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緒 言 

 

漢方医学は、５～６世紀ごろに中国医学が伝来し、江戸時代に日本独自で発展した

伝統医学のことである。漢方医学の理論の下で使用される漢方薬は、複数の「生薬」

の組合せから成り立っており、2016 年現在では 294 処方が一般用漢方製剤として規

定され、148 処方が医療用漢方製剤として承認されている[1]。西洋医学が中心の現

代医療においても、漢方薬を処方している医師は 89％に上り、漢方薬を第一選択薬

として処方することがある医師は 59％に上ることが報告されている[2]。このように

漢方薬が臨床現場において頻用される理由として、漢方エキス製剤の開発や漢方薬の

健康保険への適応などの他に、西洋薬では満足に改善できない症状に対する有効性や、

治癒が困難な病気を治せる特異的な効果が期待されて使用されている。 

漢方薬は数千年の年月をかけた莫大な臨床実績の上に確立された薬である。一方で、

漢方薬の臨床効果における十分な基礎研究は行なわれてきておらず、ほとんどの漢方

薬はその作用機序なども明確ではなかった。しかし、近年においては、漢方薬の薬理

学的なエビデンスも次々と報告され始めている。神経の高ぶる症状を抑える目的で使

用される抑肝散は、認知症による幻覚や妄想などの周辺症状（BPSD）に対する効果

が認められている[3]。その作用機序として、抑肝散の構成生薬である甘草の主要成

分グリチルリチンが、興奮性アミノ酸神経であるグルタミン酸神経系におけるグルタ

ミン酸トランスポーターを活性化[4]することで効果を発現することが明らかにされ

ている [5]。また、開腹手術後のイレウスの予防や治療に有効性が認められている大

建中湯[6]は、構成生薬である乾姜により微小血管拡張作用を示すアドレノメデュリ

ンを動員することが明らかにされている。その作用機序として、乾姜の 6‐ショーガ

オールが腸管粘膜上皮細胞膜にある TRP チャネルを介して作用を発現することが解

明されている[7]。 

漢方薬は複数の生薬を組み合わせて処方が構成される複合成分系薬物であるため、

個々の成分の意義やそれらの相互作用などを十分に考慮する必要があり、漢方薬を構

成する生薬の主要成分のみで、漢方薬の本質や特徴的な薬効を説明することは困難で

ある。漢方薬を構成する各生薬間の相互作用は、薬効の増強や副作用の緩和など人体

への作用を発揮するにあたり重要な意味を持つと考えられる。気管支喘息などの症状

緩和に用いられる麻杏甘石湯は、構成生薬に麻黄と石膏が含まれており、麻杏甘石湯

の煎液中に含まれるエフェドリンやプソイドエフェドリンの量は他の麻黄を含む漢

方薬よりも含量が多く、このエフェドリン類の溶解補助に石膏の硫酸カルシウムが関

与していることが報告されている[8, 9]。このように薬剤学的な相互作用に関する研

究成果は複数報告されている一方で、薬理学的な複合作用による漢方薬の薬効の増強

や副作用の緩和について明らかにしている報告はほとんどなく、西洋薬にはない漢方

薬の有する特徴的な薬効を十分に解明するには至っていない。 

大黄は『神農本草経』の下品に収載され、非常に古くから薬用に用いられており、
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ヨーロッパでも『ギリシア本草』（ディオスコリデス）に収載され、中国からヨーロ

ッパに輸出された数少ない生薬である。大黄は大腸刺激性下剤に分類され、西洋薬に

劣らない強い下剤作用を有する。大黄を含む漢方薬は大黄剤と呼ばれ、大黄甘草湯、

調胃承気湯、大承気湯、桃核承気湯、大黄牡丹皮湯、通導散、大柴胡湯、防風通聖散、

三黄瀉心湯、茵陳蒿湯など多くの大黄剤が臨床で使用されている。大黄剤の基本処方

である大黄甘草湯は、大黄と甘草の二味から成る漢方薬で、二重盲検臨床比較試験で

便秘症における有用性が証明された代表的な緩下剤である[10, 11]。大黄の主有効成

分はビアントロン配糖体であるセンノシド A（0.25％以上含有）を中心とするセンノ

シド類（A～F）である。漢方薬の多くは配糖体を主要成分として含んでおり、漢方

薬の薬効発現にこれらが深く関与していると考えられている。漢方薬に含まれる代表

的な配糖体として大黄のセンノシド類の他に、甘草のグリチルリチン、芍薬のペオニ

フロリン、柴胡のサイコサポニン類などがよく知られている。このような漢方薬に含

まれる配糖体の多くは、β結合のため消化酵素ではほとんど分解されず、消化管下部

で腸内微生物叢が産生する酵素によって代謝変換を受け薬効を発現する場合が多い。

センノシド類は特異な腸内細菌（Bifidobacterium sp. SEN）由来のβ-グルコシダー

ゼによって加水分解を受けセニジンとなり、さらに還元されてレインアンスロンへ変

換され下剤作用を示す［12-14］。マウスにおけるレインアンスロンの下剤作用の機序

として、主にプロスタグランジン E2 を介する大腸蠕動運動ならびに結腸の粘液分泌

を促進する作用により発現すると説明されてきた［15, 16］。それに加えて、近年では

腸管表皮細胞膜にある水輸送チャネルのアクアポリン 3 の発現に、レインアンスロン

の関与が示唆されており［17］、センノシド A の詳細な下剤活性メカニズムが明らか

になってきている。以上のことから、配糖体を含む漢方薬の薬効発現において腸内微

生物叢による代謝変換は極めて重要な役割を担っていると考えられる。 

ヒトの腸管は小腸（十二指腸、空腸、回腸）と大腸（盲腸、結腸、直腸）からなり、

その長さは７～９m で、断面積は約 200 ㎡にも及ぶ。その腸内には約 100 兆個にも

及ぶ腸内細菌が腸内微生物叢を形成しており、約 37 兆個から成るとされるヒトの体

細胞数を遥かに上回る。その菌種の多様性は 500 から 1000 種以上とも言われ、腸内

微生物叢は生体を構成する１つの臓器にも例えられている。腸内微生物叢は、ヒトの

消化酵素では十分に代謝できなかった食事成分などを代謝して、アミノ酸やビタミン、

脂肪酸などを生体に供給している。また、腸内微生物叢は、胆汁酸代謝やコレステロ

ール代謝、有害な代謝産物の解毒など物質代謝の調節や、外部から侵入してきた病原

体に対する生体バリアの強化、腸管上皮細胞の分化誘導など、さまざまな機能を担っ

ている[18, 19]。そのため、腸内微生物叢は生体にとって必要不可欠な存在であり、

生体と腸内微生物叢は共進化を遂げた１つの超有機体としても考えられている。近年

では、食事内容や抗生物質などの薬物摂取、ストレスなどにより腸内微生物叢の構成

異常（dysbiosis）が生じることで、消化器疾患だけにとどまらず、自己免疫疾患やア

レルギー疾患、メタボリックシンドロームや精神神経疾患などさまざまな疾病の発症
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に関与することが明らかになってきている［20-29］。 

腸内微生物叢はさまざまな疾病の発症との直接的な関係性が科学的に証明され始

めていることから、多彩な薬効を有している漢方薬の特徴的な薬効は、腸内微生物叢

により漢方薬成分が代謝変換されるだけでなく、漢方薬成分が腸内微生物叢の多様性

や腸内細菌の持つ酵素活性など機能変化に影響を及ぼすことによって発現している

のではないかと考えた（Fig. 1）。すなわち、漢方薬成分と腸内微生物叢のクロストー

クの結果が、漢方薬の特徴的な薬効として発現していると推論した。 

 

Fig. 1.  Working Hypothesis to the Crosstalk between the Constituent of  

Kampo Medicines and Intestinal Microbiota 

 

本研究では、一般ならびに医療用漢方製剤として便秘症の治療に頻用される大黄甘

草湯について、腸内微生物叢とのクロストークに着目して漢方薬の有用性を解明して

いく。大黄甘草湯は、主有効成分であるセンノシド A からなる西洋薬（プルゼニド）

と同様に便秘症の治療に頻用されるが、大黄甘草湯に含まれるセンノシド A 以外の他

成分の薬効や相互作用などは明らかにされておらず、腸内微生物叢に与える影響など

も全く解明されていない。また、大黄甘草湯は下剤活性を有するため、他の漢方薬と

は異なり in vivo における評価が明瞭であるため、本研究では大黄甘草湯について漢

方薬の有用性を解明することとした。 

 

第１編では、複合成分系薬物としての大黄甘草湯の有用性を解明するために以下に

示す研究を遂行し、腸内微生物叢における多様性や機能に与える影響を証明する。 

クロストーク

宿 主

腸内微生物叢 漢方薬成分
多様性変化
機能変化

腸内代謝

※ 多様性変化
微生物叢の菌種の変化

※ 機能変化
腸内細菌が有する代謝
酵素の発現や活性の変化

食 餌抗生物質

薬 効 発 現
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１）HPLC による大黄甘草湯のセンノシド A 代謝定量法の確立（第１章） 

２）甘草に含まれるセンノシド A 代謝促進成分の同定（第２章） 

３）大黄に含まれるセンノシド A 代謝促進成分の同定（第３章） 

４）センノシド A 代謝促進成分の作用機序の解明（第４章） 

 

臨床現場において、漢方薬はそれ単独で使用されることよりも、西洋薬と併用して

使用されることが多いことから、漢方薬と西洋薬との相互作用の問題が指摘されてい

る［30-34］。漢方薬の有効成分の多くは配糖体であり、これらの成分の作用発現には

腸内微生物叢により代謝変換される必要があると考えられることから、抗生物質など

の腸内微生物叢の構成に影響を及ぼす薬物との併用は問題視されている[30, 31]。 

そこで第２編では、腸内微生物叢の構成異常（dysbiosis）を引き起こした条件下で、

以下に示す研究を遂行し、大黄甘草湯成分の腸内代謝および大黄甘草湯が及ぼす腸内

微生物叢の多様性変化や機能変化の解析、大黄甘草湯の下剤活性変化を評価すること

で、大黄甘草湯の有用性を解明する。 

１）抗菌薬による大黄甘草湯の薬効発現に与える影響（第１章） 

２）アンピシリン継続投与下における大黄甘草湯の薬効発現に与える影響（第２章） 

３）食餌による大黄甘草湯の薬効発現に与える影響（第３章） 

４）大黄甘草湯の連日投与による下剤活性変化と腸内微生物叢の変動（第４章） 

 

これまでに、漢方薬成分の作用発現における腸内代謝の重要性や、疾病の発症と腸

内微生物叢の関連性については多数報告されている。しかし、複合成分系薬物である

漢方薬による腸内微生物叢の多様性変化や腸内微生物叢の産生する酵素などの機能

変化に与える影響は研究されておらず、漢方薬と腸内微生物叢のクロストークは明ら

かになっていない。また、漢方薬とのクロストークを介して宿主にどのような薬効を

及ぼしているのか全く解明されていない。 

本研究では、大黄甘草湯による腸内微生物叢の多様性および機能変化に与える影響

を明らかにし、大黄甘草湯成分と腸内微生物叢のクロストークを介した宿主に対する

大黄甘草湯の薬効発現を解析することで、漢方薬の有用性を新たな視点で解明してい

く。 
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第１編 複合成分系薬物としての大黄甘草湯の有用性の解明 

 

第１章  HPLC による大黄甘草湯のセンノシド A 代謝定量法 

 

漢方薬は複数の生薬の組み合わせにより構成される複合成分系薬物で、その多くは

配糖体を主要成分として含んでおり、漢方薬の薬効発現に深く関与していると考えら

れている。漢方薬に含まれる代表的な配糖体として人参のギンセノシド類や、芍薬の

ペオニフロリン、柴胡のサイコサポニン類などがよく知られている。このような配糖

体の多くは、β結合のためヒトの消化酵素ではほとんど分解されず、消化管下部で腸

内細菌が産生する酵素によって代謝変換を受け薬効を発現する場合が多いことから、

腸内微生物叢はこれら配糖体を含む漢方薬の薬効発現に重要な役割を担っている。 

大黄甘草湯の主有効成分であるセンノシド A は Bifidobacterium sp. SEN が産生

するβ-グルコシダーゼによりセニジンに代謝され、さらに非酵素的に還元されるこ

とで瀉下活性本体であるレインアンスロンへ変換されることが明らかになっている

（Fig. 2）[10-12]。 

 

 

Fig. 2.  Metabolism of Sennoside A by Intestinal Microbiota 

 

本研究の目的である複合成分系薬物としての大黄甘草湯の有用性を解明するため

には、センノシド類の腸内代謝における他成分の影響を in vitro 系で評価できる腸内

代謝実験法を確立する必要がある。そこで、腸内代謝実験の指標成分としては、大黄

やセンナの品質評価に一般的に用いられているセンノシド A を指標成分とした

[35-38]。瀉下活性本体であるレインアンスロンは極めて酸化を受けやすいため、短

時間でレインなどに変化する。そのため、小林らはセンノシド A ならびにレインア

ンスロンを誘導化反応なしに簡便に定量できる HPLC 分析法を初めて確立し、ラッ

トの糞便懸濁液によるセンノシド A 代謝物の測定に成功している[39]。しかし、小

林らの方法では、大黄や大黄甘草湯を用いるとレインアンスロンが不安定となり、再

現性良く定量することは困難である。また、安保らが報告している大黄剤の多成分同

時定量法[40]では、大黄甘草湯代謝混液に生じる代謝物によってセンノシド A を正

確に定量することができない。そこで、大黄甘草湯代謝混液に含まれる甘草成分グリ

reductase
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チルリチンおよびリクイリチン、リクイリチンアピオシド（Fig. 3）の分析が可能で

あり、残存する未代謝のセンノシド A が定量できる HPLC 分析法を検討した。 

 
Fig. 3.  Chemical Structure of Glycyrrhiza constituents 

 

１．大黄甘草湯代謝混液におけるセンノシド A の定量方法 

大黄甘草湯ならびに大黄甘草湯のマウス糞便懸濁液中のセンノシド A、グリチルリ

チン、リクイリチン、リクイリチンアピオシドの同時分析を目的に、Wakosil-II 

5C18HG、Wakosil-II 5C18AR、Navi C18-5（いずれも 4.6 I.D.x15cm，和光純薬）、

Shim-pack XR-ODS（3.0 I.D.x10cm，島津）、TSKgel ODS-120T、TSKgel ODS-80TsQA

（いずれも 4.6 I.D.x15cm，東ソー）のカラムについて、0.017％リン酸水溶液（A 液）

とアセトニトリル（B 液）による検討を行った。その結果、Fig. 4 に示すように TSKgel 

ODS-80TsQA（4.6 I.D.x15cm，東ソー）に 0.017％リン酸水溶液（A 液）とアセト

ニトリル（B 液）を用い、リニアグラジエント（B 液）19－20％（0－3min）、20－

21％（3－8min）、38－42％（8－16min）の条件下で、特別な前処理なしに 18 分以

内にセンノシド A（9.26min）とグリチルリチン（17.04min）の最も良好な分離が得

られた。ピークの純度は三次元 HPLC によりピークを 5 分割した UV スペクトルか

ら検定した。リクイリチン（6.29min）とリクイリチンアピオシド（5.85min）につ

いては大黄由来の成分が重なるため、大黄の存在下では定量できなかった。 
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Fig. 4.  HPLC Profiles of Standard (A), Daiokanzoto (B), Daiokanzoto Incubation 

Mixture (C) and Glycyrrhiza (D) 

Peaks: 1, liquiritin apioside; 2, liquiritin; 3, sennoside A; 4, glycyrrhizin. 

