 (d)、5 (c)や 7 (b)から有機酸が 1個のみ

分解されたピーク 3a (e)、3b (f)や 6 (a)のような中間体が存在する可能性が高く、No. 5717

で確認されたようなピーク 1 (g)および 2 (j)のみを含むパターンが存在することは考えにく

い。したがって、推定の生合成経路とは別の経路として、cyanidin 3-O-glucoside (k)のシ

アニジンの 5位にグルコースが結合したピーク 1 (g)が生成し、その後、ピーク 1 (g)のシア

ニジンの 5位に結合したグルコースの 6位にマロニル基が結合したピーク 2 (j)が生成し、

さらにピーク 2 (j)のシアニジンの 3位に結合したグルコースの 6位に p-クマロイル基が結

合 し た ピ ー ク 7  ( b ) が 生 成 す る と い う 経 路 が 示 唆 さ れ た （ 図 7 ）。 

また、No. 87 では、ピーク 1~7 ((g), (j), (e), (f), (d), (c), (a), (b))が確認されたが、これは

太陽光下で十分に生育させたものである。アントシアニン生合成に関与する遺伝子

（5-O-glucosyltransferase、anthocyanidin synthase など）は光によって発現が誘導され

ることが報告されており［34, 35］、特定の光の波長がアントシアニン類の生成に重要と示

唆されている［36, 37］。そこでアントシアニン類の生合成が光によって制御されるかどう

かを調べるため、No. 87 を水耕栽培装置を用いて UV を含まない蛍光灯下と UV を含む光

照射下で栽培を行った。その結果、UV を含まない蛍光灯下で生育させたものは、ピーク 1 

(g)および 2 (j)の 2個の化合物のみが検出され、UV を含む光照射下で生育させたものは、

ピーク 1 (g)、2 (j)、4 (d)および 7 (b)の 4個の化合物が検出された（図 8）。この結果から、

No. 87 では、ピーク 1 (g)からピーク 2 (j)が合成された後、シアニジンの 3位に結合したグ

ルコースの 6位に p-クマロイル基が結合したピーク 4 (d)および 7 (b)が合成される生合成経

路の存在と、シアニジンの 3位に結合したグルコースの 6位に p-クマロイル基を導入する

経路を触媒する酵素は UV照射により活性化されることが示唆された（図 7）。 

アントシアニジンの配糖体化は分子の安定化と可溶化に寄与している。アグリコンであ

るアントシアニジンの形成後、最初に糖が転移されるのはシアニジンの 3 位に結合する水

酸基であり、その糖転移に関与する酵素である flavonoid 3-O-glucosyltransferase（3GT）

の存在はシソを含めた多くの植物から報告されている［38-40］。シアニジンの 3 位の配糖

体化に続き配糖体化される位置は 5 位の水酸基であり、この転移に関与する

5-O-glucosyltransferase（5GT）についてもいくつかの植物で報告されている［41, 42］。

赤ジソにおいても 5GT の cDNA はクローニングされており、その組換えタンパク質を用い

た酵素反応では、cyanidin 3-O-glucoside (k)を cyanidin 3,5-O-di-glucoside (g)に変換する

ことを報告している［43］。しかしながら、本研究でピーク 1 (g)が検出されたのは野生種で

あるレモンエゴマ No. 87 および No. 5717 のみであったことと、シソではシアニジンの 3

位に結合した糖のアシル化がシアニジンの 5 位の配糖体化より先に起こることが予測され

ていることから、赤ジソにおいて検出された 5GT は、シソ植物体内では cyanidin 

3-(6-O-p-coumarylglucoside) (l)を cyanidin 3-(6-O-p-coumarylglucoside)-5-O-glucoside 
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((a)および(f))に変換する役割を担っている可能性が考えられる。ピーク 1 (g)および 2 (j)が

検出されたレモンエゴマには cyanidin 3-O-glucoside (k)に対して高い親和性を持つ 5GT

（Cy3Glc 5GT）が存在することが示唆される。レモンエゴマはもともと Cy3Glc 5GT を持

っていたが、進化の過程で Cy3Glc 5GT をコードする遺伝子に突然変異が生じ、cyanidin 

3,5-O-diglucoside (g)を生合成しないタイプのレモンエゴマが生まれ、このレモンエゴマを

片親とする複二倍体化により栽培種が成立した可能性が考えられる。同様の現象が、V. 

vinifera に含まれるアントシアニン類について Janvary らにより報告されている［44］。す

なわち、V. vinifera以外のブドウ属栽培種、または V. vinifera との雑種の多くでは、アン

トシアニン類の糖の転移は 3 および 5位に結合する水酸基の両方で起こり、anthocyanidin 

3,5-O-diglucoside が検出されるが、いくつかの V. vinifera では anthocyanidin 

3,5-O-diglucoside はトレース量しか検出されない。V. vinifera と他の栽培種との交配によ

りできた種からクローニングされた遺伝子には、活性型酵素をコードする 5GT-Cha とその

対立遺伝子 5GT-Dia が存在すること、また 5GT-Cha に生じた 2 つの変異が 5GT の不活性

化に関わることが示されている。 

アントシアニンを生合成する植物には、アントシアニジンの配糖体化やアシル化に関わ

る酵素が多数存在している。ペチュニア（Petunia x hybrida (Hook.f.) Vilm）花弁の 5GT

がシアニジンの 3 位が配糖体化およびアシル化された化合物に高い親和性を示す［42］よ

うに、それぞれに特徴的な性質を持つ。シソには cyanidin 3-O-glucoside の 3 位に結合す

るグルコースのアシル化に関わる anthocyanidin-3-O-glucoside acyltransferase（3AT）が

存在する［45］。シソ属純系系統間で 3AT の遺伝子発現量に差があるのか、比較を行った

ところ、ピーク 1~7 ((g), (j), (e), (f), (d), (c), (a), (b))を生成する No. 87 は、ピーク 3~7 ((e), (f), 

(d), (c), (a), (b))のみを生成する No. 79、No. 5601、No. 5645 に比較して、その発現量は

1/17~1/3であった（図 9）。No. 87では cyanidin 3-O-glucoside (k)を基質として Cy3Glc 5GT

が cyanidin 3,5-O-diglucoside (g)を生成する反応が存在することが示唆されるため、3AT

の発現量は他の系統に比較して少ないにも関わらず、生合成反応の最終生成物であるピー

ク 7 (b)の量は少なくならなかったと推測される。 

アントシアニン類の化合物の種類の多様性と生合成経路の検討から、シソ属植物栽培種

の成立について考察すると、野生種のレモンエゴマは、安定性の低いアントシアニン類生

合成を触媒する Cy3Glc 5GT のみをもつもの（例：No. 5717）、安定性の高いアントシアニ

ン類生合成を触媒する 3AT をもつもの（例：No. 4931他）、またはその両者をもつもの（例：

No. 87）、が存在していたが、進化の過程で Cy3Glc 5GT をコードする遺伝子しか持たない

個体は安定性の低いアントシアニン類しか合成できないために不利となり衰退し、AT をも

つ野生種が優位に繁栄したと考えられる。Cy3Glc 5GT と 3AT の両方の遺伝子を持つもの

は、安定性の高いアントシアニンを合成することができるため、生存するのに有利であっ

た可能性が高い。そして、生存していたレモンエゴマ No .87 と他の野生種との複二倍体化

により栽培種が成立し、より安定性の高い化合物を蓄積するように進化したと推測される。 
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本章では、シソ属植物に含まれる色素成分であるアントシアニン化合物を 7 種類同定し

た。また、その結果から、各化合物の安定性や生合成経路の考察を行い、シソ属植物栽培

種の成立過程についても推察した。ソヨウの品質評価において重要である色素成分の多様

性や成分の組成を明らかにしたことは、色素という化合物群ではなく成分レベルで品質の

議論を可能にすることが期待できる。また、生薬として調製した後の時間経過に従って、

化合物組成が変化するという知見は、品質管理を行う上で生薬の履歴を調べるためのひと

つの指標となることが期待される。今後、新たに推定した生合成経路について関連する遺

伝子の探索を行うことで、本研究の結果を検証する知見が得られると考えられる。 
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図 7. シソ属植物に含まれるアントシアニンの推定生合成経路 

Cy3Glc 5GT: 5-O-glucosyltransferase specific to cyanidin 3-O-glucoside 

3AT: anthocyanin 3-O-glucoside acyltransferase 

MT: malonyl transferase 

UA5GT: UDP-glucose-dependent anthocyanin 5-O-glucosyltransferase 

AT: acyltransferase 

   : Putative pathway  
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図 8. No. 87 を用いて UV を含まない蛍光灯下と UV を含む光照射下で栽培した場合のア

ントシアニン量の比較 

(a)UV を含まない蛍光灯下での栽培、(b) UV を含む光照射下での栽培 

 

図 9. シソ属純系系統間での 3AT 発現量の比較 
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第二章 シソ属植物のペリルアルデヒド生合成反応に関わるシトク

ロム P450 の同定 

第一節 ペリルアルデヒド生合成反応に関わるシトクロム P450 のクローニン

グ 

 シソ属植物にはさまざまな精油型があるが、ペリルアルデヒドを豊富に含む精油型が日

本では最も有名である。日局 17［4］ではソヨウについて「本品は定量するとき、換算した

生薬の乾燥物に対し、ペリルアルデヒド 0.08%以上を含む」と規定しており、第一章で述

べた色素成分と同様にペリルアルデヒドはソヨウの品質評価において重要な化合物である。 

シソ属植物に含まれるペリルアルデヒドなどのモノテルペン化合物の生合成の最初のス

テップは、ゲラニル二リン酸がゲラニオール合成酵素またはリモネン合成酵素により脱リ

ン酸化される反応から始まると推定されており、ペリルアルデヒドの生合成は、リモネン

の 7 位の水酸化によりペリルアルコールが生成し、続いてその水酸基の酸化が起こって完

了すると推定されている［17］（図 10）。しかし、ペリルアルデヒドの生合成に関わる遺伝

子は同定されておらず、医薬品であると判断するためのペリルアルデヒドの生成や含量を

決定する因子は不明である。 

シトクロム P450 は微生物、動物や植物まで生物界に広く存在する酵素である。モデル植

物であるシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana Heynh）およびイネ（Oryza sativa Linné）

はそれぞれ 273 および 458 分子種のシトクロム P450 をゲノム上にコードしており、ヒト

（Homo sapiens Linné）の 57 分子種、出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）の 3 分子

種と比較すると、植物はそのゲノム中に多くのシトクロム P450酵素遺伝子をコードしてい

る［46］。シトクロム P450 は脂肪酸、ステロイド、フェニルプロパノイド、テルぺノイド、

アルカロイドなどの多くの複雑な二次代謝産物の生合成に関与しており、その機能は多岐

にわたる。シソ属植物の生合成に関わるシトクロム P450 としては、アントシアニンの生合

成に関わるシトクロム P450 分子種がある。赤ジソから同定された flavone synthase

（CYP93B6）と flavonoid 3’-hydroxylase（CYP75B4）は葉の色に関する重要なシトクロ

ム P450 分子種である［47］。シソ属植物の精油成分の生合成に関わるシトクロム P450 に

ついても、Mau らが、リモネンの 7位を水酸化する(-)-limonene-7-hydroxylase (Gen Bank 

ID：GQ120438)を報告している［48］。この研究では、既に同定されている limonene 

hydroxylase の cDNA 配列をプローブとしてハイブリダイゼーション法を利用して当該の

遺伝子をクローニングしている。すなわち、同じハッカ属植物のペパーミント（Mentha x 

piperita Linné）とスペアミント（Mentha spicata Linné）に発現している limonene 

hydroxylase (CYP71D13、GenBank ID：AF124816 および CYP71D18、GenBank ID：

AF124815)の基質はいずれもリモネンであり酵素反応による水酸基導入位置が各々リモネ

ンの 6位と 3位である点が異なる。両者のアミノ酸配列相同性は 70%であって、構造上の
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特徴はよく類似している。そこでリモネンの 7 位が水酸化されたペリルアルコールをリモ

ネンから生成する limonene-7-hydroxylase も同様の特徴を持つ可能性が高いという予想の

もとに遺伝子を同定している。 

シトクロム P450 分子種は互いに重複する幅広い基質特異性を示し、不特定多数の脂溶性

化合物の代謝に対応することができる。タンパク質およびアミノ酸配列、特に基質認識部

位の多様性が、基質および代謝産物となるさまざまな化合物の多様性に対応している。同

じ反応に関与する分子種でもアミノ酸配列の保存度は低いことが知られており、進化の過

程でアミノ酸配列には多様性が生じている。［48］の方法で同定したシトクロム P450 はリ

モネンの 7位を水酸化したが、シトクロム P450 は基質特異性が幅広いこと、機能とアミノ

酸配列の保存度が対応していないことを考えると、このシトクロム P450 がシソ属植物での

リモネンの 7位の水酸化に本当に関与しているかどうかは疑問である。 

これまでにシソ属植物から、いくつかのモノテルペン合成酵素が同定されているが［17, 

25, 49］、シソ属植物の精油成分生合成は遺伝的に制御されていること［24-27］から、これ

らの研究では、遺伝的に純系を維持した系統を用いて、それらの遺伝子発現パターンを比

較し、精油型特異的に発現する遺伝子を同定している。本研究ではこの手法を利用して、

シソ属植物におけるペリルアルデヒド生合成に関わるシトクロム P450 を同定することを

目的とした。 
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図 10. シソ属植物モノテルペン型精油成分の推定生合成経路 

trans-shisool はモノテルペン型精油成分であるが、その生合成ステップはあきらかとなっ

ていないため、別枠に示した。  
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精油型特異的に発現する遺伝子を同定するために、シソ属植物の新鮮葉由来 EST

（expressed sequenced tag）ライブラリーデータを解析し、各 contig の発現量を RPKM

（reads per kilobase of exon per million mapped reads）値により比較し、ペリルアルデ

ヒド生合成に関わる可能性のある遺伝子を探索した。PA 型にのみ特異的に高い RPKM 値

を示す contig 7307 を得、Pf-7307 と名付けた（GenBank ID：KU674339, CYP family 

number：CYP71AT146）。Pf-7307 は 1497 bp、499 アミノ酸で構成され、シトクロム P450

に高度に保存されている（ ● ）プロリンリッチ領域、（   ）酸素結合ポケット、（ ― ）

ヘム結合領域を保持していた（図 11）。 

ペリルアルデヒドの生合成は、ゲラニル二リン酸からリモネンが生成し、リモネンの 7

位の水酸化によりペリルアルコールが生成し、続いてその水酸基の酸化が起こって完了す

ると推定されている（図 10）。Pf-7307 は PA 型のシソである No. 6、No. 32、No. 5647 に

特異的に高く発現していたため、ペリルアルデヒド生合成ステップのいずれかに関わり、

リモネンまたはペリルアルコールを基質とした反応を触媒することが予想される。同じく

リモネンを基質として反応を触媒する peppermint (-)-limonene-3-hydroxylase、spearmint 

(-)-limonene-6-hydroxylase および perilla (-)-limonene-7-hydroxylase、ペリルアルコール

を基質として反応を触媒する perilla alcohol dehydrogenase (Gen Bank ID：JX629453)と

Pf-7307 のアミノ酸配列相同性を比較したところ、それぞれ 36%、35%、37%、23%であっ

た。  
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図 11. Pf-7307 のアミノ酸配列 

シソ由来 limonene-7-hydroxylase、タンジン（Salvia miltiorrhiza Bunge）由来CYP71AT92、

シロイヌナズナ由来 CYP76C1 およびニチニチソウ（Catharanthus roseus G.Don）由来

CYP76B6 とアミノ酸相同性比較を行い、5 つの配列で一致したアミノ酸の背景は黒色で示

した。シトクロム P450 によく保存されている領域は配列の上部に記号を示した。（ ● ）

プロリンリッチ領域（PPGP）、（   ）酸素結合ポケット（AGTDT）、（ ― ）ヘム結合領

域（FGxGRRxCxG）を示す。  
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第二節 ペリルアルデヒド生合成反応に関わるシトクロム P450 の機能解析 

シトクロム P450 は、プロトヘムをもつヘムタンパク質であり、酸素分子を還元的に活性

化し、酸化反応を行うことでモノオキシゲナーゼとして機能する。反応全体の化学量論を

スキーム 1 に示す。 

 

スキーム 1. シトクロム P450 による水酸化反応の化学量論 

 

すなわち、シトクロム P450 が機能するためには、分子状酸素の存在とともにヘムを還元し

シトクロム P450 に結合した酸素分子を活性化するための還元力の供給が必要である。シト

クロム P450 が酸素添加反応を触媒する機構については、Estabrook らによって"cyclic 

reaction mechanism"として提案されている。すなわち、図 11 に示すように、酸化型シト

クロム P450 に基質が結合してから 1電子が導入されてヘム鉄が還元され、次にヘムに酸素

分子が結合し、さらに 2 番目の電子が導入されて酸素分子が活性化され基質の酸素添加反

応が進み、反応生成物はシトクロム P450 から離れてシトクロム P450 は酸化型に戻るとい

う反応サイクルである［50］。 

 

図 11. シトクロム P450 が触媒する酸素添加反応の"cyclic reaction mechanism"［50］ 

 

本研究の異種発現系では、還元力の供給源として、NADPH シトクロム P450還元酵素を

用いた。PA 型に高発現している P450 と予想される配列である Pf-7307 は酵母由来

NADPH-P450還元酵素が共発現するよう設計された pGYR-SpeⅠベクター［51］にクロー

ニングし、出芽酵母 AH22 株に導入して発現させた。動物、植物、酵母など真核生物のシ

トクロム P450 は細胞内で小胞体またはミトコンドリアに存在する膜タンパクであるため、

タンパク質発現させた酵母培養液からミクロソーム画分を得た。シトクロム P450 は一酸化

炭素を結合すると 450 nm に極大吸収を持つスペクトルが得られる。この吸収スペクトルは

RCH2-R’ + O2 + 2 e- + 2 H+ → RCH(OH)R’ + H2O 
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プロトヘムの第五配位座にシトクロム P450 タンパク質のシステイン残基の―SH基がイオ