Column: TSKgel ODS-80TsQA (4.6 I.D.×15cm) 
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２．検量線ならびに添加回収試験 

腸内代謝実験法に準じ、標準品のメタノール溶液（センノシド A：24mg、グリチ

ルリチン：40mg、リクイリチン：16mg、リクイリチンアピオシド：8mg）を 1～4096

倍に希釈し、各希釈液を 0.01M リン酸塩緩衝液－0.708％リン酸メタノール溶液（リ

ン酸混液）に添加した標準溶液を用いて検量線を作製した。しかし、標準溶液 1～4

倍希釈液（センノシド A：0.87～3.48mM）ではセンノシド A が析出することから、

リン酸混液の代わりに、精製水－メタノール（水メタノール混液）を用いた標準溶液

（1～4096 倍）についても検量線を作成した。二つの検量線の傾き比（水メタノール

混液／リン酸混液）は、センノシド A 0.994、グリチルリチン 0.984、リクイリチン

0.983、リクイリチンアピオシド 0.995 であった。したがって、水メタノール混液で

作成した検量線を使用した。センノシド A が析出した理由として、リン酸混液は酸性

であるためセンノシド A の溶解性が低下したことが考えられる。さらにリン酸混液の

標準溶液を用いた添加回収試験において、センノシド A の析出を認めなかったことか

ら、糞液懸濁液がセンノシド A の溶解性を高めていることが推察された。 

Tab. 1 はリクイリチンアピオシド、リクイリチン、センノシド A、グリチルリチン

の保持時間（tR）、質量分布比（k’）、定量範囲（µM - mM）、回帰方程式、相関係数、

検出限界（µM）である。いずれも表に示す濃度範囲で良好な直線関係が得られた。 

 

Tab. 1. Retention Times, Capacity Factors, Linear Response Ranges, Regression 

Equations, Correlation Coefficient and Detection Limit for Maker Substances 
 

 

 

 添加回収率は糞便懸濁液の 4 時間後の代謝溶液に標準品の希釈液（リン酸混液）を

添加したものと、検量線の標準溶液（水メタノール混液）から得られた回帰直線式の

傾きの比から求めた（Tab. 2、Fig. 5）。センノシド A、大黄甘草湯の代謝溶液におけ

ay: peak-area，x: μM. bTriplicate assay about the different concentration (n = 11 - 12).
cSignal-to-noise ratio = 3.

Liquiritin apioside

Liquiritin

SennosideA

Glycyrrhizin

5.85

6.29

9.26 

17.04

Compound
tR

(min)
k’

2.69

2.97

4.84

9.75

Linear response range
(μM-mM)

56.80 - 1.82

3.55 - 0.23

149.48 - 2.39

4.67 - 0.60

108.67 - 1.74

3.40 - 0.44

189.87 - 6.08

5.93 - 0.76

Regressiona)

equation

y = 0.14x + 0.35

y = 0.14x - 0.02

y = 0.17x + 0.42

y = 0.17x + 0.11

y = 0.36x + 0.39

y = 0.36x - 0.13

y = 0.14x + 0.63

y = 0.14x - 0.08

Correlationb)

coefficient

1.0000

1.0000

0.9999

1.0000

0.9998

1.0000

1.0000

1.0000

Detectionc) 

limit(μM)

1.78

2.34

1.70

2.97
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るセンノシド A、グリチルリチンの添加回収率（％）83.0～100.8 であった。 
 

Tab. 2. Slopes of Regression Equations of Maker Substances with and without Feces 

 

 

 

 

 

Fig. 5-1.  Calibration Curves of Sennoside A (SA) with and without Incubation Mixture  

of Sennoside A.  

Open circles: y =0.36x-0.96, r =0.9998, closed circles: y =0.36x-0.13, r =1.0000. 

 
 
 
 
 

aConcentration of standards (μM): sennosideA = 52.3 - 418.6; daiokanzoto, sennosideA= 52.3 – 418.6,

glycyrrhizin = 91.5 - 754.1
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Fig. 5-2.  Calibration Curves of Sennoside A (SA) with and without Incubation Mixture 

 of Daiokanzoto (DK).  

Open circles: y =0.35x+4.98, r =0.9999, closed circles: y =0.36x-0.13, r =1.0000. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5-3.  Calibration Curves of Glycyrrhizin (GL) with and without Incubation 

Mixture of Daiokanzoto (DK). 

Open circles: y =0.11x+43.86, r =0.9984, closed circles: y =0.14x-0.08, r =1.0000. 
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３．日内日差変動 

標準溶液ならびに大黄甘草湯の代謝溶液（反応 0 時間）を用いて日内変動（15 回）

と日差変動（5 日間）を検討した（Tab. 3）。日内変動の相対標準偏差（％）は 0.25

～1.04、日差変動の相対標準偏差（％）は 0.45～1.35 であり、分析上問題はないと

判断した。 
 

Tab. 3.  Within-Day and Day-to-Day Relative Standard Deviations for Maker 

          Substances in Standard and Incubation Mixtures 

 

 

 

 

  

Marker substance

RSD (%)

Within-daya) Day-to-dayb)

Standard solution

Sennoside A

Glycyrrhizin

Liquiritin

Liquiritin apioside

Daiokanzoto with feces

Sennoside A

Glycyrrhizin

0.25

0.38

0.35

0.82

1.04

0.48

0.71

1.35

0.54

0.45

1.31

0.48

an = 15, bn = 5 

Amount
(mM)

0.206

0.374

0.293

0.113

0.203

0.380
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第２章  甘草に含まれるセンノシド A 代謝促進成分 

 

漢方薬は複数の生薬を組み合わせた複合成分系薬物であり、各生薬間の相互作用は

薬理学的あるいは薬物動態的な複合作用により薬効の増強や副作用の緩和など、人体

への作用を発揮するにあたり重要な意味を持つと考えられる。2016 年現在、148 処

方が医療用漢方エキス製剤として認められており、甘草はそのうち７割以上に配合さ

れている生薬である。漢方薬における甘草の配合される意義として、配合される他の

個性的な生薬の働きを調和し、服用困難な漢方薬の矯味剤としての役割を担っている

とされる。大黄甘草湯をはじめとする大黄剤に配合される場合においても、大黄によ

る大腸の痙攣を甘草が緩和し、強力な瀉下作用による腹痛などの副作用を緩解すると

考えられている。しかし、宮脇らは、大黄甘草湯において大黄と甘草の配合割合が４：

１のときに大黄の下剤活性が有意に増強することを、ラットを用いた実験において証

明している[41]。我々もマウスに大黄と甘草の配合割合を変化させた大黄甘草湯を

経口投与して 10 時間にわたり下剤活性を評価したところ、甘草添加による大黄甘草

湯の下剤活性の有意な亢進を確認した（Fig. 6）。この結果から、大黄甘草湯におけ

る甘草の配合意義として、大黄による下剤効果を増強していることが示唆されるが、

大黄甘草湯の主有効成分であるセンノシド A の代謝活性および下剤活性の発現にお

ける甘草の影響については報告されていない。そこで、センノシド A の腸内代謝お

よび下剤活性における甘草ならびに甘草成分の影響を検討した。 

 

Fig. 6.  Effects of Daiokanzoto and Rhubarb on Purgative Action 

Each column represents the mean ± S.D. of 12 mice. *p<0.05, significant difference  
from glycyrrhiza (0g) (Steel’s test). 
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１．センノシドＡ代謝における甘草の影響 

センノシド A の腸内代謝における甘草の影響を検討した。センノシド A（0.5mM）

と甘草凍結乾燥品（1/4 倍～4 倍量）を混合した試料溶液をマウス糞便懸濁液（排便

後 1.5 時間以内に採取した糞便の５倍希釈液）に添加し、嫌気条件下 37℃でインキュ

ベートした。センノシド A（0.5mM）と甘草凍結乾燥品（4.25mg）の割合は大黄甘

草湯中のセンノシド A とグリチルリチンを基準に設定した。 

甘草の凍結乾燥品を混合したときのセンノシド A の代謝率は Fig. 7 の通りである。

甘草は 1/4（1.063mg）ならびに 1/2 倍量（2.125mg）で最もセンノシド A の代謝を

促進し、甘草の量を増加させることでセンノシド A 代謝を抑制した。これは甘草に含

まれる共存成分による代謝抑制が考えられる。 

 

Fig. 7.  Accelerating Effect of Glycyrrhiza (GR) on Metabolism of Sennoside A (SA) 

Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. *p<0.05, significant difference from 
sennoside A (Dunnett’s test). 

 

２．リクイリチンによるセンノシド A の腸内代謝変化 

 甘草の主要成分であるグリチルリチン、リクイリチン、リクイリチンアピオシドに

ついて、センノシド A 代謝における影響を検討した。センノシド A（0.5mM）とグ

リチルリチン、リクイリチン、リクイリチンアピオシド（1/16 倍～4 倍量）を混合し

た試料溶液をマウス糞便懸濁液に添加し、嫌気条件下 37℃でインキュベートした。

センノシド A（0.5mM）とリクイリチン（2.4mM）、リクイリチンアピオシド（1.5mM）

およびグリチルリチン（3.9mM）の割合は、大黄甘草湯に含まれるセンノシド A と

の割合を基準に設定した。リクイリチンは濃度依存的にセンノシド A 代謝を促進さ
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せ、1 倍量（2.4mM）または 2 倍量（4.8mM）が最も顕著で、8 時間後において 1/16

倍量（0.15mM）以外はいずれもセンノシド A 単独と比較して有意なセンノシド A

代謝促進を認めた（Fig. 8）。リクイリチンアピオシドもリクイリチンと同様に濃度

依存的にセンノシド A の代謝を促進させ、8 時間後においてはいずれもセンノシド A

単独と比較して有意なセンノシド A 代謝促進を認めた（Fig. 9）。一方、グリチルリ

チンはいずれの濃度においてもセンノシド A 代謝の有意な変化を認めなかった（Fig. 

10）。 

 

Fig. 8.  Accelerating Effect of Liquilitin (LQ) on Metabolism of Sennoside A (SA) 

Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. *p<0.05, significant difference from 
sennoside A (Dunnett’s test). 
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Fig. 9.  Accelerating Effect of Liquilitin apioside (LA) on Metabolism of 

Sennoside A (SA) 
 

Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. *p<0.05, significant difference from 
sennoside A (Dunnett’s test). 

 

 

Fig. 10.  Accelerating Effect of Glycyrrhizin (GL) on Metabolism of Sennoside A (SA) 

Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. *p<0.05, significant difference from 
sennoside A (Dunnett’s test). 
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３．リクイリチンによるセンノシドＡの下剤活性変化 

 大黄甘草湯の甘草に含まれるフラボノイド成分であるリクイリチン、リクイリチン

アピオシドがセンノシド A の腸内代謝を促進することから、大黄甘草湯の下剤活性

におけるリクイリチンとリクイリチンアピオシドの寄与が示唆された。そこで、セン

ノシド A の下剤活性に及ぼす甘草及びこれら成分の影響について、マウスを用いた

下剤活性評価法によって検討を行った。下剤活性評価は、マウスを投与１時間前から

ビーカーをかぶせた網上に放置し、下痢をしていない正常便排出マウスのみを使用し

た。実験中は絶食絶水とし、経口投与後下剤活性を 1 時間毎 10 時間にわたり観察し、

正常便、膨潤便、軟便、泥状便、粘液便に分類し個数を記録した。下痢の程度は、斉

藤らの方法 [42] に準じ、観察時間内に排出された便のうち最も性状が悪化したも

のを採用した。便の状態を普通便（正常便，膨潤便）：0、軟便：1、水様便（泥状便、

粘液便）：2 の 3 段階にスコア化し、各個体での 10 時間の合計の平均値を算出し各群

の下痢スコアとした。 

センノシド A（15mg/kg）は 10 時間後の下痢スコアが 1.5 未満となるように設定

し、センノシド A（15mg/kg）と甘草凍結乾燥品（170mg/kg）の割合は大黄甘草湯

中のセンノシド A とグリチルリチンの割合を基準に設定した。その結果を Fig. 11 に

示す。甘草は濃度依存的に下剤活性を亢進し、2 倍量と 4 倍量で下剤活性の有意な増

強を示した。 

 

Fig. 11.  Accelerating Effect of Glycyrrhiza on Purgative Action of Sennoside A 

Each column represents the mean ± S.D. of 10 mice. *p<0.05, significant difference from 
glycyrrhiza (0mg) (Steel’s test). 
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 甘草によりセンノシド A の下剤活性は有意に亢進したことから、甘草の主要成分

であるグリチルリチン、リクイリチン、リクイリチンアピオシドについて、センノシ

ド A の下剤活性における影響を検討した。センノシド A（15mg/kg）とリクイリチ

ン（10mg/kg）、リクイリチンアピオシド（8mg/kg）、グリチルリチン（32mg/kg）

の割合は大黄甘草湯中のセンノシド A との割合を基準に設定した。その結果、リク

イリチンは濃度依存的に下剤活性を亢進し、4 倍量（40mg/kg）で下剤活性の有意な

増強を示した（Fig. 12）。リクイリチンアピオシドもリクイリチン同様、濃度依存的

に下剤活性を亢進し、2 倍量（16mg/kg）と 4 倍量（32mg/kg）で下剤活性の有意な

増強を示した（Fig. 13）。一方、グリチルリチンは腸内代謝実験の結果と同様に、い

ずれの濃度においても下剤活性に影響を及ぼさなかった（Fig. 14）。  
 

センノシド A は甘草によって腸内代謝が促進し、甘草の主成分であるリクイリチ

ン及びリクイリチンアピオシドがこれに関与していることを明らかにした。さらに下

剤活性評価でも甘草、リクイリチン、リクイリチンアピオシドがセンノシド A の下

剤活性を亢進することを確認した。このことから、甘草のフラボノイド成分であるリ

クイリチン及びリクイリチンアピオシドがセンノシド A の腸内代謝を促進すること

で下剤活性を亢進することを明らかにし、大黄甘草湯における甘草の配合意義を証明

した。  

 

Fig. 12.  Accelerating Effect of Liquilitin on Purgative Action of Sennoside A 

Each column represents the mean ± S.D. of 12 mice. *p<0.05, significant difference from 
liquilitin (0mg) (Steel’s test). 
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Fig. 13.  Accelerating Effect of Liquilitin apioside on Purgative Action of Sennoside A 

Each column represents the mean ± S.D. of 12 mice. *p<0.05, significant difference from 
liquilitin apioside (0mg) (Steel’s test). 