ン化したチオレートアニオンが配位していることによる。シトクロム P450 を界面活性剤で

ミクロソームから可溶化すると、タンパク質分子の構造変化によって、第五配位座にはヒ

スチジン残基のイミダゾールが配位した形となり、一酸化炭素結合物の極大吸収が 420 nm

に移る。ミクロソーム型は「P-450」、可溶化型は「P-420」と命名されている［52］。一酸

化炭素結合物の吸収スペクトルからミクロソーム中のシトクロム P450 を定量する方法が

確立されており［53］、本研究ではシトクロム P450 の活性の有無の目安とするために、吸

収スペクトルの測定を行った。しかしながら、特徴的な吸収スペクトルは得られなかった。

一般的に植物のシトクロム P450 の発現量は低く不安定であることが知られており、また、

酵母を用いた異種発現では、大腸菌などの他の宿主に比較してタンパク質発現量が少ない

ために、シトクロム P450 に特徴的な 450 nm の極大吸収スペクトルが得られないことが多

くあるが、Pf-7307 についても確認ができなかった。そこで、酵素反応を行うことによりそ

の活性を確認した。 

得られたミクロソーム画分を用いて、リモネンを基質とした 16 時間の酵素反応を行い、

SPME-GCMS により酵素反応生成物を測定した（図 12）。その結果、ペリルアルデヒド、

トランス-シソオール、ペリルアルコールが生成した（図 12 (A)）。コントロールとして用い

た Pf-7307 をベクターに挿入していない空ベクターの酵素反応液では反応生成物は確認さ

れなかった（図 12 (B)）。推定の生合成経路では、リモネンの 7位に水酸基が導入しペリル

アルコールが生成し、さらに水酸基が酸化されたペリルアルデヒドが生成するとされてい

る［17］。しかし Pf-7307 を含む酵素反応液によるリモネンを基質とした反応では、ペリル

アルコールだけでなくペリルアルデヒドとペリルアルコールのシクロヘキセン環の二重結

合が還元されシクロヘキサン環となったトランス-シソオールが生成された。ペリルアルデ

ヒドとトランス-シソオールは何を基質として生成されたのかを確認するために、経時的変

化から反応生成物を考察することとした。反応開始から、30 分、2時間、4時間、8時間、

16時間でそれぞれ酵素反応を行い、反応生成物を確認した（図 13）。反応開始 30 分後には、

ペリルアルデヒドとペリルアルコールが生成した（図 13 (B)）。その後 2時間および 4時間

経過後の反応生成物は同様に、ペリルアルデヒドとペリルアルコールであった（図 13 (C, 

D)）。反応開始後 8 時間では、ペリルアルデヒド、ペリルアルコールに加えてトランス-シ

ソオールが生成し（図 13 (E)）、16時間経過後では 8時間経過後と同様、ペリルアルデヒド、

トランス-シソオール、ペリルアルコールが確認された（図 13 (F)）。また、コントロールと

して Pf-7307 を含まない空ベクターを用いた酵素反応液では、どの時間でも生成物は確認

できなかった（図 13 (G-L)）。経時的変化による反応生成物の結果で、Pf-7307 含む酵素反

応液でのみ、反応開始 30 分後からペリルアルコールとペリルアルデヒドの 2 つの化合物が

確認されたことから、Pf-7307 はリモネンを基質としてペリルアルコールおよびペリルアル

デヒドを生成することが示唆された。しかし、ペリルアルデヒドの生成がリモネンを基質

とした反応なのか、Pf-7307 によってリモネンから生成したペリルアルコールを基質とした



28 
 

反応なのかを明らかにすることはできなかった。またトランス-シソオールはペリルアルコ

ールおよびペリルアルデヒド生成後に確認されたため、ペリルアルコールおよびペリルア

ルデヒドを基質とする反応生成物であることが予想される。ところが、ペリルアルコール

およびペリルアルデヒドを基質にトランス-シソオールを生成する反応は還元反応である。

酸化反応を行うことでモノオキシゲナーゼとして機能するシトクロム P450 が担う反応で

あるとは考えにくい。そこで、Pf-7307 はペリルアルコールを基質としてペリルアルデヒド

を生成するのか、また、トランス-シソオールの生成反応はどのように起きるのかを検証す

るために、ペリルアルコールを基質とした酵素反応を行った（図 15）。 

 

 

 

 

 

図 12. リモネンを基質とした酵素反応液の反応生成物のクロマトグラム 

(A) Pf-7307 を含む酵素反応液、(B) Pf-7307 を含まない酵素反応液 

m/z = 136–154 の化合物のみを示した。  
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図 13. リモネンを基質とした酵素反応液の経時的反応生成物のクロマトグラム 

(A-F) Pf-7307 を含む酵素反応液、(G-L) Pf-7307 を含まない酵素反応液、(A, G) 反応開始

前、(B, H) 30 分間反応、(C, I) 2時間反応、(D, J) 4時間反応、(E, K) 8時間反応、(F, L) 16

時間反応 

m/z = 136–154 の化合物のみを示した。  
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基質として用いた標品のペリルアルコールには購入時からペリルアルデヒドが混在してお

り、カラムクロマト精製を行ったが、ペリルアルコールのみを単離することができなかっ

た。そのため、基質として用いたペリルアルコールには微量のペリルアルデヒドが存在し

ている（図 14）。ペリルアルコールを基質として、経時的変化によるら素反応生成物の確認

を行った。リモネンを基質とした場合同様、反応開始から、30 分、2 時間、4 時間、8 時間、

16 時間でそれぞれら素反応を行った（図 15）。反応開始 30 分後には、反応開始前に比較し

てペリルアルデヒドが増加し、トランス-シソオールが生成した（図 15 (B)）。その後 2 時間

から 16 時間の経過につれて、ペリルアルデヒドの量が減少し、トランス-シソオールの量が

増加した（図 15 (C-F)）。コントロールとして Pf-7307 を含まない空ベクターを用いたら素

反応液では、いずれの時間でも、ペリルアルデヒドの量は反応開始前から変わらず、トラ

ンス-シソオールのみが生成した（図 15 (H-L)）。ペリルアルコールを基質として用いたら素

反応生成物の経時的変化の結果において、反応開始後にペリルアルデヒドの量が増加して

いたため、Pf-7307 はペリルアルコールを基質としてペリルアルデヒドを生成することが強

く示唆された。また、トランス-シソオールの生成は、コントロールのら素反応液でも確認

され、トランス-シソオールは、ペリルアルコールを還元すると生成する化合物であること

から、還元力の供給源として用いた NADPH シトクロム P450 還元ら素などの、ベクター

上に発現するタンパク質による反応であることが示唆された。 

図 14. カラムクロマト精製後のペリルアルコールのクロマトグラム 

m/z = 136–154 の化合物のみを示した。 

  

← perillyl alcohol 

 

perillaldehyde 

    ↓ 

perillyl alcohol perillaldehyde 

�� �
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図 15. ペリルアルコールを基質とした酵素反応液の経時的反応生成物のクロマトグラム 

(A-F) Pf-7307 を含む酵素反応液、(G-L) Pf-7307 を含まない酵素反応液、(A, G) 反応開始

前、(B, H) 30 分間反応、(C, I) 2時間反応、(D, J) 4時間反応、(E, K) 8時間反応、(F, L) 16

時間反応 

m/z = 136–154 の化合物のみを示した。  
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リモネンから始まるペリルアルデヒドの推定生合成経路はペリルアルデヒドが最終生成

物である。精油の成分分析では、PA 型のシソにはペリルアルデヒドが蓄積しているという

ことからも、ペリルアルデヒドは Pf-7307 が触媒する反応の基質にはならないと考えられ

る。ペリルアルデヒドが本当に Pf-7307 の反応の基質とならないのかを検証するために、

ペリルアルデヒドを基質とした経時的な酵素反応を行った。（図 16）。その結果、反応開始

後 30 分でトランス-シソオールとペリルアルコールが生成した。（図 16 (B)）その後、2時

間から 16時間経過するとともに、基質のペリルアルデヒドは減少するのに対し、反応生成

物であるトランス-シソオールとペリルアルコールは増加した（図 16 (C-F)）。コントロール

として Pf-7307 を含まない空ベクターを用いた酵素反応液では、Pf-7307 を含む酵素反応液

と同様の化合物量の変化が確認された（図 16 (H-L)）。Pf-7307 を含む酵素反応液と含まな

い酵素反応液で同一の反応生成物が得られたこと、ペリルアルデヒドからトランス-シソオ

ールおよびペリルアルコールが生成する反応はいずれも還元反応であることから、生成し

た化合物は Pf-7307 による反応の生成物ではなく、ベクター由来のシトクロム P450還元酵

素などのタンパク質の反応による生成物であると考えられる。トランス-シソオールとペリ

ルアルコールはいずれも経時的に増加したが、その増加量はトランス-シソオールの方が多

い。また、16時間経過後の化合物量はトランス-シソオールが最も多い。このことから、ペ

リルアルデヒドの 7 位のカルボニルが還元されて水酸基となったペリルアルコールが生成

した後、ペリルアルコールのシクロヘキセン環の二重結合が還元されてシクロヘキサン環

となり、トランス-シソオールが生成したと推測される。 

トランス-シソオールは六員環および 7位の水酸基が還元された構造をしている。モノオ

キシゲナーゼとして機能するシトクロム P450 の基質となる可能性があるため、トランス-

シソオールを基質とした酵素反応を行った。反応時間は 30 分、2 時間、4 時間、8 時間、

16 時間とし、時間経過による反応生成物の変化を確認したが、いずれの時間でも反応生成

物は得られなかった（図 17 (A-F)）。また、コントロールとして Pf-7307 を含まない空ベク

ターを用いた酵素反応液の反応でも反応生成物は得られなかった。（図 17 (G-L)）。 
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図 16. ペリルアルデヒドを基質とした酵素反応液の経時的反応生成物のクロマトグラム 

(A-F) Pf-7307 を含む酵素反応液、(G-L) Pf-7307 を含まない酵素反応液、(A, G) 反応開始

前、(B, H) 30 分間反応、(C, I) 2時間反応、(D, J) 4時間反応、(E, K) 8時間反応、(F, L) 16

時間反応 

m/z = 136–154 の化合物のみを示した。  
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図 17. トランス-シソオールを基質とした酵素反応液の経時的反応生成物のクロマトグラ

ム 

(A-F) Pf-7307 を含む酵素反応液、(G-L) Pf-7307 を含まない酵素反応液、(A, G) 反応開始

前、(B, H) 30 分間反応、(C, I) 2時間反応、(D, J) 4時間反応、(E, K) 8時間反応、(F, L) 16

時間反応 

m/z = 136–154 の化合物のみを示した。 
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第三節 考察 

PA 型にのみ高発現していた Pf-7307 は、配列内にシトクロム P450 によく保存されてい

る各領域が存在すること、アミノ酸残基が 499個で構成され、約 500 アミノ酸残基とされ

る一般的なシトクロム P450 とその特徴が一致することから、シトクロム P450 であると

考えられ、CYP family number は CYP71AT146 に分類された。Pf-7307 はリモネンおよ

びペリルアルコールを基質として、それぞれペリルアルコールおよびペリルアルデヒドへ

変換した。 

 シトクロム P450 は、そのアミノ酸配列の類似度に基づいて、ファミリーおよびサブフ

ァミリーに細分化、命名される。一般的にはアミノ酸配列が 40%以上一致すれば同一ファ

ミリーに、55%以上一致すれば同一サブファミリーに分類することになっている。そのた

め、ファミリー内の各ナンバー間で機能の類似性がほとんど無い、あるいは無い場合があ

る。Pf-7307 が分類された CYP71ファミリーは、CYP79ファミリーなどのファミリー内

で機能的類似性が高いとされるファミリーに比較して、機能的類似性は低くその基質特異

性には幅がある［54］。ダイズ（Glycine max (Linné) Merr. subsp. max）から同定された

CYP71A10 はフェニルウレア系除草剤の代謝に関わり、フルオロメツロン、リニュロン、

ディウロンなど複数の化合物を基質とする［55］。Pf-7307 と同じ CYP71AT に属するシト

クロム P450 として、オオイタドリ（Fallopia sachalinensis Ronse Decr）から CYP71AT96

（GenBank ID：LC060449）が報告されている［56］。このシトクロム P450 は E/Z-フェ

ニルアセタルドキシムからフェニルアセトニトリルへの合成に関わるが、E/Z-4-ヒドロキ

シフェニルアセタルドキシムや E/Z-インドール-3-アセタルドキシムも同様に基質とする。

Pf-7307 が 2 種類の化合物を基質としたことは、CYP71ファミリーが持つ幅広い基質特異

性という特徴に由来するのかもしれない。CYP71ファミリーは幅広い基質特異性を持つが、

異なる基質に対する反応の位置特異性は高い。CYP71A10 が触媒する反応の位置は、いず

れの基質でもアミドの窒素であり、CYP71AT96 が触媒する反応の位置は、いずれの基質

においてもアミンの窒素である。また、Pf-7307 はリモネンおよびペリルアルコールの 7

位の炭素に位置特異的に反応した。 

本研究ではシソ精油に含まれるモノテルペン化合物であるペリルアルコール及びペリル

アルデヒドの生合成を触媒するシトクロム P450 を同定した。PA 型のシソは日本薬局方で

医療用として利用できる唯一の精油型であり、ペリルアルデヒドの含量については規定が

ある。適格な医薬品であると判断するための指標成分についての生合成を明らかにするこ

とは、品質評価のみならず生薬資源の有効利用においても重要である。多様な精油型を持

つシソについて、遺伝的に純系を維持した系統を用いて、それらの遺伝子発現パターンを

比較し、精油型特異的に発現する遺伝子を同定する手法は、他の精油型の生合成に関わる

遺伝子の解明にも適用可能である。本手法を用いることで、遺伝子の混成により複雑とな

ったシソの二次代謝産物の生合成経路の解明が期待できる。 

揮発性でにおいを有するモノテルペン化合物の多くは、植物では細菌や寄生虫からの防
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御や受粉において重要な役割を果たしている。モノテルペン化合物と我々の生活との関わ

りでいえば、食品や香料に使用されるほか、抗腫瘍活性が報告されているものもあり、興

味深い化合物群である。本研究で使用した化合物では、リモネンは乳癌［57］に対して、

ペリルアルコールは転移性前立腺癌［58］や膵臓癌［59］に対して、それぞれ臨床試験が

行われている。また、ペリルアルデヒドは in vitro で癌腫の増加を抑制するとの報告［60］

がある。ペリルアルコール及びペリルアルデヒドの生合成を触媒するシトクロム P450 を

同定したことは、薬学、食品、香粧品など多様な分野での有用物質の分子細胞工学的手法

を用いた生産への応用が期待できる。また、医薬品シーズの開発段階では化合物の修飾酵

素としてシトクロム P450 は汎用されるが、位置特異的に化合物を修飾することのできる

シトクロム P450 は大いに役立つと考える。 
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第三章 生薬類のにおいの吸入投与による自発運動抑制活性評価 

第一節 8 種の生薬類精油の GCMS 分析 

 精油成分を含む生薬は健胃作用を示すことが多く芳香性健胃薬と呼ばれ、生薬がもつ独

特のにおいが刺激となって胃腸の働きを正常化すると考えられている。また、利気剤とさ

れる生薬には、薄荷（Mentha arvensis Linné var. piperascens Malinvaud）、桂皮

（Cinnamomum cassia Blume）、丁子（Syzygium aromaticum Merrill et Perry）など、

いずれもにおいが強い生薬が挙げられる。このように、生薬のにおいは生薬の薬理効果と

密接に関係しており、日本薬局方では生薬のにおいは安全性と品質担保を目的とした適否

の判定基準のひとつとなっている。しかしながら、においを嗅ぐこと、すなわち吸入投与

により、生薬の薬理効果を検討した例はこれまでにそれほど多くない。 

オープンフィールド法は、精油やにおいのある成分を充満させた空間内にマウスを投入

し、その自発運動量を測定する方法で、吸入投与による自発運動抑制活性の評価に使われ

ている［61-66］。すなわち、制約がない自由な環境（オープンフィールド）下で実験動物

の様々な行動を観察することで、情動変化や身体機能の変化を検出する。動物にとってオ

ープンフィールドはこれまで経験したことがない新奇環境であることから、そこで認めら

れる様々な行動は動物の情動性を評価するための有用な指標と考えられる。精油の吸入投

与での生物活性については、ラベンダー精油の鎮静活性［61］、コリアンダー精油の抗不

安および抗うつ活性［67］、タイム精油の興奮活性［68］などの報告がある。一方で、い

くつかの精油を混合して吸入投与を行った研究はない。 

 本研究では、オープンフィールド法を用いて、生薬のにおいに薬理活性はあるのか、ま

たその活性は多成分系にしたときにどう変化するのかなどについて検討した。 

日本では古くから香りを楽しむ習慣のひとつとして香袋（匂い袋）を利用する。香袋は

常温で香りを発する香薬類、例えば山奈（Kaempferia galanga Linné, galangal）、藿香 

（Pogostemon cablin (Blanco) Benth, patchouli）、白檀（Santalum album Linné, 

sandalwood）、甘松香（Nardostachys chinensis Batal, spikenard）、桂皮（Cinnamomum 

cassia Blume, cinnamon）、丁子（Syzygium aromaticum Merrill et Perry, clove）、大茴

香（Illicium verum Hook.f, star anise）、龍脳（Dryobalanops aromatic Gaertn.f, borneol）

などを袋に入れたもので、携行して香りを楽しむほか防虫効果を期待して衣類や文書を保

管する際にも用いられる。処方はいろいろ考案されているが、ここでは汎用される 8 種の

生薬のにおいについて検討した。 

 龍脳を除く 7 種の生薬類は、各 100 g を日局 16［3］の精油定量法に従い 2時間蒸留を

行い得られた精油について分析した。龍脳はヘキサンに溶解したものを分析サンプルとし

た。成分分析の結果は、表 5~12 にそれぞれ示した。InertCap-Wax column からの溶出順

に並べ、C10~C26 のアルカンを基準として計算した retention index（RI）および total ion 

chromatogram（TIC）データより算出したピーク面積を示した。得られた精油の含量は
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それぞれの生薬の乾燥重量あたり、山奈 0.260%(w/w)、藿香 0.240%(w/w)、白檀

0.200%(w/w)、甘松香 0.230%(w/w)、桂皮 0.470%(w/w)、丁子 3.33%(w/w)、大茴香

1.88%(w/w)であった。また、山奈、白檀、丁子、大茴香は無色の溶液、藿香、甘松香、桂

皮は薄黄色の溶液であり、それぞれ特徴のあるにおいを有していた。 

表 5. 山奈の精油成分組成 

 

表 6. 藿香の精油成分組成 

 