 

 
Fig. 14.  Accelerating Effect of Glycyrrhizin on Purgative Action of Sennoside A 

Each column represents the mean ± S.D. of 12 mice. *p<0.05, significant difference from 
glycyrrhizin (0mg) (Steel’s test). 
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第３章 大黄に含まれるセンノシド A 代謝促進成分 

 

第２章において、甘草のフラボノイド成分であるリクイリチンおよびリクイリチン

アピオシドがセンノシド A の腸内代謝を促進することで下剤活性を亢進することを

明らかにし、大黄甘草湯における甘草の配合意義を証明した。大黄について含有する

個々の成分の薬理作用は多く解明されている。また、大黄に含まれる成分間の相互作

用については、センノシド A とセンノシド C の相乗作用に関する研究が行われてお

り、センノシド A と C の両者の混合比が７：３のときにそれぞれの単独投与と比較

して下剤活性が 1.7 倍高くなるという結果が報告されている[43]。しかし、センノシ

ド A の腸内代謝や下剤活性に与える大黄に含まれる他成分の影響に関しては報告さ

れていない。そこで本研究では、センノシド A の腸内代謝活性ならびに下剤活性に及

ぼす大黄成分の影響について検討した。 

 

１． センノシド A 代謝における大黄および大黄成分の影響 
 

 

Fig. 15.   Effect of Rhubarb constituents on Metabolism of Sennoside A (SA) 

Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference 
from SA (Student’s t-test). 

 

大黄には、センノシド A 以外にも弱いながら下剤活性を示す成分が多く含まれてい

るが[44]、大黄に含まれるそれらの成分がセンノシド A の腸内代謝に与える影響に

ついては報告されていない。そこでセンノシド A 代謝における大黄成分の影響を検討

するために、大黄（17mg/mL）に含まれるセンノシド A と同量のセンノシド A 単独

（0.2mM）について代謝率を比較した（Fig. 15）。その結果、大黄中のセンノシド A

0

20

40

60

80

100

SA
(0.2mM)

Rhubarb
extract

***

M
e
ta

b
o

li
c
 r

a
te

 o
f 

S
A

 

（%

）



20 

 

はセンノシド A 単独と比較して有意に代謝を促進したことから、大黄の中にセンノシ

ド A 代謝を促進する成分の存在が示唆された。そこで、センノシド A 代謝を促進す

る成分を探索するために、大黄（100g）を熱水抽出し、抽出液を DIAION MCI-gel 

CHP-20Pを用いてFr. Ⅰ からFr. Ⅴまでの５つのフラクションに分画した（Fig. 16）。

HPLC パターンは Fig. 17 に示す。 

 

 
 

Fig. 16.  Isolation of Accelerating Constituent of Sennoside A-Metabolic Activity from 

Rhubarb Extract 
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Fig. 17.  HPLC Profiles of Rhubarb Extract, and H2O, 20%, 40%, 60% MeOH and 

MeOH-eluted Fractions 
 

Peaks (Retention time): 1, unknown (6.52min); 2, sennoside A (9.24min); 3, aloe-emodin (16.62min); 
               4, rhein (17.59min); 5, emodin (19.20min); 6, chrysophanol (20.13min) 
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Fig. 18.   Accelerating Effect of Fractions eluated from Rhubarb on Metabolism of 

           Sennoside A (SA) 
 

Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference 
from SA (Dunnett’s test). 

 

それぞれの大黄抽出画分をセンノシド A に添加してセンノシド A 代謝を検討したと

ころ、20% MeOH 画分（Fr. Ⅱ）ならびに MeOH 画分（Fr. Ⅴ）の添加によりセンノ

シド A 代謝を大きく促進させた（Fig. 18）。20% MeOH フラクションの主要ピーク

は、HPLC による UV スペクトルからアントラキノン骨格を有している可能性が考え

られた。そこで、20% MeOH フラクションの主要ピークについて Sephadex LH-20

と DIAION MCI-gel CHP-20P を用いて単離・精製し、各種 NMR スペクトルならび

に融点から rhein 8-O-β-D-glucopyranoside（RG）と同定した（Fig. 19）。MeOH フ

ラクションには、RG のアグリコンであるレインやその関連物質（エモジン、アロエ

エモジン）であるアントラキノン類が主要ピークとして含有していることを標準品と

の比較で明らかにした。 

 

Fig. 19.   Chemical Structure of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside 
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２．Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside によるセンノシド A の腸内代謝変化 

大黄から単離精製した RG がセンノシド A 代謝を促進するか検討したところ、RG

はセンノシド A 代謝を濃度依存的に有意な促進を示した（Fig. 20）。RG はレインを

アグリコンとするグルコースの配糖体である。そこで、レインについて同様に検討し

たところ、濃度依存的にセンノシド A 代謝を有意に促進した。この結果から、RG の

センノシド A 代謝促進作用は、RG のアグリコンであるレインに起因することが明ら

かとなった。また、大黄に含まれる RG およびレインの濃度はセンノシド A（0.2mM）

に対してそれぞれ 1mM、0.25mM であり、大黄の薬効発現に強く関与していること

が示唆された。 
 

 
Fig. 20.   Accelerating Effect of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside（RG）and Rhein on  

Metabolism of Sennoside A (SA)  
 

Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference 
from SA (Dunnett’s test). 

 

大黄の中にはアントラキノン骨格を有する物質が多く存在し、RG やレインもその

１つである。アントラキノン骨格を有する大黄成分であるエモジン、アロエ－エモジ

ンについてもセンノシド A 代謝への影響を検討したところ、エモジン、アロエ－エモ

ジン共にセンノシド A 代謝を有意に促進した（Fig. 21）。この促進作用は同じ濃度の

レインと同等の促進作用を示していた。また、大黄の中にエモジン、アロエ－エモジ

ンはセンノシド A（0.2mM）に対してそれぞれ 0.03mM、0.13mM 含まれており、セ

ンノシド A 代謝促進に強く関与していると考えられる。以上の結果から、大黄のセン

ノシド A 代謝促進作用にアントラキノン骨格を有する成分の関与を証明した。 
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Fig. 21.   Accelerating Effect of Emodin, Aloe-emodin and Rhein on Metabolism of  

Sennoside A (SA) 
 

Each value represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference 
from SA (Dunnett’s test). 

 

３．Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside によるセンノシド A の下剤活性変化 

RG やレインもそれ自体に弱いながら下剤活性を有している。そこで、RG ならび

にレインの下剤活性を 10 時間にわたり観察したところ、RG は 33.4mg/kg 以上の濃

度で下痢スコアが 1.0 の下剤活性があった。この結果を踏まえて、RG が下剤活性を

示さなかった 16.8mg/kg 以下の濃度に対してセンノシド A の下剤活性に対する影響

を検討することとし、レインについても RG と同様に下剤活性を示さなかった

10.7mg/kg 以下の濃度で検討することとした。RG ならびにレインによるセンノシド

A の下剤活性に対する影響を検討したところ、共にセンノシド A の下剤活性を有意に

亢進した（Fig. 22）。これらの下剤活性はセンノシド A 単独の下剤活性と比較して大

幅に下痢スコアが亢進しており、RG やレインによる相乗的なセンノシド A の下剤活

性亢進作用が確認された。 

以上のことから、大黄に含まれる RG やレインなどアントラキノン骨格を有する成

分がセンノシド A 代謝を促進することで、センノシド A の下剤活性を亢進すること

を証明した。 
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Fig. 22.   Accelerating Effect of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG) and Rhein on  

Purgative Action of SennosideA (SA) 
 

Each column represents the mean ±S.D. of 12 mice. *p＜0.05， **p＜0.01, ***p＜0.001,  
significant difference from SA by Steel’s test. 
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第４章 Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside およびリクイリチンによる 

センノシド A 代謝促進機序 

 

大黄甘草湯の主有効成分であるセンノシド A は、Bifidobacterium sp. SEN が産生

するβ-グルコシダーゼによりセニジンに代謝され、下剤活性本体であるレインアン

スロンに変換されることで下剤活性を示す [10-12]。これまでに、甘草に含まれるフ

ラボノイド成分であるリクイリチン（LQ）やリクイリチンアピオシドならびに大黄

に含まれるアントラキノン成分である rhein 8-O-β-D-glucopyranoside（RG）がセン

ノシド A の腸内代謝を促進することで、センノシド A の下剤活性を亢進することを

明らかにした。そこで本研究では、LQ ならびに RG によるセンノシド A 代謝促進機

序の解明を目的に研究を行った。 

 

１．Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside およびリクイリチンによるセンノシド A 代謝促

進機序                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

大黄甘草湯に含まれるアントラキノン成分およびフラボノイド成分によるセンノ

シド A の腸内代謝を促進する機序について検討するために、マウス糞便懸濁液を用い

てセンノシド A 代謝の経時的変化を調べた（Fig. 23）。 

 

 

Fig. 23.   Effect of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG), Rhein and Liquiritin (LQ) on 

     Metabolism of Sennoside A (SA) 
 

Each point represents the mean ± S.D. of 3 samples. **p<0.01, ***p<0.001, significant difference 
from SA (Dunnett’s test).  
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その結果、RG および LQ はセンノシド A 代謝を有意に促進した。しかし、センノシ

ド A 単独の代謝変化と比較して RG ならびに LQ を添加したセンノシド A 代謝の経

時的変化は異なり、LQ による代謝変化は飽和曲線を示したことから、酵素活性を高

めている可能性を示唆した。一方で、RG による代謝変化は非飽和曲線を示したこと

から、センノシド A 代謝菌またはセンノシド A 代謝酵素を誘導することでセンノシ

ド A 代謝を促進している可能性を示唆した。 

 センノシド A は主に Bifidobacterium spp. が産生するセンノシド A 代謝酵素によ

り代謝され下剤活性を示す。そこで、ラックビー配合菌種（Bifidobacterium longum、

B．infantis）をチオグリコール酸培地で 24 時間培養して得られる培養液を超音波処

理して、得られた菌体抽出液を用いてセンノシド A 代謝を検討した。その結果、セン

ノシド A 単独と比較して RG および LQ を添加することで有意にセンノシド A 代謝

を促進した（Fig. 24）。このことから、RG および LQ は共にビフィズス菌が産生す

るセンノシド A 代謝酵素の活性を高めることでセンノシド A 代謝を促進することを

明らかにした。 

 

Fig. 24.   Effect of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG) and Liquiritin (LQ) on 

        Sennoside A (SA) –Metabolic Enzyme of Bifidobacteria 
 

Each point represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant difference from SA 
(Dunnett’s test). 

 

２．腸内微生物叢におけるセンノシド A 代謝酵素の合成に与えるセンノシド A 代謝

促進成分の影響 

RG、レインならびに LQ によるセンノシド A 代謝菌または代謝酵素に対する影響

を検討するため、これらの成分の溶液を糞便懸濁液に添加し 24 時間プリインキュベ 
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Fig. 25.   Effect of Pre-incubation with Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG), Rhein  

and Liquiritin (LQ) on Metabolism of Sennoside A (SA) 
 

Each column represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant  difference from 
Control (Dunnett’s test).  