表 7. 白檀の精油成分組成 

化合物 RI ピーク面積（%） 

3-carene 1062 1.3 

pentadecane 1660 2.6 

ethyl cinnamate 2199 30.6 

ethyl p-methoxycinnamate 2417 62.5 

total identified 
 

97.0 

unknown 
 

3.0  

化合物 RI ピーク面積（%） 

β-patchoulene 1659 1.0 

seychellene 1846 2.3 

α-bulnesene 1911 0.8 

anethol 2006 1.0 

caryophyllene oxide 2117 2.8 

cinnamyl aldehyde 2151 0.9 

eugenol 2223 1.0 

patchouli alcohol 2230 66.2 

total identified 
 

76.2 

unknown 
 

23.8  

化合物 RI ピーク面積（%） 

epi-β-santalene 1832 1.1 

camphenenol 2277 1.0 

α-santalol 2318 49.5 

(Z)-trans-α-bergamotol 2322 6.7 

cis-β-santalol 2361 4.3 

trans-β-santalol 2371 22.4 

total identified 
 

85.0 

unknown 
 

15.0  
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表 8. 甘松香の精油成分組成 

 

表 9. 桂皮の精油成分組成 

  

化合物 RI ピーク面積（%） 

α-copaene 1665 0.9 

δ-selinene 1733 2.7 

aristolene 1764 1.8 

calarene 1792 15.7 

α-gurjunene 1821 3.0 

calaradiene 1863 1.7 

anethol 2006 0.7 

β-ionone 2083 3.4 

β-ionon-5,6-epoxide 2101 0.7 

ledol 2141 0.8 

cinnamaldehyde 2151 1.0 

(-)-globulol 2166 2.3 

spathulenol 2192 5.2 

patchouli alcohol 2228 4.9 

total identified 
 

44.9 

unknown 
 

55.1  

化合物 RI ピーク面積（%） 

α-copaene 1668 2.0 

benzaldehyde 1718 0.4 

α-muurolene 1920 0.5 

δ-cadinene 1949 0.9 

cinnamaldehyde 2155 93.9 

α-cadinol 2251 0.5 

2-methoxycinnamaldehyde 2385 1.9 

total identified 
 

100.0 
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表 10. 丁子の精油成分組成 

 

表 11. 大茴香の精油成分組成 

化合物 RI ピーク面積（%） 

α-copaene 1668 0.2 

linalool 1726 0.1 

trans-caryophyllene 1803 12.6 

estragole 1868 0.1 

humulene 1874 1.5 

endo-borneol 1899 0.2 

α-farnesene 1936 0.2 

δ-cadinene 1949 0.2 

methyl salicylate 1972 0.2 

anethole 2009 2.7 

caryophyllene oxide 2119 0.2 

eugenol 2222 75.0 

acetyleugenol 2267 5.2 

allyl phenol 2315 0.1 

total identified 
 

98.4 

unknown 
 

1.6  

化合物 RI ピーク面積（%） 

α-pinene 803 0.2 

d-limonene 1167 0.3 

linalool 1725 0.4 

α-bergamotene 1777 0.2 

caryophyllene 1797 0.8 

β-farnesene 1866 0.2 

estragole 1872 1.9 

α-terpineol 1890 0.2 

endo-borneol 1898 0.9 

(Z)-anethole 1950 0.2 

(E)-anethole 2013 91.1 

anisaldehyde 2144 1.6 

eugenol 2216 0.8 

total identified 
 

98.8 

unknown 
 

1.2 
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表 12. 龍脳の精油成分組成 

  

化合物 RI ピーク面積（%） 

isoborneol 1867 21.6 

borneol 1899 70.0 

total identified  91.7 

unknown  8.3 
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第二節 精油の吸入投与による自発運動抑制活性の評価 

 自発運動抑制活性の評価にはオープンフィールド法を用いた。投与量は、これまでの精

油成分吸入投与による自発運動抑制活性の評価で、多数の成分で活性が認められた 4×10-4、

4×10-3、4×10-2 mg/cage の範囲で調製し、無臭溶媒であるトリエチルクエン酸に溶解し

た［65, 66］。またポジティブコントロールとして、4×10-3 mg/cage のペリルアルデヒド

（PAH）を用いた。PAH はマウスへの経口投与で、ヘキソバルビタール誘導による睡眠

時間を延長させ、鎮静活性があることが報告されている［69］。図 18 に 8 種の精油それぞ

れについての 60 分間の総運動量を area under the curve（AUC）値として示した。山奈、

藿香、白檀、甘松香、龍脳において、ネガティブコントロールと比較し有意な自発運動量

抑制活性が認められた。最も強い活性が見られた濃度は、山奈で 4k10-4 mg/cage、藿香で

4k10-3 mg/cage、白檀で 4k10-4 mg/cage、甘松香で 4k10-3 mg/cage、龍脳で 4k10-3 mg/cage

であった。図 19 には活性があった 5 つの精油を吸入したマウスの自発運動量の 5 分毎の

経時変化について、それぞれ最も活性が高かった濃度で示した。活性があった 5 つの精油

はいずれも、吸入投与開始 10 分後には自発運動量がネガティブコントロールと比較して

約 3 分の 2 まで低下した。60 分間の観察中、マウスに異常行動は見られず、精油の吸入に

より自発運動量が減少したことが示唆された。一方、活性がみられなかった桂皮、丁子、

大茴香では、ネガティブコントロールにおいて自発運動量が低下する 30 分以降でも運動

量が増加する、跳びはねる、また、脱糞や排尿回数の増加といった様子が観察された。 
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図 18. 8 種の精油の吸入投与におけるマウスの総自発運動量 

(a)山奈精油、(b)藿香精油、(c)白檀精油、(d)甘松香精油、(e)桂皮精油、(f)丁子精油、(g)大

茴香精油、(h)龍脳溶解液。ポジティブコントロールとしてペリルアルデヒド（PAH）を用

いた。統計解析は Dunnett’s test を使用し、ネガティブコントロール群に対する有意差を

*p < 0.05 および**p < 0.01 で示した。 
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図 19. 活性がみられた 5 つの精油における 5 分毎のマウスの自発運動量 
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第三節 混合した精油の吸入投与による自発運動抑制活性の評価 

1. 自発運動抑制活性がみられた 5 つの異なる精油の混合に料による自発運動

抑制活性の評価 

 8 種の精油の組み合わせ方は多数あり、精油の種類、数、濃度を変えることでさまざま

な精油の混合試料を調製することができる。本研究では、まず 8 種の精油すべてを混合し

た試料について自発運動抑制活性を検討したが、どの濃度でも自発運動抑制活性は認めら

れなかった。そこで、活性がみられた 5 つの精油を混合することにより相加・相乗効果が

期待できるのかを検討した。混合試料作製に用いたそれぞれの精油の濃度は、各精油の単

独投与で最も活性が強かった濃度を用いた。混合試料の GCMS による成分分析の結果を

表 13 に、5 つの精油の単独投与で活性が最も強かった濃度および混合試料での AUC値を

図 20 に示した。混合試料の AUC値は、5 つの精油の単独試料の AUC値に比較して低い

ことから、活性がある精油を混合することでその活性に相加・相乗効果がみられることが

示唆された。しかし、それぞれの単独試料の活性と混合試料の活性を Student’s t-test で

統計解析した場合に有意差はみられなかった。  
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表 13. 混合試料の成分組成 

  

化合物 RI ピーク面積（%） 

β-patchoulene 1681 0.4 

α-copaene 1688 0.3 

aristolene 1784 0.7 

calarene 1811 4.2 

α-gurjunene 1839 1.2 

seychellene 1865 2.0 

calaradiene 1882 0.8 

isoborneol 1885 6.8 

borneol 1916 23.4 

α-bulnesene 1929 0.3 

anethole 2024 0.5 

β-ionone 2100 1.1 

caryophyllene oxide 2133 0.8 

(-)-globulol 2181 0.6 

spathulenol 2206 1.9 

ethyl cinnamate 2213 0.8 

patchouli alcohol 2242 18.8 

α-santalol 2309 1.9 

β-santalol 2343 2.3 

ethyl p-methoxycinnamate 2431 2.5 

total identified 
 

71.1 

unknown 
 

28.9 
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図 20. 5 つの精油の単独試料および混合試料投与でのマウスの総自発運動量 

5 つの精油はそれぞれ単独投与で活性が最も強かった濃度を用いた（galangal：4 k 10-4 

mg/cage、patchouli：4 k 10-3 mg/cage、sandalwood：4 k 10-4 mg/cage、spikenard：4 k 

10-3 mg/cage、crystal of borneol：4 k 10-3 mg/cage）。 

 

2. 自発運動抑制活性がみられた 5 つの精油の混合に料に、活性がみられなか

った精油を添加したに料による自発運動抑制活性低下の評価 

活性がみられた 5 つの精油の混合試料に、活性がみられなかった桂皮、丁子、大茴香の

精油のうち、いずれか 1 つを添加することによる活性の変化を検討した。桂皮、丁子、大

茴香の精油は、それぞれの精油の単独投与で自発運動抑制活性が最も強かった濃度を添加

した。図 21 には、それぞれの精油の単独投与で活性が最も強かった濃度、5 つの精油の混

合試料、この 5 つの混合試料に活性がみられなかった精油を添加した試料の AUC値を示

した。桂皮、丁子、大茴香を添加した試料ではいずれも活性は低下した。 

 

図 21. 5 つの精油の単独試料、5 つの精油の混合試料、5 つの精油の混合試料に１つの精

油を添加して投与した場合でのマウスの総自発運動量 
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それぞれの試料の作製に用いた精油は、単独投与で最も活性が強かった濃度を用いた