 

 
Fig. 26.   Effect of Pre-incubation with Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG) against 

          Sennoside A-Metabolic Enzyme Treated with Puromycin 
 

Each column represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant vs. control by unpaired 
t test. 
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ーションを行った。それぞれの添加培養液から陰イオン交換樹脂を用いて添加した成

分を除去し、センノシド A を添加して代謝率を比較した（Fig. 25）。その結果、RG

を添加してプリインキュベーションした糞便懸濁液は、コントロールと比較してセン

ノシド A 代謝を有意に促進した。RG のアグリコンであるレインも同様にセンノシド

A 代謝を促進した。一方で、LQ はコントロールと比較して有意な変化を認めなかっ

た。以上の結果から、RG はセンノシド A 代謝に関与する代謝菌または代謝酵素を誘

導することでセンノシド A 代謝を促進することが示唆され、この作用は RG のアグリ

コンであるアントラキノン骨格に起因する作用であることを明らかにした。 

次にセンノシド A 代謝酵素について、RG がセンノシド A 代謝酵素の誘導に影響を

与えているのかを明らかにする目的で、タンパク合成阻害剤であるピューロマイシン

を用いて RG の作用機序の検討を行った。その結果、RG による促進作用はピューロ

マイシンによって抑制されたことから（Fig. 26）、RG は腸内細菌のセンノシド A 代

謝酵素の合成を誘導することでセンノシド A 代謝を促進することを明らかにした。 

 

３．Bifidobacterium spp. におけるセンノシド A 代謝酵素の合成に与える rhein 

8-O-β-D-glucopyranoside の影響 

RGがセンノシドA代謝菌であるビフィズス菌またはビフィズス菌が有する代謝酵

素の誘導に関与するか検討を行うために、RG とラックビー配合菌種をチオグリコー

ル酸培地で 24 時間培養して得られる培養液を用いてセンノシド A 代謝を検討した。

その結果、RG はセンノシド A 代謝を有意に促進したから（Fig. 27）、RG はビフィ

ズス菌またはビフィズス菌由来のセンノシド A 代謝酵素に影響を及ぼしている可能

性が示唆された。そこで培養液にピューロマイシンを添加して RG の作用を検討した

ところ、ピューロマイシンは RG によるセンノシド A 代謝促進作用を濃度依存的に抑

制した（Fig. 28）。この結果から、RG はビフィズス菌由来のセンノシド A 代謝酵素

を誘導することでセンノシド A 代謝を促進することを明らかにした。 

以上の結果から、大黄甘草湯に含まれる RG および LQ はビフィズス菌が産生する

センノシド A 代謝酵素の活性を高めることで、センノシド A 代謝を促進することを

明らかにした。また、RG はセンノシド A 代謝菌またはセンノシド A 代謝酵素の誘導

に関与することが示唆されたことから、ピューロマイシンを用いてセンノシド A 代謝

酵素の誘導に対する作用を検討した。その結果、ピューロマイシンは RG によるセン

ノシド A 代謝促進作用を濃度依存的に抑制したことから、RG はビフィズス菌由来の

センノシド A 代謝酵素の誘導に関与することを明らかにした。本研究から、RG と

LQ はビフィズス菌由来のセンノシド A 代謝酵素活性を促進すること、さらに RG は

センノシド A 代謝酵素の誘導を促進することによりセンノシド A 代謝を促進するこ

とを明らかにし、複合成分系薬物としての大黄甘草湯の有用性を証明した。 
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Fig. 27.   Effect of Culture in Bifidobacteria with Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG) 

     on Metabolism of Sennoside A (SA)  
 

Data are expressed as the mean ± S.D.. ***p<0.001, significant vs. control by unpaired t test (n =3). 

 

 

 
Fig. 28.   Effect of Culture in Bifidobacteria with Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (RG)  

against Sennoside A-Metabolic Enzyme Treated with Puromycin 
 

Each column represents the mean ± S.D. of 3 samples. ***p<0.001, significant vs. control by unpaired 
t test. 
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小 括 

 

第１編では、複合成分系薬物としての大黄甘草湯の有用性を解明するために、大黄

甘草湯の主有効成分であるセンノシド A の腸内代謝における HPLC 定量法を確立し

た上で（第１章）、大黄および甘草に含まれるセンノシド A 代謝促進成分を同定し（第

２、３章）、その作用機序を明らかにすることで（第４章）、腸内微生物叢における多

様性や機能に与える影響について研究を行った。 

本研究では、大黄に甘草を配合することでセンノシド A の下剤活性が有意に亢進し

たことから、マウスの糞便懸濁液を用いた腸内代謝実験法で、センノシド A 代謝にお

ける甘草成分の影響を検討した。その結果、甘草ならびに甘草の主要なフラボノイド

成分であるリクイリチン（LQ）やリクイリチンアピオシド（LA）によってセンノシ

ド A 代謝が促進することを明らかにした。さらに、下剤活性評価において、LQ や

LA によってセンノシド A の下剤活性が亢進することを証明した。一方で、大黄中の

センノシド A はセンノシド A 単独よりも代謝を受け易いことから、大黄の水抽出物

中のセンノシド A 代謝促進成分として rhein 8-O-β-D-glucopyranoside（RG）を単離

同定した。RG の作用はアグリコンであるレインに由来し、大黄のアントラキノン成

分であるエモジンやアロエエモジンも同様に代謝促進作用を示した。さらに、RG と

レインが SA 代謝を促進することで、センノシド A の下剤活性を亢進することを実証

した。 

センノシド A 代謝における LQ や RG のセンノシド A 代謝促進作用は、

Bifidobacterium longum および B. infantis が産生するセンノシド A 代謝酵素活性

を高めることで、センノシド A 代謝を促進することを明らかにした。特に、RG は

B. longum および B. infantis の生菌とプリインキュベーションすることでセンノシ

ド A 代謝を促進し、この促進作用はタンパク質合成阻害剤であるピューロマイシンに

よって濃度依存的に抑制されことから、RG はビフィズス菌由来のセンノシド A 代謝

酵素の合成を亢進することでセンノシド A 代謝を促進していることを明らかにした。 

以上の結果から、大黄甘草湯の下剤活性発現メカニズムとして、センノシド A の腸

内代謝を RG や LQ などが代謝促進することで、大黄甘草湯の下剤活性を亢進するこ

とを解明し、複合成分系薬物である大黄甘草湯の有用性を解明した。 

現在、RG や LQ によるβ-グルコシダーゼの酵素活性促進作用を解明するために、

B. longumならびにB. infantis が保有するβ-グルコシダーゼについて組換えタンパ

ク質を作製し、酵素活性変化から算出された速度論的パラメータを指標にβ-グルコ

シダーゼの酵素活性に与える影響を調べている。また、これらアントラキノン成分や

フラボノイド成分についてβ-グルコシダーゼとのドッキングシミュレーションを行

い、酵素－リガンド複合体の自由エネルギー変化を解析することで、これら促進成分

の作用機構の解明を進めている。 
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第２編 腸内微生物叢の変動によるクロストークの変化に適応する 

大黄甘草湯の有用性の解明 

 

第１章 抗菌薬による大黄甘草湯の薬効発現に与える影響 

  

 漢方薬は 2016 年現在で 294 処方が一般用漢方製剤として承認され、148 処方が医

療用漢方製剤として臨床現場で使用されている。しかし、漢方薬は単独で使用される

ことよりも、西洋薬と併用され使用されることが多く、漢方薬と西洋薬との相互作用

の問題が指摘されている[30-34]。漢方薬は多くの配糖体を含んでおり、これらはβ

‐グルコシド結合のため消化酵素による代謝を受けずに消化管下部まで到達するが、

親水性が高く消化管吸収されにくいことから腸管内に長く滞留する。そのため配糖体

は、腸内微生物叢が産生する酵素によって代謝変換され、脂溶性の高いアグリコンが

吸収されることで薬効発現すると考えられている。以上のことから、抗生物質などの

腸内微生物叢を破綻（dysbiosis）させる薬物との併用が問題視されている[30, 31]。

本研究室でも、病院および診療所の計 8 施設におけるセンノシド製剤ならびに大黄剤

と経口抗菌薬との併用調査を実施した。その結果、センノシド製剤や大黄剤と抗菌薬

の併用は日常的に行われていたが（Tab. 4）、下剤効果に対する薬物相互作用につい

てほとんど考慮されていなかった。そこで、腸内代謝実験法と下剤活性評価法を用い

て、マウスにおける大黄甘草湯およびセンノシド A の下剤作用における８種類の抗

菌薬（アンピシリン、セフカペンピボキシル、カナマイシン、クラリスロマイシン、

レボフロキサシン、ホスホマイシン、ミノサイクリン、ファロペネム）の影響を検討

した。 

Tab. 4. Combination Use of Kampo medicine and Antibiotics 

 

 

 

Peni: penicillins, Ceph: oral cephems, Amin: aminoglycosides, Macr: macrolides, 

Pyri: pyridone carboxylic acids, Tetr: tetracyclines, Fosf: fosfomycins (other antibiotics), 

Pene: penems (other antibiotics).

Sennoside-drugs

Daiokanzoto

Tokakujokito

Bofutsushosan

Other daio-drugs

Peni

○

○

○

Ceph

○

○

○

Amin

○

Macr

○

○

○

○

Pyri

○

○

○

○

○

Fosf

○

○

○

Tetr

○

Pene
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１．大黄甘草湯の腸内代謝に及ぼす抗菌薬の影響 

抗菌薬による大黄甘草湯やセンノシド A の腸内代謝に与える影響を検討する目的

で、マウスを用いた腸内代謝実験を行った。抗菌薬はヒトにおける 1 日量の 10 倍に

相当する量を精製水で溶解または均一に懸濁して投与した。正常便のみを認めたマウ

ス（体重 30g 前後）に各種抗菌薬（コントロール群は精製水）を単回経口投与し、17

時間後のマウス糞便懸濁液を用いて腸内代謝実験を行った。大黄甘草湯凍結乾燥品

（20mg/mL）及びセンノシド A（0.2mM）を添加し、嫌気条件下 37℃で４時間イン

キュベートした。いずれも４時間インキュベートで 90％以上代謝される濃度である。

反応時間 0 分のものをブランクとし、センノシド A の代謝率（％）は（ブランク中の

センノシド A－センノシド A 残量）／ブランク×100 で算出した。結果を Fig. 29 に

示す。セフカペンピボキシルとファロペネムは大黄甘草湯及びセンノシドＡのいずれ

においても代謝率を 10％以下に抑えた。クラリスロマイシン、レボフロキサシン、

ミノサイクリンの場合、コントロール群に比べて有意差があるものの、いずれも 60％

以上の代謝率が保持されており、センノシド A の代謝に対する抑制効果はあまり強く

ないと考えられる。アンピシリン、カナマイシン、ホスホマイシンに関してはセンノ

シド A 単独では代謝を顕著に抑制したが、大黄甘草湯中のセンノシド A の代謝率は

60％以上保持され、センノシド A と大黄甘草湯に対する反応性の相違が認められた。 

 

Fig. 29.  Influence of Co-administered Antibiotics on Metabolism of Sennoside A 

ABPC: ampicillin, CFPN-PI: cefcapene pivoxil, KM: kanamycin, CAM: clarithromycin, LVFX: 
levofloxacin, FOM: fosfomycin, MINO: minocycline, FRPM: faropenem.  
Data are expressed as the ± S.D.. *p<0.05, significant vs. control (non-antibiotics) by Dunnett’s test (n 
= 3-6) 
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２．大黄甘草湯の下剤活性に及ぼす抗菌薬の影響 

前述の抗菌薬を単回経口投与した 19 時間後に、同程度の下痢スコアを示す大黄甘

草湯（1.21g/kg）ならびにセンノシド A（40mg/kg）を単回経口投与した。実験中は

絶食絶水とし、試料溶液投与後、下剤活性を 1 時間毎 8 時間にわたり観察し、正常

便、膨潤便、軟便、泥状便、粘液便に分類し個数を記録した。便の状態をスコア化し、

各個体における 8 時間の合計の平均値及び標準偏差を算出し各群の下痢スコアとし

た。結果を Fig. 30 に示す。アンピシリン、セフカペンピボキシル、カナマイシン、

ホスホマイシン、ファロペネムは大黄甘草湯とセンノシド A のいずれにおいても有

意に下痢スコアが低下しており、これらの抗菌薬は大黄甘草湯とセンノシド A の下

剤活性を顕著に抑制した。一方、クラリスロマイシン、レボフロキサシンは下剤活性

にほとんど影響を与えなかった。ミノサイクリンはセンノシド A 単独では顕著に下

剤活性を抑制したが、大黄甘草湯では抑制を示さず、大黄甘草湯とセンノシド A に

対する反応性に違いがみられた。８種の抗菌薬のうち、消化管から吸収されにくいア

ンピシリン、セフカペンピボキシル、カナマイシン、ホスホマイシン、ファロペネム

によって大黄甘草湯とセンノシド A の下剤活性は共に強く抑制を受けた。一方で、

消化管から吸収されやすいクラリスロマイシンおよびレボフロキサシンは、両投与群

の下剤活性に対してほとんど影響を及ぼさなかった。 

 

Fig. 30.  Influence of Co-administered Antibiotics on Purgative Action of  

Daiokanzoto and Sennoside A 
 

ABPC: ampicillin, CFPN-PI: cefcapene pivoxil, KM: kanamycin, CAM: clarithromycin, LVFX: 
levofloxacin, FOM: fosfomycin, MINO: minocycline, FRPM: faropenem. 
Data are expressed as the ± S.D.. *p<0.05, significant vs. control (non-antibiotics) by Steel’s test (n = 
6-14).  
 

 また、ミノサイクリンはセンノシド A 単独の下剤活性を顕著に抑制したが、大黄

甘草湯では抑制を示さなかった。そこで、大黄甘草湯とセンノシド A におけるミノ

サイクリンの反応性の違いを明らかにする目的で、ミノサイクリンによって抑制を受

ABPC CFPN-
PI

KM CAM LVFX FOM MINO FRPM

Daiokanzoto (1.21 g/kg) Sennoside A(40 mg/kg)

**

*
**

* *
*

*
*

*

Control Control Control Control Control

P
u

rg
a

ti
v
e
 s

c
o

re

14

12

8

4

2

0

10

6



35 

 

けたセンノシド A の下剤活性に対する甘草及び甘草成分の影響について検討した。

ミノサイクリン（1670mg/kg）をマウスに単回経口投与し、19 時間後に大黄甘草湯

（1.21g/kg）、センノシド A（40mg/kg）ならびにセンノシド A＋甘草凍結乾燥品

（454mg/kg）を単回経口投与した。センノシド A（40mg/kg）と甘草凍結乾燥品

（454mg/kg）は大黄甘草湯中のセンノシド A とグリチルリチンの割合を基準に設定

した。ミノサイクリン処置後の大黄甘草湯、センノシド A およびセンノシド A＋甘

草凍結乾燥品の下痢スコアを Fig. 31 に示す。  

 
Fig. 31.  Accelerating Effect of Glycyrrhiza on Purgative Action of Sennoside A 

Pretreated with Minocycline 

Data are expressed as the ± S.D.. *p<0.05, significant vs. Daiokanzoto by Steel’s test (n = 8). 