（galangal：4 k 10-4 mg/cage、patchouli：4 k 10-3 mg/cage、sandalwood：4 k 10-4 mg/cage、

spikenard：4 k 10-3 mg/cage、crystal of borneol：4 k 10-3 mg/cage、cinnamon：4 k 10-3 

mg/cage、clove：4 k 10-4 mg/cage、star anise：4 k 10-3 mg/cage）。5 つの精油の混合試

料および 5 つの精油の混合試料に１つの精油を添加した試料間での統計解析は Student’s 

t-test を使用し、有意差のあるものを*p < 0.05 および**p < 0.01 として示した。 
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第四節 考察 

 8 種の生薬類（山奈、藿香、白檀、甘松香、桂皮、丁子、大茴香、龍脳）の精油につい

て、オープンフィールド法を用いたマウスへの吸入投与によりその自発運動抑制活性を評

価した結果、山奈、藿香、白檀、甘松香、龍脳の 5 つの精油でマウスの自発運動量が有意

に減少し、自発運動抑制活性があることが明らかとなった。 

 自発運動抑制活性のある 5 つの精油を混合した混合試料をマウスに吸入投与した場合、

それぞれの精油を単独で吸入させた場合よりも自発運動抑制活性は上昇し相加・相乗効果

が示唆されたが、単独精油と混合試料での総自発運動量を Student’s t-test で統計解析し

た結果、両者間に有意差はみられなかった。精油の吸入投与による生物活性の発現メカニ

ズムとして、吸入した精油の成分が血中へ入ること［70］、ラベンダー精油の抗不安作用

にはセロトニン 5HT1A受容体が関与していること［71］、セキショウ精油の鎮静作用には

GABAA 受容体が関与していること［72］などの報告がある。また、精油に含まれる成分

による中枢神経系への作用のメカニズムとしては、ラベンダー精油の主成分であるリナロ

ールに関して、グルタミン酸受容体への関与［73］が示唆されている。これらの研究から、

吸入投与での自発運動抑制活性は、血中に吸収された成分が中枢神経系に存在する様々な

受容体を介して作用が発現することによると考えられる。本研究で、混合した精油による

自発運動抑制活性の相加・相乗効果が示唆されたものの、単独で投与した場合と比較して

有意差がなかったのは、単独投与で十分な効果を示していたため、受容体に対する化合物

の飽和が起こったのではないかと推察する。 

 活性のある 5 つの精油の混合試料に活性がみられなかった精油を添加すると、混合試料

の自発運動抑制活性は低下することが明らかとなったが、混合試料中に活性のない精油は

1 つであるにも関わらず、活性を低下させたことは興味深い。精油の成分が血中へ入り中

枢神経系へ作用するためには、化合物が揮発して肺や鼻粘膜より吸収され、血液中に取り

込まれたのち、血液脳関門を通過する必要がある。それぞれの精油の主成分の大気圧での

沸点、25°C での蒸気圧および親油性を表 14 に示した。一般的に、沸点が低く、蒸気圧が

高い化合物ほど揮発性が高く、親油性が高いほど粘膜を通過しやすくなるため体内への移

行性は増大する。また、中枢神経は脂肪組織であるため、親油性の高い化合物は中枢神経

との親和性が大きく、ここへ集中する。8 つの精油のうち活性がなかった 3 つの精油の主

成分は、活性があった 5 つ精油の主成分に比較して、沸点が低く蒸気圧が高いものが多い。

すなわち、6 つの精油が混合した試料では、活性がない 3 つの精油の成分がより早く揮発

し、その活性があらわれたのではないかと考えられる。 

本研究では、生薬のにおいの吸入による自発運動抑制活性ついて、複雑系では十分な効

果がみられた単独投与と比較して有意差はなかったものの相加・相乗効果があることが示

唆された。生薬薬理学において、主成分あるいは指標成分について薬理学的検討を行うこ

とは重要であり、その結果は生薬の効能を理解するうえで大きな手掛かりとなる。しかし

ながら、生薬を医薬品として利用する場合には、多成分系あるいは複雑系であることを理
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解し活用していくことが重要であり、本研究の知見は、生薬を総合的に理解し利活用する

ために重要なものである。 

表 14. 8 つの精油の主成分の沸点、蒸気圧、親油性［74］ 

  

生薬 主成分 
沸点 

（760 mmHg） 

蒸気圧 

（25°C） 

親油性 

（logP (o/w)） 

galangal ethyl p-methoxycinnamate 325-326 0.000235 2.650 

patchouli patchouli alcohol 287-288 0.000278 4.484 

sandalwood α-santalol 302 0.000002 4.647 

spikenard calarene 260 0.020000 6.252 

borneol crystals borneol 212 0.040000 3.240 

cinnamon cinnamaldehyde 249-252 0.026500 1.900 

clove eugenol 252-253 0.010000 2.270 

star anise anethole 234-237 0.069000 3.390 
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総 括 お よ び 結 語 

 

本研究では、ソヨウの指標成分である色素成分アントシアニン類の多様性と精油成分ペ

リルアルデヒドの生合成に関わるシトクロム P450 について明らかにした。また、生薬の

においには自発運動抑制活性があることを見出し、活性のあるものを混合し複雑系にした

ときに相加・相乗効果があることが示唆された。 

 

 

シソ属植物に含まれるアントシアニン類 

 

 シソ属植物に含まれるアントシアニン類は、HPLC でのクロマトグラムパターンが 4 つ

に大別されることを明らかにした。 

栽培種のシソには安定性の高いアントシアニン類が蓄積されているが、野生種である一

部のレモンエゴマには安定性の低いアントシアニンが蓄積されていた。また、そのレモン

エゴマには従来の定説とは異なる安定性の低いアントシアニンを合成する生合成経路が存

在することが示唆された。 

また、色素成分と精油成分はいずれも二次代謝産物であるが、その生合成に関する遺伝

的な制御は独立であった。 

 生薬ソヨウに含まれるアントシアニン類の組成については、原料植物の生育環境による

多様性は小さく、調製後の保存条件や加工処理により安定性の低いアントシアニンは大き

く影響を受けることが示唆された。 

 

 

ペリルアルデヒド生合成に関わるシトクロム P450 

 

 PA 型のシソを用いてペリルアルデヒドの生合成に関わるシトクロム P450 のクローニ

ングおよび機能解析を行い、この酵素がリモネンの 7位の水酸化によりペリルアルコール

を生成し、さらにその水酸基を酸化することでペリルアルデヒドを合成する反応に関与し

ていることを明らかにした。この酵素は、同じくリモネンを基質とする他の limonene 

hydroxylase とは構造上の類似性が非常に低く、リモネンの 7位の炭素に位置特異的に反

応することが示された。 

 

生薬類のにおいの吸入投与による自発運動抑制活性 

 

 8 種の薫香生薬類（山奈、藿香、白檀、甘松香、桂皮、丁子、大茴香、龍脳）のうち、

山奈、藿香、白檀、甘松香、龍脳の精油には、マウスの吸入投与による自発運動抑制活性
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があることが明らかとなった。活性があった 5 つの精油を混合した混合試料では、それぞ

れを単独で投与した場合に比較して高い活性があり、相加・相乗効果が示唆された。また、

5 つの精油を混合した混合試料に活性がない精油を 1 つ添加すると、混合試料でみられた

活性が大きく減少した。 

 

 

本研究では、ソヨウの基原であるシソについて、天然物化学の面からはアントシアニン類

の多様性について、二次代謝成分の生合成の面からは精油成分ペリルアルデヒド合成に関

わるシトクロム P450 について、それぞれ新たな知見を得た。また生薬薬理学的手法によ

り、複数の生薬類のにおいにそれぞれ実験的有意差のある自発運動抑制活性が観測される

こと、さらにその活性が複雑系では相加・相乗効果があることが示唆された。生薬を医薬

品として利用する際には、化学薬品とは大きく異なるその特徴を理解し利活用していく必

要がある。特に生薬と化学薬品をひとつの法的規制のもとに管理する我が国では、その総

合的な理解が必須である。複雑系である生薬については、含有成分のひとつひとつについ

て、化学的、生物学的、薬理学的研究が必要であり、また、それらが組み合わさり多成分

系となったときの化学的、生物学的、薬理学的研究も必要である。本研究の成果は、既報

の知見と合わせて考察、理解することで、生薬特有の複雑系を基盤とした研究やレギュレ

ーションに大いに利活用される知見であると考えられる。 
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実 験 の 部 

 

第 1 章 

 

[植物材料] 

 研究に用いたシソ属植物（表 1a）は、京都大学大学院薬学研究科附属薬用植物園で栽培

した。いずれの系統も自家受粉により純系を維持しているものである［17］。また、生薬

ソヨウのうち、新鮮葉は名古屋にある薬用植物園からご提供頂いた（表 1b、No.1~3）。ソ

ヨウ市場品は生薬品質集談会から提供されたもの、あるいは大晃生薬有限会社から購入し

たものを用いた（表 1b、No. 4~21）。シソ色素製剤（表 1b、No. 22）は日農化学工業株式

会社からご提供頂いた。ソヨウ市場品証拠標本（EST-5017~5034）は京都大学大学院薬学

研究科附属薬用植物園資料室に保管されている。 

 

[実験材料] 

 研究に用いた試薬はすべて、特級あるいは HPLC 用グレード以上である。 

 

[アントシアニン化合物のパターン分類] 