 

ミノサイクリンはセンノシド A 単独の下剤活性を有意に抑制したが、センノシド

A に甘草を添加することで大黄甘草湯投与群と同等の下剤活性を示すことが確認さ

れた。そこで、この作用に関わる甘草成分を明らかにする目的で、グリチルリチン

とリクイリチンについて検討した。ミノサイクリン（1670mg/kg）の投与 19 時間

後、センノシド A（40mg/kg）にグリチルリチン（90mg/kg）またはリクイリチン

（30mg/kg）を一緒に経口投与した。各成分量とセンノシド A（40mg/kg）は大黄

甘草湯中のセンノシド A との割合を基準に設定した。その結果を Fig. 32 に示す。

センノシド A にグリチルリチンを加えることで、ミノサイクリンによって有意に抑

制を受けたセンノシド A の下剤活性が賦活した。一方で、リクイリチン添加による

影響は確認されなかった。腸内代謝実験において、グリチルリチンはセンノシド A

の腸内代謝に変化を及ぼさなかったことから、ミノサイクリンによって抑制を受け 
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Fig. 32.  Accelerating Effect of Glycyrrhizin or Liquilitin on Purgative Action of 

Sennoside A Pretreated with Minocycline 
 

Data are expressed as the ± S.D.. *p<0.05, significant vs. sennoside A by Mann-Whitney’s U-test (n 

= 8). 

 

たセンノシド A の下剤活性を賦活する作用は、センノシド A の腸内代謝を介して発

現している可能性は低いと考えられる。 
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第２章 アンピシリン継続投与下における大黄甘草湯の薬効発現に与える影響 

 

アンピシリン継続投与下において大黄甘草湯のセンノシド A 代謝は、センノシド A

単独とは異なりセンノシド A 代謝を維持する傾向が予試験で確認された。そこで本研

究では、アンピシリンをマウスに連続摂取させ、大黄甘草湯とセンノシド A の腸内代

謝ならびに下剤活性に違いをもたらす大黄甘草湯成分を明らかにし、アンピシリンの

投与により破綻した腸内微生物叢の変化を terminal restriction fragment length 

polymorphism（T-RFLP）を用いて解析した。 

 

１．アンピシリン継続投与下における大黄甘草湯の腸内代謝の変化 

アンピシリン継続投与下における大黄甘草湯などのセンノシド A 腸内代謝変化を

検討するために、マウス糞便を採取して腸内代謝実験を実施した。代謝時間を４時間

に設定し、大黄甘草湯（20mg/mL）やセンノシド A 単独（0.2mM）、RG（1mM）お

よび LQ（1mM）をセンノシド A に添加し、それぞれの試料についてセンノシド A

代謝変化の安定性を確認した。その後、アンピシリン（25mg/kg/day）を８日間投与

して、その間のセンノシド A 代謝変化を観察した。その結果、センノシド A 単独の

センノシド A 代謝はアンピシリン投与翌日からアンピシリン無処置の群と比較して

有意に抑制され続けた（Fig. 33A）。一方で、大黄甘草湯のセンノシド A 代謝はアン

ピシリン投与２日目までは抑制されたが、３日目以降からセンノシド A 代謝は回復し、

８日目には無処置の群と比較して同等まで回復した（Fig. 33B）。このことから、大

黄甘草湯にはアンピシリン投与によって変化した腸内微生物叢または腸内細菌の機

能を変化させる成分の存在が考えられた。そこで、センノシド A 代謝促進作用を有す

る成分である LQ や RG をセンノシド A に添加して腸内代謝変動を観察した。その結

果、LQ 添加群はセンノシド A 単独と同様の結果を示した（Fig. 33C）。一方で、RG

添加群のセンノシド A 代謝はアンピシリン投与２日目まで抑制されたが、３日目から

センノシドA代謝は回復し、４日目以降から無処置群と差は認められなくなった（Fig. 

33D）。このことから、大黄甘草湯に含まれる RG がアンピシリンによって変化した

腸内微生物叢またはその機能に変化をもたらすことでセンノシド A 代謝を維持する

ことを明らかにした。 

 

２．アンピシリン継続投与における大黄甘草湯の下剤活性の変化 

アンピシリン投与８日目にマウスが正常便を排泄していることを確認した上で、同

程度の下剤活性を示す大黄甘草湯（1.21g/kg）、センノシド A（40mg/kg）そしてセ

ンノシド A＋RG（22.3mg/kg）を単回経口投与した。ただし、RG は大黄甘草湯に含

まれる同量に設定するとそれ単独で弱い下剤活性を有するため、下剤活性を全く示さ

ない RG 濃度を予試験で確認した上で、上記の RG 投与濃度を決定し、センノシド A 
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と同時経口投与した。アンピシリンで処置したマウスは無処置のコントロールと比較

して、いずれの投与群もセンノシド A 下剤活性が有意に抑制した（Fig. 34）。しかし、

アンピシリン処置したセンノシド A 投与群と比較して、大黄甘草湯ならびに RG 投与

群は有意な下剤活性の亢進作用を示した。以上の結果から、アンピシリン投与下にお

ける大黄甘草湯の下剤活性の維持に RG が関与していることを明らかにした。 

 

Fig. 34.   The Activating Effect of Rhein 8-O-β-D-Glucopyranoside (RG) on the  

Purgative Activity of Sennoside A Is Inhibited by Ampicillin 
 

Each column represents the mean ±S.D. of 7 mice. † p<0.05 , † † † p<0.001, significant vs. the control by 
Mann-Whitney’s U test. **p<0.01, significant difference from sennoside A (SA) pre-administrated 
with ampicillin by Steel’s test. 

 

３．T-RFLP を用いたアンピシリン投与前後の腸内微生物叢の解析 

アンピシリン投与下において、RG がセンノシド A の腸内代謝を促進することで下

剤活性を維持したことから、この作用機序を明らかにするため、T-RFLP を用いてア

ンピシリン投与前後の腸内微生物叢の変化を観察した。既に報告されている長島法

[46, 47]を用いて同定されている菌種について変化を観察した結果（Fig. 35）、アン

ピシリン投与前においてビフィズス菌は 20％前後存在していたが、アンピシリン投

与によって全く検出されなくなった。一方で、バクテロイデスはアンピシリン投与１

日後では全く検出されなくなったが、３日目以降から投与前と比較して有意に増加し

た。その他の菌種についてはアンピシリン投与によって有意な変化は認められなかっ

た。以上の結果から、RG が唯一有意に増加したバクテロイデスの機能を変化させセ
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ンノシド A 代謝能を有することで、大黄甘草湯の下剤活性が維持されている可能性が

強く示唆された。 

アンピシリン投与下においてセンノシド A 代謝は抑制され続けたが、大黄甘草湯の

センノシド A 代謝は回復した。この実験と並行して T-RFLP で腸内微生物叢の変化

を観察すると、アンピシリン投与直後からビフィズス菌は全く検出されなかった。し

かし、大黄甘草湯や RG 添加群のセンノシド A 代謝の回復に伴ってバクテロイデスは

有意に増加した。バクテロイデスは抗生物質、特にペニシリン系抗生物質に対して、

β-ラクタマーゼを産生することにより自然耐性を獲得しており、アンピシリンなど

のβ-ラクタム系の使用によりバクテロイデスの割合が増加することが複数の研究で

明らかにされている[47-49]。本研究で確認されたアンピシリンの連続投与によるバ

クテロイデスの増加は、これらの報告と同様の傾向を示した。アンピシリン投与８日

目に実施した下剤活性試験の結果から、アンピシリン投与によってセンノシド A の下

剤活性は抑制されたが、大黄甘草湯の下剤活性は亢進し、この作用に RG が関与する

ことを明らかにした。以上の結果から、大黄甘草湯に含まれる RG がビフィズス菌だ

けではなく、バクテロイデスにも作用してセンノシド A 代謝能を有することで、セン

ノシド A 下剤活性を亢進したと推察される。 

本研究から、便秘症の患者が抗生物質、特にペニシリン系抗生物質を処方された時

には、プルゼニドなどセンノシド製剤ではなく、大黄甘草湯を積極的に選択すること

が望ましいと考える。本研究において、西洋薬にはない大黄甘草湯の複合成分系薬物

としての特徴が明らかになった。 

現在、バクテロイデスのβ-グルコシダーゼ遺伝子をクローニングし、酵素タンパ

ク質を発現させ、センノシド A 代謝に対する RG の詳細な作用メカニズムの解明を進

めている。 
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第３章 食餌による大黄甘草湯の薬効発現に与える影響 

 

 腸内微生物叢は食餌などの外的因子により影響を受けることが複数報告されてい

るが［50-53］、腸内代謝により薬効を発現すると考えられている漢方薬への影響はこ

れまで明らかになっていない。そこで、Fig. 36 に示す実験計画に基づいて、高炭水

化物飼料(Tab. 5)をコントロール飼料として１週間与えた後、高脂肪および高繊維飼

料をそれぞれ２週間与え、その間の大黄甘草湯やセンノシド A の腸内代謝変化を検討

した。その後、これらのマウスを３群に分け、コントロール、高脂肪、高繊維飼料を

５日間与え、下剤活性評価を行った。さらに、大黄甘草湯に含まれる rhein 

8-O-β-D-glucopyranoside（RG）やリクイリチン（LQ）などのセンノシド A 代謝促

進成分の作用発現の変化についても検討した。 

 

Fig. 36.  Experimental Design 

 

Tab. 5.  Composition of the Diets 
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High-Fat
High-Fiber

2 28 30

Product

Protein

Casein

L-Cystine

Carbohydrate

Corn Starch

Maltodextrin 10

Sucrose

Fiber

Cellulose, BW200

Inulin

Fat

Soybean Oil

Lard

High-Carbohydrate
(Control, D12450H)

gm%      kcal%

200

3

800

12

452.2

75

172.8

1809

300

691

50

0

0

0

25

20

225

180

High-Fat
(D12451)

gm%      kcal%

200

3

800

12

72.8

100

172.8

291

400

691

50

0

0

0

25

177.5

225

1598

High-Fiber
(D14053101)

gm%      kcal%

200

3

800

12

452.2

75

172.8

1809

300

691

50

117

0

117

25

20

225

180

※ All diets were purchased from Research Diets, Inc. (New Brunswick, NJ, USA).
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１．食餌による大黄甘草湯の腸内代謝に与える影響 

 コントロール飼料として高炭水化物飼料を１週間摂取させた後、高脂肪飼料および

高繊維飼料を２週間ずつ摂取させ、その間のマウス糞便を採取して腸内代謝実験を行

った。腸内代謝実験は、大黄甘草湯（20mg/mL）や同量のセンノシド A 単独（0.2mM）、

RG（1mM）および LQ（1mM）をセンノシド A に添加し、それぞれの試料について

24 時間後のセンノシド A 代謝変化を観察した。その結果を Fig. 37 に示す。高脂肪飼

料摂取によるセンノシド A 代謝に対する影響は認められなかったが、いずれの添加群

もセンノシド A 単独より有意に高いセンノシド A 代謝率を示した。特に RG 添加群

のセンノシド A 代謝は非常に高い代謝活性を維持し、24 時間代謝では 100％代謝さ

れた（４時間代謝でも比較検討）。また、高繊維飼料摂取によって、センノシド A 単

独ならびに LQ 添加群のセンノシド A 代謝は有意に促進したが、大黄甘草湯添加群は

RG 添加群と同様にセンノシド A 代謝の有意な変化を認めなかった。 

以上の結果から、センノシド A 代謝は食餌によって大きく影響を受けることが判明

した。しかし、大黄甘草湯のセンノシド A 代謝能は食餌の影響を受けにくく、この現

象に RG が関与していることが示唆された。 

 

２．食餌による大黄甘草湯の下剤活性に与える影響 

高炭水化物、高脂肪および高繊維飼料をそれぞれ５日間摂取させて、１群５匹とし

て大黄甘草湯（1.21g/kg）、センノシド A 単独（20mg/kg）、RG（22.3mg/kg）およ

び LQ（53.3mg/kg）をセンノシド A に添加した、それぞれの試料について単回経口

投与して 10 時間にわたり下剤活性評価を行った。その結果を Fig. 38 に示す。セン

ノシド A 単独ならびに LQ 投与群の下剤活性は、高繊維飼料摂取により高炭水化物お

よび高脂肪飼料摂取時と比較して有意に下剤活性を亢進し、腸内代謝実験と同様の傾

向を示した。高繊維飼料に含まれている水溶性食物繊維のイヌリンはプレバイオティ

クスとしても知られており［54-56］、高繊維飼料摂取によりビフィズス菌などのセン

ノシド A 代謝菌の増加が下剤活性の亢進に関与している可能性が示唆された。 

一方で、RG 投与群はいずれの飼料摂取においても有意な変化は認められず、大黄

甘草湯投与群においては高脂肪飼料摂取と比較して高繊維飼料摂取により下剤活性

が有意に抑制された。この現象は LQ や RG 以外の成分による影響が考えられる。高

繊維飼料に含まれるイヌリンは腸内環境の改善作用に加え、腸管内水分量の増加を促

すことにより便通を改善する効果が認められている［54-56］。今回、高繊維飼料摂取

時においてセンノシド A 単独と大黄甘草湯の下剤活性に相反した結果が認められた

ことは、大黄甘草湯が腸内環境に応じて過度な薬効の発現を抑えていると仮定すると、

漢方医学的な見地から大変興味深い。 

腸内微生物叢は食餌や抗生物質、ストレスなどの外的因子により変動を受けること

が明らかとなっている。特に食餌による腸内微生物叢の変動に関する研究は近年盛ん

に行なわれており、動物性または植物性の食餌を摂取することで 1 日で腸内微生物叢
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が変化するという報告もなされている［50］。しかし、腸内代謝により薬効を発現す

ると考えられている漢方薬などへの影響はこれまでに解明されておらず、本研究にお

いて初めてセンノシド A の薬効発現に食餌が強く影響を及ぼすことを明らかにした。 
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第４章 大黄甘草湯の連日投与による下剤活性変化と腸内微生物叢の変動 

 

 センノシド類などアントラキノン系の緩下薬は大腸刺激性下剤に分類され、便秘症

の治療に頓服として頻用されている。アントラキノン系緩下薬は長期服用により習慣

性が生じやすく、欧米においてアントラキノン系緩下薬の使用期限は 1～2 週間以内

とされ､それ以上に常習的に使用している場合は下剤乱用とされている［57］。また、

アントラキノン系緩下薬の長期服用により色素沈着による腸管病変（大腸メラノーシ

ス）が下剤耐性の一因と言われている［58-61］。アントラキノン系緩下薬の中でも、

センナおよびセンナを含有する複合薬は大黄よりも大腸メラノーシスが重症化しや

すいとの臨床報告もなされている［61］が、詳細は明らかになっていない。そこで、

各種飼料（Tab. 6）を１週間摂取させたマウスに、以下に示す実験計画（Fig. 39）に

基づいて、５日間にわたり大黄甘草湯やセンノシド A 単独を経口投与して下剤活性変

化を検討した。また、rhein 8-O-β-D-glucopyranoside（RG）やリクイリチン（LQ）

など大黄甘草湯に含まれるセンノシド A 代謝促進成分の影響についても検討した。そ

れと同時に、T-RFLP を用いて腸内微生物叢の変動を調査し、連日投与による下剤活

性の変化と腸内微生物叢の変動との関連性を解析した。 

 

Tab. 6.  Composition of the Diets 

 
 

Product

Protein

Casein

L-Cystine

Egg White

Carbohydrate

Corn Starch

Maltodextrin 10

Sucrose

Fiber

Cellulose, BW200

Inulin

Fat

Soybean Oil

Lard

High-Carbohydrate
(D12450H)

gm%      kcal%

200

3

0

800

12

0

452.2

75

172.8

1809

300

691

50

0

0

0

25

20

225

180

High-Fat
(D12451)

gm%      kcal%

200

3

0

800

12

0

72.8

100

172.8

291

400

691

50

0

0

0

25

177.5

225

1598

High-Fiber
(D14053101)

gm%      kcal%

200

3

0

800

12

0

452.2

75

172.8

1809

300

691

50

117

0

117

25

20

225

180

High-Protein
(D15122105)

gm%      kcal%

200

3

302

800

12

1208

150.2

75

172.8

600.8

300

691.2

50

0

0

0

225

180

25

20

※ All diets were purchased from Research Diets, Inc. (New Brunswick, NJ, USA).
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Fig. 39.  Experimental Design 

 

１．大黄甘草湯の連日投与による下剤活性変化 

 高炭水化物、高脂肪、高タンパク質、高繊維飼料をそれぞれ１週間摂取させたマウ

スに、１群７匹として大黄甘草湯（1.21g/kg）、センノシド A 単独（20mg/kg）、RG

（22.3mg/kg）および LQ（53.3mg/kg）をセンノシド A に添加した、それぞれの試

料を５日間経口投与して下剤活性の変化を観察した。高炭水化物飼料摂取下において

（Fig. 40）、センノシド A 単独ならびに LQ 併用群の下剤活性は投与２または３日目

から有意に抑制した。一方で、大黄甘草湯ならびに RG 併用群には有意な変化を認め

ず、大黄甘草湯の下剤活性の維持に RG が深く関与していると考えられる。高脂肪飼

料摂取下における下剤活性の変化は、高炭水化物飼料摂取下と同様の傾向を示した

（Fig. 41）。高タンパク質飼料摂取下においては、いずれの群も下剤活性に有意な変

化を認めなかった（Fig. 42）。高繊維飼料摂取下では、大黄甘草湯の下剤活性は投与

２、３日目に有意な抑制を受け、投与５日目には１日目と同等までに下剤活性が回復

した（Fig. 43）。 

  

２．大黄甘草湯の連日投与による腸内微生物叢の変動 

上記の連日投与による下剤活性変化と並行して、長島らが報告している T-RFLP の

方法［45, 46］を用いて、２または４日目の試料投与前（After days 1, 3）ならびに

６日目（After day 5）における腸内微生物叢の変動を検討した。その結果、いずれの

投与においても投与翌日（After day 1）から腸内微生物叢は大きく変化していること

が明らかとなった。この変化は、下剤効果により多くの腸内細菌が便と共に排泄され

た上に、食餌内容の偏りによって、腸内微生物叢の乱れ（dysbiosis）が生じたためだ

と推測される。特に高炭水化物および高脂肪飼料摂取下において、いずれも連日投与

によりバクテロイデスの存在割合が増加する傾向を認めた（Figs. 44, 45）。RG はバ

クテロイデスの機能を変化させることでセンノシド A 代謝能を与える可能性がある

ことから（第２編第２章）、高炭水化物および高脂肪飼料摂取下で認められた大黄甘

草湯の下剤活性を維持する作用（Figs. 40, 41）は、RG によるバクテロイデスを介し 

-1hr 1 2 3 4 5 6 (day)

Before
day1

After
day1

After
day3

After
day5

下剤活性試験 腸内微生物叢の解析（T-RFLP）
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Fig. 40.  Influence on the Purgative Activity Treated with Laxatives for Five 

Consecutive Days by Intake of the High-Carbohydrate Diet 
 
Each point represents the mean ±S.D. of 7 mice. *p＜0.05, **p＜0.01, significant difference from day 
1 by Steel’s test.  
 

 
Fig. 41.  Influence on the Purgative Activity Treated with Laxatives for Five 

Consecutive Days by Intake of the High-Fat Diet 
 
Each point represents the mean ±S.D. of 7 mice. *p＜0.05, **p＜0.01, significant difference from day 
1 by Steel’s test. 
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Fig. 42.  Influence on the Purgative Activity Treated with Laxatives for Five 

Consecutive Days by Intake of the High-Protein Diet 
 
Each point represents the mean ±S.D. of 7 mice. *p＜0.05, **p＜0.01, significant difference from day 
1 by Steel’s test. 
 

 
Fig. 43.  Influence on the Purgative Activity Treated with Laxatives for Five 

Consecutive Days by Intake of the High-Fiber Diet 
 
Each point represents the mean ±S.D. of 7 mice. *p＜0.05, **p＜0.01, significant difference from day 
1 by Steel’s test. 
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た作用であることが示唆される。大黄甘草湯投与後の腸内微生物叢の変化は、センノ

シド A 投与後の変化と比較して菌叢の変化が著しく、この変化は飼料によっても大き

く異なった。高繊維飼料摂取下における大黄甘草湯の下剤活性は投与２、３日目に有

意な抑制を受けた（Fig. 43）。この時点（After day1：Fig. 47）の腸内微生物叢を確

認すると、Clostridium subcluster XIVa の存在割合が比較的増加している傾向が認

められた。Clostridium subcluster XIVa に分類される腸内細菌は、酪酸などの短鎖

脂肪酸を産生する腸内細菌が多くを占めている［62］。Clostridium により産生され

た酪酸は、体内に取り込まれナイーブ T 細胞に作用して制御性 T 細胞の分化誘導を

促進することにより、腸管における炎症を抑えることが解明されている［63］。この

ことから、Clostridium subcluster XIVa の存在割合が増加することで腸管の炎症は

起きにくい状態に保たれているため、センノシド A 代謝によって生じたレインアンス

ロンによるプロスタグランジン E2 を介した下剤活性発現が抑制されているのではな

いかと推測される。 

センノシド製剤をはじめとするアントラキノン系下剤は、長期服用により薬剤耐性

を生じることで下剤効果が減弱することが知られている。本研究により、腸内微生物

叢の変動が起因する下剤耐性に対して、大黄甘草湯は腸内微生物叢の多様性やその機

能に変化を及ぼすことで薬効発現を維持していると考えられる。 
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Fig. 44.  Influence on the Intestinal Microbiota Treated with Laxatives for Five 

Consecutive Days by Intake of the High-Carbohydrate Diet 

 

 

 

Fig. 45.  Influence on the Intestinal Microbiota Treated with Laxatives for Five 

Consecutive Days by Intake of the High-Fat Diet 
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Fig. 46.  Influence on the Intestinal Microbiota Treated with Laxatives for Five 

Consecutive Days by Intake of the High-Protein Diet 

 

 

 

Fig. 47.  Influence on the Intestinal Microbiota Treated with Laxatives for Five 

Consecutive Days by Intake of the High-Fiber Diet 
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小 括 

 

第１章では、８種の抗菌薬を単回経口投与したマウスに、大黄甘草湯ならびにセン

ノシド A を投与して下剤活性を調べた結果、消化管から吸収されにくいアンピシリン、

セフカペンピボキシル、カナマイシン、ホスホマイシン、ファロペネムによって下剤

活性は強く抑制を受けた。一方で、消化管から吸収されやすいクラリスロマイシンと

レボフロキサシンは、両投与群の下剤活性に対して顕著な影響を与えなかった。ミノ

サイクリンはセンノシド A 投与群の下剤活性を有意に抑制したが、大黄甘草湯投与

群の下剤活性は抑制されず、ミノサイクリンに対する大黄甘草湯とセンノシド A の反

応性が異なった。ミノサイクリンによる下剤活性の抑制は、甘草ならびに甘草の主要

成分であるグリチルリチンをセンノシド A と同時投与することによって認められな

くなったが、その作用機序は現在のところ分かっていない。 

第２章では、アンピシリンの継続投与によりセンノシド A 代謝は抑制され続けたが、

大黄甘草湯のセンノシド A 代謝はアンピシリン投与３日目以降から賦活し、この賦活

作用に RG が関することを明らかにした。下剤活性評価では、アンピシリン投与下に

おいて大黄甘草湯の下剤活性はセンノシド A 単独と比較して有意に高い下剤活性を

発現し、この作用に RG が関与することを証明した。さらに、アンピシリン投与前後

の腸内微生物叢の変化を T-RFLP を用いて調べたところ、アンピシリン投与によりビ

フィズス菌は抑制され続けたのに対し、バクテロイデスのみがアンピシリン投与３日

目以降から有意に存在割合が増加した。このことから、大黄甘草湯に含まれる RG は

センノシド A 代謝に主に関与するとされるビフィズス菌だけではなく、バクテロイデ

スに作用することでセンノシド A 代謝を促進している可能性を明らかにした。 

第３章では、高繊維飼料を摂取させたマウスは、高脂肪飼料を摂取させた場合と比

較して、センノシド A 代謝ならびにセンノシド A 下剤活性を有意に亢進した。特に

センノシド A 代謝は摂取 1 日目から変動したことから、食餌によって腸内微生物叢が

速やかに影響を受けることを本研究においても確認できた。大黄甘草湯の下剤活性は、

高脂肪飼料摂取および高繊維飼料摂取間で有意差が認められ、高繊維飼料摂取によっ

て抑制を受けたことから、この現象は LQ や RG 以外の成分が関与していると考えら

れる。 

第４章では、アントラキノン系緩下薬を５日間にわたり連日投与することにより、

高炭水化物および高脂肪飼料摂取によって、センノシド A の下剤活性が有意に抑制を

受けたことから、下剤耐性の一因として腸内微生物叢の変動が示唆された。一方で、

大黄甘草湯の下剤活性は高炭水化物および高脂肪飼料摂取時においても維持され続

けた。この結果は、これらの飼料摂取により増加したバクテロイデスに RG が作用す

ることで維持されている可能性が推測される。また、高繊維飼料摂取時における大黄

甘草湯の下剤活性は投与２、３日目に抑制され、投与５日目には１日目と同等の下剤

活性まで回復した。このように大黄甘草湯の下剤活性は、複合成分系薬物としての特 
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性を生かして腸内微生物叢の変動に応じて作用発現を調節しているのではないかと

考えられた。 

以上の結果から、抗菌薬や食餌による腸内微生物叢の変動に大黄甘草湯に含まれる

様々な成分が、腸内微生物叢の多様性や腸内細菌が有する酵素活性など機能変化に影

響を及ぼすことで大黄甘草湯の薬効発現を調節していることを解明し、西洋薬にはな

い漢方薬の腸内微生物叢とのクロストークを介した有用性を証明した。 
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総 括 

 

近年では腸内微生物叢の変化がさまざまな疾病の発症に直接的に関与することが

科学的に証明され［20-29］、腸内細菌が産生する代謝産物を介して宿主に作用するこ

とが解明され始めている［64-67］。特に、腸内細菌が糖質や食物繊維を代謝すること

で産生する短鎖脂肪酸が注目を集めており、短鎖脂肪酸は宿主のエネルギー源になる

ばかりではなく、細胞膜上の短鎖脂肪酸受容体（GPR41、GPR43 など）に作用する

ことで交感神経系の調節やインスリンシグナルを抑制して脂肪の蓄積を抑制するこ

とが解明されている［66］。また、ビフィズス菌による糖質代謝により産生した酢酸

が、腸管上皮細胞のバリア機能を強化することで腸管出血性大腸菌 O157 の感染死を

防いでいることも明らかになっている［67］。 

このような報告から、腸内微生物叢の多様性変化および腸内細菌が有する代謝酵素

などの機能変化が宿主のホメオスタシスの維持に深く関与していると考えられる。一

方、漢方医学では、病気は生理機能のバランスが崩れることで発症するという想定の

もとに治療体系が構築されており、漢方薬は生体の自然治癒力を高めることでホメオ

スタシスの維持に寄与していると考えられている。以上のことから、近年明らかにな

ってきた宿主と腸内細菌叢の関連性と、古来より用いられてきた漢方薬の概念に大き

な共通点があると考えた。 

そこで本研究では、漢方薬成分による腸内微生物叢の多様性変化および機能変化に

与える影響を明らかにすることで、漢方薬成分と腸内微生物叢のクロストークの解明

に努めた。本研究から、大黄甘草湯の下剤活性発現メカニズムとして、主有効成分で

あるセンノシド A の腸内代謝をセンノシド A 代謝促進成分である RG や LQ などが

代謝促進することで、大黄甘草湯の下剤活性を亢進することを解明し、複合成分系薬

物である大黄甘草湯の有用性を解明した。また、大黄甘草湯に含まれる様々な成分が

腸内微生物叢の多様性や機能変化に影響を及ぼすことにより、抗菌薬や食餌による腸

内微生物叢の変動に対応して、大黄甘草湯の薬効発現を調節していることを解明した。

これまで報告されてきた漢方薬や生薬分野の研究において、酵素の働きを抑制する生

薬成分は報告されているが、酵素活性を促進する生薬成分は本研究を除いて全く報告

されていない。また、腸内細菌研究の分野においても、腸内有用菌の生育を促すプレ

バイオティクスの開発研究は盛んに進められているが、本研究で解明した RG および

LQ は、腸内細菌が有する酵素活性など機能を高める作用により、腸内細菌による糖

質代謝などを促進し腸内代謝産物の産生に大きく影響を及ぼすことが考えられる。こ

れは、これまでのプレバイオティクスなどの概念には当てはまらない新たな作用機構

であり、興味深い知見であるといえる。 

本研究から得られた結果について、より詳細な検討を行い、科学的に解析を進める

ことで、多彩で特徴的な薬効を示す漢方薬のエビデンスの構築に繋げていく。 
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実 験 方 法 