 新鮮葉から得た直径 5 mm のディスク 5枚（約 30 mg）あるいはソヨウ市場品約 30 mg

を AcOH：H2O：MeOH = 1：10：9 の混液 0.5 mL で 48時間、4°C暗所で抽出した。抽

出液について HPLC 分析を行った。HPLC 装置は L-2000 series（HITACHI）または

LC2000 series（JASSO）を使用した。測定条件は以下の通りである。 

カラム ： Cholester（150 k 4.6 mm I.D. , COSMOSIL） 

移動相 ： A：0.1% TFA H2O、B：0.1% TFA MeCN 

分析条件 ： A：B = 85：15 → 52：48（linear gradient, 38 min） 

流速 ： 0.5 mL/min 

オーブン温度 ： 30°C 

注入量 ： 15 µL 

検出 ： 528 nm 

 

[アントシアニン化合物の単離] 

レモンエゴマNo.5717 と同 No.5601 の新鮮葉それぞれ 73.7 g および 34.5 g を細片に切

断し、3% TFA水溶液 500 mL および 400 mL で 48時間、4°C暗所での抽出を 2 回繰り返

した。抽出液を濃縮後、Amberlite XAD-7（Sigma-Aldrich）を用いて 1% TFA水溶液で

アントシアニン類を洗浄後、1% TFA MeOH で溶出した。アントシアニン類を含むMeOH

溶出画分を濃縮後、1% TFA水溶液に溶解させた。これを 13,000 rpm で 1 分間遠心後、

分取 HPLC を用いて、レモンエゴマ No. 5717 からピーク 1：32.1 mg、ピーク 2：12.7 mg、
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レモンエゴマ No. 5601 からピーク 3：13.7 mg、ピーク 4：4.60 mg、ピーク 5：5.80 mg、

ピーク 6：8.60 mg、ピーク 7：38.2 mg を得た。HPLC 装置は Prominence series 

（SHIMADZU）を使用した。HPLC条件は次のとおりである。 

カラム ： Cholester（250 k 20 mm I.D. , COSMOSIL） 

移動相 ： A：0.1% TFA H2O、B：0.1% TFA MeCN 

分析条件 ： No.5601；A：B = 78：22（75 min isocratic） 

No.5717；A：B = 83：17（45 min isocratic） 

流速 ： 8.0 mL/min 

オーブン温度 ： 30°C 

注入量 ： 2 mL 

検出 ： 528 nm 

 

 化合物の同定は、各ピークのLCMSおよびNMR測定を行い参考文献と照合して行った。

LCMS装置は Prominence series LCMS-IT-TOF（SHIMADZU）を使用し、イオン化に

は ESI 法を用いた。NMR装置は JNM-ECA500KP（500 MHz for 1H、125 MHz for 13C、 

JEOL）を使用し、測定溶媒は 3% d-TFA CD3OD を用いた。 

 

[異なる UV条件下での栽培]  

水耕栽培装置（ツジコー株式会社）に、赤色：612 nm、青色：436 nm、白色：30,000 K

の特性を持つ HEFL（Hybrid Electrode Fluorescent Lamp）照明を設置し、UV を含ま

ない蛍光灯下と UV を含む光照射下でレモンエゴマ No.87 を栽培した。新鮮葉から得た直

径 5 mm のディスク 5枚（約 30 mg）を AcOH：H2O：MeOH = 1：10：9 の混液 0.8 mL

に浸して抽出し、HPLC 分析を行った。HPLC条件は次のとおりである。 

カラム ： Cholester（150 k 4.6 mm I.D. , COSMOSIL） 

移動相 ： A；MeCN：H2O：TFA ＝ 7.5：92.5：0.1 

B；MeCN：H2O：TFA ＝ 55：45：0.1 

分析条件 ： A：B = 100：0 → 20：80（linear gradient, 48 min） 

流速 ： 0.5 mL/min 

オーブン温度 ： 30°C 

注入量 ： 15 µL 

検出 ： 528 nm 

 

[3AT の遺伝子発現量比較] 

Total RNA は RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）用いて赤ジソ No.79、レモンエゴマ

No.87、レモンエゴマ No.5601、赤ジソ No.5645 の新鮮葉から抽出した後、add2 primer

（5’-CCACGCGTCGACTACTTTTTTTTTTTTTTT-3’）を用いて ReverTra Ace（Toyobo）



 

55 
 

により逆転写反応を行った。合成された cDNA を鋳型として qPCR を行った。装置は

Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System（Applied Biosystems）を使用した。

反応液は THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（Toyobo）、50X ROX reference dye、0.3 µM 

forward and reverse primer で調製した。温度プログラムは 95°C 60 s → { 95°C 15 s、

52°C 15 s、72°C 60 s }×40 cycles → Melting / Dissiciation Curve Analysis { 95°C 15 s、

60°C 60 s、95°C 15 s、60°C 15 s }とした。発現量は histone H2A遺伝子の発現量を基準

とし、各系統 3 検体の平均をコントロールのサンプルで補正して比較 Ct 法により算出し

た。使用したプライマーは以下の通りである。Histone（product size： 141bp）：  

（ 5 ’ - C C G T T A T C T G A A G A A A G G T C G C T A T  - 3 ’ ）（ f o r w a r d ） a n d 

（5’-ATCCTGTTCTTCTTGTTGTCTCGTG -3’）（reverse）、anthocyanidin-3-O-glucoside 

acyltransferase（product size： 134bp）：（5’-CCCAGATTCAATTCATCTCTCCTCT-3’） 

（ forward）and（5’-GTCGTAGATCGATCGGAATCAAGAA-3’）（reverse）。
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第 2 章 

 

[植物試料] 

 研究に用いたシソ属植物は、前章と同様に京都大学大学院薬学研究科附属薬用植物園で

純系を維持している系統である。異種発現系に供した遺伝子をクローニングしたシソの系

統番号と精油型は No.32, PA 型である。また、精油型間の遺伝子発現量比較には、No.87, 

C 型、No.1861, EK 型、No.4931, C 型、No.5031, SF 型、No.5073, PK 型、No.5601, PT

型、No.5640, SF 型、No.5647, PA 型、No.5712, PK 型を用いた。異種発現系に供した遺

伝子が No.32 に特異的ではなく PA 型に特異的に発現していることを確かめるために用い

た系統は No.9, PA 型である。 

 

[実験材料] 

 研究に用いた試薬はすべて、特級あるいは分子生物学用グレード以上である。 

 

[ESTライブラリーの構築] 

 シソ属植物の新鮮葉から RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）を用いて total RNA を抽出

し、かずさ DNA 研究所（木更津）に委託して mRNA-Seq 手法により EST（expressed 

sequenced tag）ライブラリーを作製した。ESTライブラリーデータを解析し、各 contig

の遺伝子発現量を RPKM（reads per kilobase of exon per million mapped reads）値の指

標をもとに比較した。 

 

[ペリルアルデヒド生合成に関わるシトクロム P450 のクローニング] 

 シソ属植物由来の ESTライブラリーデータを解析し、PA 型にのみ特異的に高い RPKM

値を示す contig7307 を得た。Contig7307 の全長配列は RACE（randomly amplified cDNA 

ends）法により決定した。TotalRNA は RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）を用いて No.32

の シ ソ の 新 鮮 葉 か ら 抽 出 し た 後 、 a d d 2  p r i m e r

（5’-CCACGCGTCGACTACTTTTTTTTTTTTTTT-3’）を用いて RevTra Ace（Toyobo）

により逆転写反応を行った。3’-RACE 法を利用した逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 

（RT-PCR）は合成された cDNA を鋳型として行った。反応液は 0.025 U/µL B-Taq 

（Toyobo）、0.2 mM dNTPs、0.2 µM primer amm（5’-GGCCACGCGTCGACTAC-3’）

and 0.2 µM primer 7307-f（5’-ATGATGCTTCTACTACTACTGGATAG-3’）で調製した。

温度プログラムは 94°C 100 s → { 94°C 30 s、44°C 30 s、72°C 90 s }×30 cycles → 72°C 

90 s とした。反応産物はアガロースゲル電気泳動により分離、NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-up（MACHEREY-NAGEL）を用いた精製の後、pTA2ベクター（Toyobo）に挿入 

し配列を解析した。配列解析は FASMAC株式会社に委託した。 
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[ペリルアルデヒド生合成反応に関わるシトクロム P450 の酵母を用いたタンパク質発現] 

 発現用クローンは AH22 株に LiCl 法を用いて形質転換し、それぞれシングルコロニー

から concentrated SD 培地中で 30°C、220 rpm にて約 20~24時間振とう後、600 mL の

大容量スケールに移植し、さらに 40~48 時間振とう培養した。菌体は、4°C、8,000×g、

10 min の遠心分離により培地を除いた後、zymolyase buffer { 10 mM Tris buffer（pH 7.5）、

2 M sorbitol、0.1 mM dithiothreitol、0.1 mM EDTA }で洗浄し、Sonication buffrer { 10 

mM Tris buffer（pH 7.5）、0.65 M sorbitol、0.1 mM dithiothreitol、0.1 mM EDTA }に

再懸濁し一晩－80°C にて静置した。その後菌体を常温で溶解しダウンス型ホモジナイザー

（WHEATON）を用いて破砕し、4°C、12,000×g、20 min の遠心分離を行った。上清は

4°C、100,000×g、60 min の超遠心分離を行い（CP80NX, Hitachi）、沈殿物として得ら

れたミクロソーム画分は、100 mM HEPES / NaOH（pH 7.5）に懸濁させ、使用時まで

－80°C で保存した。ミクロソーム画分の総タンパク質濃度は、bovine serum albumin 

（BSA）を標準タンパク質として Bradford 法（Bio-rad）により測定した。酵素活性の有 

無の目安には CO差スペクトル法［53］を適用した。 

 