 

１．試薬及び実験材料     

生薬（栃本天海堂）：大黄（錦紋大黄、Lot.100901）、甘草（東北甘草、Lot.050202）；

試薬：センノシド A、グリチルリチン酸二カリウム、アロエ‐エモジン、ピューロマ

イシン二塩酸塩、アンピシリン（和光純薬）、レイン、エモジン（フナコシ）、リクイ

リチン、リクイリチンアピオシド、rhein 8-O-β-D-glucopyranoside（本研究室にて

単離精製）；ビクシリンドライシロップ 10％（アンピシリン）、カナマイシンドライ

シロップ 20％（カナマイシン）、ホスミシンドライシロップ 400（ホスミシン）（明

治製菓株式会社）、フロモックス小児用細粒 100mg（セフカペンピボキシル）（塩野

義製薬株式会社）、クラリシッド・ドライシロップ 10％小児用（クラリスロマイシン）

（アボットジャパン株式会社）、クラビット細粒（レボフロキサシン）（第一三共株式

会社）、ミノマイシン顆粒 2％（ミノマイシン）（ファイザー株式会社）、ファロムド

ライシロップ小児用 10％（ファロペネム）（マルホ株式会社）；ラックビー微粒Ｎ（日

研化学）；チオグリコール酸培地（日水製薬）；緩衝液調製用水、HPLC 用水：Elix

純水装置システム（日本ミリポア）で製した純水をさらに超純水製造装置（日本ミリ

ポア）で製した超純水；HPLC 用アセトニトリル（和光純薬）；アネロパック・ケン

キ（三菱ガス化学）；メンブランフィルター（ミニザルト RC15、0.45μm：ザルトリ

ウス）、ミレックス‐GP（0.22μm、日本ミリポア）；陰イオン交換樹脂：TOYOPAK® 

DEAE M（東ソー）；カラム：DIAION MCI-gel CHP-20P（三菱化学）、Sephadex 

LH-20（GE ヘルスケア）、クロマトグラム管（直径：6.5cm、高さ：60cm）；糞便破

砕用チューブ（ザルスタット）、16S rRNA 遺伝子ユニバーサルプライマー

（ 516f-FAM ： 5’- FAM - TGCCAGCAGCCGCGGTA 、 1510r ：

GGTTACCTTGTTACGACTT）、Tks Gflex™ DNA Polymerase（タカラバイオ）、High 

Pure PCR Template Preparation Kit（Roche）、QIAquick PCR Purification Kit

（QIAGEN）、制限酵素 BslⅠ（New England BioLabs）、100bp DNA Ladder、

Agarose LO3「TAKARA」（タカラバイオ）；特殊飼料：高炭水化物（コントロール）

飼料（D12450H）、50kcal%高タンパク質飼料（D15122105）、45kcal%高脂肪飼料

（D12451）、10%イヌリン添加高繊維飼料（D14053101）（Research Diets , Inc）； 実

験動物：ddY 系雄性マウス（体重 30-40g 前後、清水実験動物） 

 

２．漢方薬ならびに生薬抽出物の凍結乾燥品 

１）大黄甘草湯凍結乾燥品 

大黄甘草湯の 1 日量に相当する大黄（4 g）、甘草（1 g）に精製水（500mL）を加

え、40 分間で約半量になるまで煎じ、温時ガラスフィルター（11G-1）を用いて吸引

濾過後、濾液を凍結乾燥し製したものを大黄甘草湯凍結乾燥品（収量：2.18～2.30 g）

とした。 
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２）大黄凍結乾燥品 

大黄甘草湯の 1 日量に相当する大黄（4 g）に精製水（500mL）を加え、40 分間で

約半量になるまで煎じ、温時ガラスフィルター（11G-1）を用いて吸引濾過後、濾液

を凍結乾燥し製したものを大黄凍結乾燥品（収量：1.96～1.98 g）とした。 

３）甘草凍結乾燥品 

大黄甘草湯の 1 日量に相当する甘草（1 g）に精製水（500mL）を加え、40 分間で

約半量になるまで煎じ、温時ガラスフィルター（11G-1）を用いて吸引濾過後、濾液

を凍結乾燥し製したものを甘草凍結乾燥品（収量：0.3～0.37g）とした。 

 

３．動物倫理審査の承認 

 本研究は、福山大学学術研究倫理審査委員会により承認（承認番号：A-22-25、承

認年月日：平成 22 年８月１日および承認番号：H27-動-13、承認年月日：平成 27 年

５月 21 日）された研究である。 

 

【 第１編 第１章 HPLC による大黄甘草湯のセンノシド A 代謝定量法 】 

１．HPLC 測定条件 

SERIES1100 フォトダイオードアレイ検出器システム（Agilent）  

  カラム  ：TSKgel ODS-80TsQA（4.6 I.D.x15cm，東ソー）  

 検出波長 ：265nm                    カラム温度 ：50℃ 

 流速   ：1.0mL/min                注入量   ：5μL  

 溶離液  ：[A 液]0.017％リン酸水溶液   [B 液]アセトニトリル 

 溶出条件 ：[B 液]19-20％（0-3min），20-21％（3-8min），38-42％（8-16min），

90％（16-20min） 

 

２．検量線の作製 

１）標準品の希釈液の調製 

 センノシド A(24mg)を 0.2M アンモニア含有メタノール（4mL）、グリチルリチン

(40mg)、リクイリチン(16mg)、リクイリチンアピオシド(8mg)をそれぞれメタノー

ル(4mL)に溶解後、混合した溶液をメタノールで 1～4096 倍に希釈した。 

２）標準溶液の調製 

 0.01M リン酸塩緩衝液または精製水(1.25mL)に 0.708％リン酸メタノール溶液ま

たはメタノール(0.75mL)を混ぜ、標準品の希釈液(0.5mL)を添加し、メンブランフ

ィルターでろ過したものを標準溶液とした。分析から得られた面積値と濃度(µM)か

ら最小二乗法により検量線を作成した。 
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３．日内日差変動の測定  

１）標準溶液の調製 

 標準品の 1/16 希釈液(0.5mL：センノシド A、0.206mM；グリチルリチン、

0.374mM；リクイリチン、0.293mM；リクイリチンアピオシド、0.113mM）に精製

水(1.25mL)とメタノール(0.75mL)を混ぜ、メンブランフィルターでろ過したものを

標準溶液とした。 

２）代謝混液の調製 

 大黄甘草湯凍結乾燥品(5mg)ならびにセンノシド A(0.125mg)－甘草凍結乾燥品

(4.25mg)の 0.01M リン酸塩緩衝液（0.25mL）に 0.425％リン酸メタノール溶液

（1.25mL）を加え、糞便懸濁液(1mL)を添加したもの（反応 0 時間）を代謝溶液と

した。 

３）日内日差変動の測定 

上記の標準溶液と代謝溶液を用い日内変動（n = 15）ならびに日差変動（n = 5）を

測定し、相対標準偏差値を求めた。日差変動の試料は 4℃で保管し、用時室温に戻し

た後に測定した。 

 

４．添加回収試験 

１）試料溶液の調製 

 大黄甘草湯凍結乾燥品（20mg）、センノシド A（0.2mg）をそれぞれ 0.01M リン酸

塩緩衝液（1mL）に溶解し、腸内代謝実験（後述）で 4 時間代謝したものを試料溶液

とした。 

２）添加回収試験 

 試料溶液または精製水（1.25mL）に標準品の希釈液 (0.5mL)を添加し、直ちに

0.708％リン酸メタノール溶液またはメタノール(0.75mL)を加え反応を停止し、遠心

後（3000rpm、5min）、メンブランフィルターでろ過したものを添加回収溶液とした。

各試料溶液に添加した標準品の希釈液の濃度は次の通りである。大黄甘草湯（センノ

シド A：52.3 - 418.6μM、グリチルリチン：91.5 - 754.1μM）、センノシド A（センノ

シド A：52.3 - 418.6μM）。この添加回収溶液の面積値と濃度(µM)から回帰直線式の

傾きを計算し、試料溶液の有無による標準溶液の傾きの比を添加回収率(％)として求

めた。 

 

【第１編 第２章 甘草に含まれるセンノシド A 代謝促進成分 】 

１．腸内代謝実験 

１）試料溶液の調製     

 甘草凍結乾燥品（952mg）を 0.01M リン酸塩緩衝液（14mL）で均一にした溶液

（7mL）を量りとり、0.01M リン酸塩緩衝液（7mL）で希釈した。この操作を繰り

返し、5 種類の甘草懸濁液（68、34、17、8.5、4.25mg/mL）を調製した。センノシ
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ド A（1mM）を 0.01M リン酸緩衝液で調製し、5 種類の甘草懸濁液を添加して試料

溶液を作製した。 

同様の方法を用いて、リクイリチン（56mg）は７種類（4、2、1、0.5、0.25、0.125、

0.0625mg/mL）、リクイリチンアピオシド（44.8mg）は 7 種類（3.2、1.6、0.8、0.4、

0.2、0.1、0.05mg/mL）、グリチルリチン（179mg）は 7 種類（12.8、6.4、3.2、1.6、

0.8、0.4、0.2mg/mL）の、それぞれセンノシド A（0.5mM）を含有する試料溶液を

作製した。リクイリチンだけは加熱溶解が必要であった。大黄甘草湯または甘草に含

まれるセンノシド A 及びグリチルリチンの割合を基準に、甘草凍結乾燥品、グリチ

ルリチン、リクイリチン、リクイリチンアピオシドを調製した。 

２）代謝実験（腸内代謝実験法） 

ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後）を下剤活性評価用ボックスに入れ、排

便後 1.5 時間以内の糞便（約 30mg/糞便）を個々のマウスから均等に採取し、各群の

糞便とした。糞便を 5倍の 0.01Mリン酸塩緩衝液中でホモジナイズし、遠心（3000rpm、

1min）後の上澄み液をサンプル管に移し、炭酸ガスで置換した。上澄み液（1mL）

に試料溶液（0.25mL）を添加し、直ちにアネロパック・ケンキ入りの密閉容器に移

して 37℃で２、４、８時間インキュベートした。終了後直ちに 0.425％リン酸／メタ

ノール（1.25mL）を加え反応を停止し、遠心後（3000rpm、5min）、メンブランフ

ィルターでろ過したものを HPLC で分析した。試料溶液のそれぞれ反応 0min のもの

をブランクとした。センノシド A の代謝率（％）は（ブランク中のセンノシド A－セ

ンノシド A 残量）／ブランク×100 で算出した。有意差検定は Dunnett’s test で行っ

た。 

 

２．下剤活性評価 

１）経口投与試料溶液の調製 

甘草凍結乾燥品（952mg）を 0.01M リン酸塩緩衝液（28mL）で均一にした溶液

（14mL）を量りとり、0.01M リン酸塩緩衝液（14mL）で希釈した。この操作を繰

り返し、3 種類の甘草懸濁液（34、17、8.5mg/mL；投与量 680、340、170mg/kg）

を調製した。センノシド A（9mg）に 3 種類の甘草懸濁液（12mL）を添加した。 

同様の方法を用いて、リクイリチン（56mg）は 3 種類（2、1、0.5mg/mL；投与

量 40、20、10mg/kg）、リクイリチンアピオシド（44.8mg）は 3 種類（1.6、0.8、

0.4mg/mL；投与量 32、16、8mg/kg）、グリチルリチン（179.2mg）は 3 種類（6.4、

3.2、1.6mg/mL；投与量 128、64、32mg/kg）の、それぞれセンノシド A（0.75mg/mL；

投与量 15mg/kg）を含有する試料溶液を作製した。大黄甘草湯中に含まれるセンノ

シド A 及びグリチルリチンの割合を基準に甘草凍結乾燥品、グリチルリチン、リク

イリチンを調製した。 

２）下痢の判定方法（下剤活性評価法） 

ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後）を経口投与１時間前から１Ｌビーカー
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をかぶせた網上に放置し（下剤活性評価用ボックス）、下痢をしていない正常便排出

マウスのみを使用した。実験中は絶食絶水とし、試料溶液はマウスの体重 10g あたり

0.2mL を経口投与した。試料溶液は毎回攪拌後、直ちに試験管の底約 1cm の深さの

液を吸い取り投与に用いた。経口投与後 1 時間毎にろ紙（No.26-WA、アドバンテッ

ク）を交換しながら 10 時間にわたり観察し、正常便、膨潤便、軟便、泥状便、粘液

便に分類し個数を記録した。下痢の程度は斉藤らの方法に準じ[42]、観察時間内に排

出された便のうち最も性状が悪化したものを採用し、普通便（正常便、膨潤便）：0、

軟便：1、水様便（泥状便、粘液便）：2 の 3 段階にスコア化し、各個体での 10 時間

の合計の平均値及び標準偏差を算出し各群の下痢スコアとした。得られた結果につい

ては、Steel’s test を用いて有意差検定を行った。 

 

【第１編 第３章 大黄に含まれるセンノシド A 代謝促進成分 】 

１. HPLC 条件 

SERIES1100 フォトダイオードアレイ検出器システム(Agilent)  

カラム ：TSKgel ODS-80TsQA（4.6 I.D.x15cm、東ソー)  

検出波長：265nm                     カラム温度 ：50℃ 

流速  ：1.0mL/min                注入量   ：5 μL  

溶離液 ：[A 液]0.017%リン酸水溶液   [B 液]アセトニトリル 

溶出条件：[B 液]19-20%（0-3min）、20-21%（3-8min）、43%（16min）、90 %（21min） 

 

２. 大黄抽出物の分画と rhein 8-O-β-D-glucopyranoside の単離・精製 

大黄 100 g について、５Ｌ三角フラスコを用い水１Ｌで 30 分間加熱抽出した後、

熱時吸引ろ過し、同様の操作を３回繰り返した。得られた大黄抽出液を DIAION 

CHP-20P カラムに付し、精製水（12L）で洗浄後、20%メタノール（8L）、40%メタ

ノール（6L）、60%メタノール（6L）、100%メタノール（8L）で溶出させ、Fr.Ⅰ（24.8g）、

Fr.Ⅱ（5.52g）、Fr.Ⅲ（9.33g）、Fr.Ⅳ（6.70g）、Fr.Ⅴ（3.19g）の５つのフラクショ

ンを得た。Fr.Ⅱを DIAION CHP-20P に付し、10%メタノール（10.5L）、20%メタ

ノール（6L）、40%メタノール（1L）、100%メタノールで溶出させ、Fr.Ⅱ-Ⅰ（0.87g）、

Fr.Ⅱ-Ⅱ（2.58g）、Fr.Ⅱ-Ⅲ（1.14g）、Fr.Ⅱ-Ⅳ（0.20g）の４つのフラクションを得

た。Fr.Ⅱ-Ⅰを Sephadex LH-20（精製水）と DIAION CHP-20P カラム（20%メタ

ノール）に付し、得られた主要成分を含水メタノールで再結晶して、橙色針状結晶を

得た（69.7mg、mp 262-265°C）。 1H および 13C NMR スペクトル、HMBC

（heteronuclear multiple bond correlations）および 1H-1H COSY（correlation 

spectroscopy）スペクトルデータは Tab. 5 および Fig. 48 に示す。 
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Tab. 5. 1H and 13C NMR Spectral Data of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside (DMSO-d6) 

 
 

 

Fig. 48.  HMBC and 1H-1H COSY Correlations of Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside 

 

３. 腸内代謝実験 

１）試料溶液の調製 

(1) センノシド A 代謝に及ぼす大黄抽出物の影響 

センノシド A（0.2mM）を 0.01M リン酸緩衝液で調製した。大黄抽出物の各フラ

クションの凍結乾燥品の濃度は大黄 17mg/mL に相当する量を算出し、センノシド A

（0.2 mM）と Fr.Ⅰ（0.5mg/mL）、Fr.Ⅱ（1.9mg/mL）、Fr.Ⅲ（3.2mg/mL）、Fr.Ⅳ
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（2.3mg/mL）、Fr.Ⅴ（1.1mg/mL）をそれぞれ混合したものを試料溶液とした。Fr.