[標品のペリルアルコールの精製] 

 市販のペリルアルコール（ALDRICH）をシリカゲルクロマトグラフィー（Wakogel○R

C-200）に付し、石油エーテル：エーテル＝9：1 の展開溶媒で分取した。分取した画分に

ついて固相マイクロ抽出法（Solid Phase Microextraction：SPME）を用いて解析した。

バイアル中に分取した試料を添加し、一定時間経過後、バイアルのヘッドスペースに揮散

した揮発性物質は SPMEファイバー（100 µm Polydimethylsiloxane, Supelco）に吸着さ

せた。SPMEファイバーを GCMS（6850GC/5975MSD, Agilent Tech）の注入口に挿入し、

160°C に保たれた試料導入部で 10 分間化合物を離脱させ GC 部に導入した。分析条件は

以下の通りである。 

カラム ： DB-WAX（60 m×0.25 mm, 0.25 µm film thickness, Agilent Tech） 

カラム温度 ： 50°C（5 min hold）→（Δ5°C/min）→ 200°C →（Δ10°C/min）→  

240°C（3 min hold） 

注入口温度 ： 160°C 

キャリアガス ： He（1.0 mL/min） 

 

化合物の同定には、それぞれのイオンスペクトルと保持時間を標準物質及び MS データラ

イブラリー（NIST11; National Institute of Standards and Technology）と照合すること

により行った。 

 

[トランス-シソオールの合成] 

 標準品として市販されていないトランス-シソオールは以下の方法で合成した。市販の
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perillaldehyde（7.50 g, 50.0 mmol）を THF（7.80 mL, 96.0 mmol）、Et3SiH（11.8 mL, 

75.0 mmol）、(Ph3P)3RhCl（0.150 g, 0.160 mmol）と窒素気流下で反応させた［75］。反

応生成物（4.30 g）は dihydroperillaldehyde のトランス体とシス体の 1：1 の混合物とし

て得られた。得られた混合物のうち 0.600 g を、メタノール中炭酸カリウムを用いた異性

化反応によりトランス体とした後、エタノール中 NaBH4 を用いた還元反応によりトラン

ス-シソオールを得た。シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製後、最終的に 0.180 g

の黄色いオイルとして純粋なトランス-シソオールを得た。 

 

[ペリルアルデヒド生合成に関わるシトクロム P450 の酵素反応] 

 酵素反応液は、100 mM HEPES/NaOH、1 mM NADPH、1 µM 基質、10~15 µL タン

パク質抽出液を混合し、全量 250 µL とし、ポリテトラフルオロエチレンで表面が保護さ

れたシリコンゴム蓋付きの 4 mL 容バイアルに調製した。反応液は 30°C で 30 分、2時間、

4時間、8時間、16時間それぞれ反応させ、反応終了後、SPMEファイバーをバイアルの

ヘッドスペース部に挿入し、酵素反応物を室温で 5 分間捕集した後、SPMEファイバーを

GCMS の注入口に挿入し、160°C に保たれた試料導入部で 10 分間化合物を離脱させ GC

部に導入した。分析条件は、ペリルアルコールの精製画分に用いたものと同一である。 
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第 3 章 

 

[植物試料] 

 研究に用いた 8 種の生薬類（batch number：山奈；567A、藿香；591A、白檀；2687D、

甘松香 591C、丁子；517A、桂皮；7015、大茴香；585B、龍脳；09144206）は三星製

薬株式会社から購入した。8 種の生薬証拠標本（EST-5009~5016）は京都大学大学院薬学

研究科附属薬用植物園資料室に保管されている。 

 

[実験材料] 

 研究に用いた試薬はすべて、特級以上である。 

 

[実験動物] 

 動物実験は京都大学の動物実験倫理憲章に基づいて行った。4週齢オスの ddYマウスを

日本エスエルシー株式会社から購入し、室温 25±2°C、湿度 50±10%、明暗周期 12時間、

餌と水を自由に摂取できる環境下で飼育した。行動観察実験は 10時から 17時の間に、上

記と同じ温度、湿度下で行った。 

 

[生薬の水蒸気蒸留] 

 龍脳を除く 7 種の生薬類は、各 100 g を日局 16［3］の精油定量法に従い 2時間蒸留を

行いヘキサンに精油を捕集した。得られた精油は無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、実験に

用いるまで－20°C で保存した。 

 

[GC及び GCMS による分析] 

精油成分の定性分析に用いた装置は 6850GC/5975MSD（Agilent Technologies）である。

測定条件は以下の通りである。 

カラム：DB-WAX（60 m×0.25 mm, 0.25 µm film thickness, Aglent Tech） 

カラム温度：山奈：60°C →（Δ3°C/min）→ 240°C（30 min hold） 

山奈以外：60°C →（Δ3°C/min）→ 210°C（30 min hold） 

注入口温度：100°C 

キャリアガス：He（26 cm/min） 

スプリット比：100：1 

注入量：1 µL 

イオン化電圧：70 eV 

 

精油成分の定量分析に用いた装置は G-5000（Hitachi）である。測定条件は以下の通り

である。 
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カラム：InertCap-Wax（60 m×0.25 mm, 0.25 µm film thickness, GL Sciences） 

カラム温度：山奈：60°C →（Δ3°C/min）→ 240°C（30 min hold） 

山奈以外：60°C →（Δ3°C/min）→ 210°C（30 min hold） 

注入口温度：100°C 

検出器温度：山奈：250°C、山奈以外：220°C 

キャリアガス：He（0.8 mL/min） 

スプリット比：100：1 

注入量：1 µL 

 

構成成分の保持指標は C10~C26 のアルカンを基準として算出した。化合物の同定には

MS データライブラリー（NIST11 データベース、flavors データベース）と照合すること

により行った。構成成分の相対濃度は TIC データより算出したピーク面積に基づいて計算

した。 

 

[自発運動抑制活性の評価] 

 自発運動抑制活性の評価はオープンフィールド法を用いて行った。得られた精油成分と

ヘキサンに溶解した龍脳溶解液は無臭溶媒であるトリエチルクエン酸（MERCK）に溶解

し、全量 400 µL になるように調製した。試料濃度はガラスケージ（縦 30 cm, 横 60 cm, 高

さ 34 cm, 容積 0.065 m3）内に存在する化合物量が 4×10-4、4×10-3、4×10-2 mg/cage と

なるように調製した。この試料をガラスケージ内にテープで固定した濾紙に滴下し、香気

を 60 分間自然拡散させた。試料を滴下してから 1 時間後にマウスをガラスケージ内に投

入し、その後 60 分間の行動をビデオカメラで撮影・観察した。ガラスケージ底面に 10 cm

間隔で縦横に引かれた線をマウスが横切る回数を計測し、5 分毎のカウントを y 軸に、時

間を x軸にプロットし、このカーブと x軸、y軸で囲まれた面積を総自発運動量（area under 

curve：AUC）（平均±SEM）として算出した。統計解析は GraphPad Instat3（GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA）を用い、Dunnett’s test［76］により行った。統計学的

に有意水準 p < 0.05 の場合、有意差のあるものとして取り扱い、ネガティブコントロール

群に対する有意差を*p < 0.05 および**p < 0.01 で示した。また、統計解析に用いた 5匹の

マウスは無作為に選んだ。 

 

[混合した精油を用いた自発運動抑制活性の評価] 

 8 つの精油すべてを混合した試料は、8 つの精油すべて 4×10-3 mg/cage を用いたものと

8 つの精油すべて 4×10-4 mg/cage を用いたものを使用した。活性がみられた 5 つの精油

を混合した試料は、それぞれの精油の単独投与で活性が最も強かった濃度（galangal：4 k 

10-4 mg/cage、patchouli：4 k 10-3 mg/cage、sandalwood：4 k 10-4 mg/cage、spikenard：

4 k 10-3 mg/cage、crystal of borneol：4 k 10-3 mg/cage）を混合し調整した。オープンフ
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ィールド法は単独の精油と同一の方法により行った。統計解析は GraphPad Instat3

（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）を用い、Student’s t-test［77］により行っ

た。統計学的に有意水準 p < 0.05 の場合、有意差のあるものとして取り扱った。活性がみ

られた 5 つの精油の混合試料に、活性がみられなかった精油を添加した試料は、それぞれ

の単独投与で最も活性が強かった濃度（galangal：4 k 10-4 mg/cage、patchouli：4 k 10-3 

mg/cage、sandalwood：4 k 10-4 mg/cage、spikenard：4 k 10-3 mg/cage、crystal of borneol：

4 k 10-3 mg/cage、cinnamon：4 k 10-3 mg/cage、clove：4 k 10-4 mg/cage、star anise：4 

k 10-3 mg/cage）を用いることにより調製した。オープンフィールド法は単独の精油と同

一の方法により行った。統計解析は GraphPad Instat3（GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA）を用い、Student’s t-test により行った。統計学的に有意水準 p < 0.05 の場合、

有意差のあるものとして取り扱った。5 つの精油を混合した試料に対する有意差を*p < 

0.05 および**p < 0.01 で示した。 
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