Ⅴは溶解しなかったため懸濁液とした。 

(2) センノシド A 代謝に及ぼす RG などのアントラキノン成分の影響 

センノシド A（0.2mM）は 0.01M リン酸緩衝液で調製した。RG（0.03～1mM）、

レイン（0.03～1mM）、エモジン（0.03～0.25mM）およびアロエ‐エモジン（0.03

～0.25mM）は 0.5%炭酸水素ナトリウム溶液で溶解後、センノシド A 溶液を添加し

試料溶液とした。 

２）代謝実験（腸内代謝実験法） 

ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後）を下剤活性評価用ボックスに入れ、排

便後 1.5 時間以内の糞便（約 30mg/糞便）を個々のマウスから均等に採取した。糞便

を 20 倍の 0.01M リン酸緩衝溶液中でホモジナイズし、ガーゼ濾過後糞便懸濁液を炭

酸ガスで置換した。直ちにネジ付き試験管に移しアネロパック・ケンキ入りの密閉容

器に入れ 24 時間プリインキュベーションをした。プリインキュベーションした糞便

懸濁液（1mL）に試料溶液（0.25mL）を添加し、直ちにアネロパック・ケンキ入り

の密閉容器に移して 37℃で４時間インキュベーションした。反応後直ちに 0.425％リ

ン酸/メタノール（1.25mL）を加え反応を停止し、遠心後（3000rpm、5min）、メン

ブランフィルターでろ過したものを HPLC で分析した。試料溶液のそれぞれ反応

0min のものをブランクとし、センノシド A の代謝率（％）は（ブランク中のセンノ

シド A ‐センノシド A 残量）／ブランク×100 で算出した。有意差検定は Dunnett’s 

test で行った。 

 

４. 下剤活性評価 

１）経口投与試料溶液の調製 

センノシド A（投与量 15mg/kg）は 0.01M リン酸塩緩衝液と 0.5%炭酸水素ナトリ

ウム溶液で調製した。RG（投与量 4.2～66.8mg/kg）およびレイン（投与量 1.3～

10.7mg/kg）は５%炭酸水素ナトリウム溶液で完全に溶解後、精製水で 10 倍希釈し

た後、センノシド A 溶液を添加して経口投与試料溶液とした。 

２）下痢の判定方法（下剤活性評価法） 

第１編第２章と同様。 

 

【第１編 第４章 Rhein 8-O-β-D-glucopyranoside およびリクイリチンによるセンノ

シド A 代謝促進機序 】 

１．HPLC 条件 

第１編第３章と同様。 

 

２．腸内代謝実験法 

１）試料溶液の調製 



64 

 

 センノシド A（0.2mM）は 0.01M リン酸緩衝液で調製した。RG（0.4mM）、レイ

ン（0.4mM）ならびにリクイリチン（0.4mM）は 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で

溶解後、センノシド A 溶液を添加し試料溶液とした。ピューロマイシン（10mg/mL）

は超純水で溶解後、適正濃度まで超純水で 10 倍ずつ希釈し調製した。 

２）代謝実験（腸内代謝実験法） 

(1) センノシド A 代謝促進成分によるセンノシド A 代謝変化 

ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後）を下剤活性評価用ボックスに入れ、排

便後 1.5 時間以内の糞便（約 30mg/糞便）を個々のマウスから均等に採取した。糞便

を 20 倍の 0.01Ｍリン酸緩衝液中でホモジナイズし、ガーゼ濾過後、炭酸ガス置換を

行う。この糞便液（1mL）に試料溶液（0.25mL）を添加し、直ちにアネロパック・

ケンキ入りの密閉容器に移して 37℃で 2‐24 時間インキュベートした。反応後直ち

に 0.425%リン酸/メタノール（1.25mL）を加え反応を停止し、遠心後（3000rpm、

5min）、上澄み液をメンブランフィルターでろ過し、HPLC で分析した。試料溶液の

それぞれ反応 0min のものをブランクとし、センノシド A の代謝率（％）は（ブラン

ク中のセンノシド A ‐センノシド A 残量）／ブランク×100 で算出した。得られた結

果については Dunnett’s test を用いて有意差検定を行った。 

(2) ビフィズス菌のセンノシド A 代謝酵素活性における代謝促進成分の影響 

チオグリコール酸培地に精製水を加え濃度を 29.3g/L とし、オートクレーブ処理

（120℃、2 気圧、20min）及び炭酸ガス置換を行った培養液にラックビー配合菌種

（2mg/mL）を添加して、アネロパック・ケンキ入りの密閉容器に移して 24 時間嫌

気培養した。培養液（1mL）を試料溶液（0.25mL）に添加し、直ちにアネロパック・

ケンキ入りの密閉容器に移して 37℃で 2‐24時間インキュベートした。反応後は（１）

と同様の操作を行った。 

(3) 腸内細菌のセンノシド A 代謝酵素に対する代謝促進成分の影響 

 （１）と同様にして糞便を採取した。糞便を 20 倍の 0.01Ｍリン酸緩衝液中でホモ

ジナイズし、RG（0.4mM）、レイン（0.4mM）、リクイリチン（0.4mM）をそれぞれ

添加し、アネロパック・ケンキ入りの密閉容器に移して 24 時間プリインキュベート

した。それぞれの糞便懸濁液をガーゼ濾過し、遠心後（4℃、3000rpm、10min）、上

澄み液を陰イオン交換樹脂で濾過した。濾過した液（1mL）に炭酸ガス置換を行った

後、センノシド A（0.2mM）を 0.25mL 添加し、直ちにアネロパック・ケンキ入りの

密閉容器に移して 37℃で 24 時間インキュベートした。反応後(１)と同様の操作を行

った。また、前述と同様にホモジナイズした糞便懸濁液に RG（0.4mM）、ピューロ

マイシンならびに 0.01Ｍリン酸緩衝液をそれぞれ添加し、アネロパック・ケンキ入り

の密閉容器に移して 24 時間プリインキュベートした。以下の操作は前述と同様の操

作を行った。得られた結果については unpaired t test を用いて有意差検定を行った。  

(4) ビフィズス菌のセンノシド A 代謝酵素の誘導における RG の影響 

 チオグリコール酸培地に精製水を加え濃度を 6.45g/L とし、オートクレーブ処理
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（120℃、2 気圧、20min）及び炭酸ガス置換を行った培養液と RG（0.4mM）を混

合した後、混合液をラックビー配合菌種（2mg/mL）に添加しアネロパック・ケンキ

入りの密閉容器に移して 24 時間プリインキュベートした。プリインキュベートした

ラックビー懸濁液（1mL）をセンノシド A（0.25mL）に添加し、直ちにアネロパッ

ク・ケンキ入りの密閉容器に移して 37℃で 24時間インキュベートした。反応後は（１）

と同様の操作を行った。得られた結果については unpaired t test を用いて有意差検

定を行った。また、前述と同様にオートクレーブ処置及び炭酸ガス置換を行った培養

液と試料溶液の混合液にピューロマイシンを添加し、ネジ付き試験管に量り取ったラ

ックビーに添加しアネロパック・ケンキ入りの密閉容器に移して 24 時間プリインキ

ュベートした。プリインキュベートしたラックビー懸濁液（1mL）をネジ付き試験管

に量り取ったセンノシド A（0.25mL）に添加し、直ちにアネロパック・ケンキ入り

の密閉容器に移して 37℃で 24 時間インキュベートした。反応後は（１）と同様の操

作を行った。得られた結果については unpaired t test を用いて有意差検定を行った。 

 

【第２編 第１章 抗菌薬による大黄甘草湯の薬効発現に与える影響 】 

８種類の抗生剤について２種類ずつ（アンピシリン・セフカペンピボキシル、カナ

マイシン・クラリスロマイシン、レボフロキサシン・ホスホマイシン、ミノサイクリ

ン・ファロペネム）の組み合わせに対して１サイクルを９日間とし、以下の実験を行

った。ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後）を下剤活性評価用ボックスに１匹

ずつ 1.5 時間放置し、２日間にわたって糞便数を記録する。１匹毎の２日間の合計糞

便数をもとに順位をつけ、上位 36 匹を選抜し、どの群もほぼ同程度の糞便数が得ら

れるように群分けを行った。群分け後、３日目から３日間にわたり、腸内代謝実験を

行った（後述参照）。この３日間のセンノシド A の代謝率をもとにコントロール群を

決定した。８日目に、腸内代謝実験を行うと共にコントロール群には蒸留水をその他

の群には抗生剤（後述）を単回経口投与した。９日目は下剤投与 2.5 時間前に抗生剤

による下痢の有無を確認すると共に、得られた糞便は腸内代謝実験の試料とした。 

１．HPLC 条件    

第１編第１章と同様。 

 

２．腸内代謝実験 

１）試料溶液の調製 

 大黄甘草湯凍結乾燥品（20mg）及びセンノシド A（0.2mg）の 0.01M リン酸塩緩

衝液（1mL）で調製したものを試料溶液とした。いずれも４時間インキュベート後に

ほぼ 100％代謝される濃度である。 

２）腸内代謝実験 

下剤活性評価において抗生剤及び蒸留水を経口投与したマウスの 17 時間後の新鮮

な糞便（排便後 1.5 時間以内）を群ごとに総て採取し、5 倍の 0.01M リン酸塩緩衝液
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中でホモジナイズし、上述の試料溶液について前述の腸内代謝実験法を用い 37℃で

４時間インキュベートしたものについて代謝率を計算した。センノシド A の代謝率

（％）は（ブランク中のセンノシド A－センノシド A 残量）／ブランク×100 で算

出した。有意差検定は Dunnett’s test で行った。 

 

３．下剤活性評価 

１）経口投与試料溶液の調製 

抗菌薬を微粉化し、ヒトにおける 1 日量の 10 倍量に相当する量を蒸留水で溶解ま

たは懸濁した。アンピシリン［ABPC 商品名：ビクシリンドライシロップ 10％］

（0.04984g/12mL；投与量 83mg/kg）、セフカペンピボキシル［CFPN-PI 商品名：

フロモックス小児用細粒 100mg］（0.035g/14mL；投与量 50mg/kg）、カナマイシン

［KM商品名カナマイシンドライシロップ20％］（0.495g/15mL；投与量660mg/kg）、

クラリスロマイシン［CAM 商品名クラリシッド・ドライシロップ 10％小児用］

（0.0671g/20mL；投与量 67mg/kg）、レボフロキサシン［LVFX 商品名クラビット細

粒］（0.0375g/15mL；投与量 50mg/kg）、ホスホマイシン［FOM 商品名ホスミシン

ドライシロップ 400］（0.375g/15mL；投与量 500mg/kg）、ミノサイクリン［MINO

商品名ミノマイシン顆粒 2％］（0.02505g/15mL；投与量 33.4mg/kg）、ファロペネム

［FRPM 商品名ファロムドライシロップ小児用 10％］（0.2475g/15mL；投与量

330mg/kg）を蒸留水で溶解または懸濁した。抗菌薬は攪拌後、10 分間ソニケーショ

ン処理を行った。ビクシリンのみ溶解し、その他の抗菌薬は均一な懸濁液として、マ

ウスの体重 10g あたり 0.2mL を経口投与した。同程度の下痢スコアを示す大黄甘草

湯（1.21g/20mL；投与量 1.21g/kg）ならびにセンノシド A（36mg/18mL；投与量

40mg/kg）を 0.01M リン酸塩緩衝液で調製した。大黄甘草湯については 10 分間ソニ

ケーション処理したものを試料溶液とした。センノシド A に甘草（454mg/kg）、リク

イリチン（30mg/kg）、グリチルリチン（90mg/kg）の混合溶液は、甘草凍結乾燥品

（272.4mg）、リクイリチン（18mg）、グリチルリチン（54mg）を 0.01M リン酸塩

緩衝液（12mL）で調製後、各 10mL をセンノシド A（20mg）に溶解した。 

２）下痢の判定方法（下剤活性評価法） 

抗菌薬投与 19 時間後に大黄甘草湯（1.21g/kg）およびセンノシド A（40mg/kg）、

またはセンノシド A に甘草（454mg/kg）、リクイリチン（30mg/kg）、グリチルリチ

ン（90mg/kg）の混合溶液を経口投与し、下剤活性評価用ボックスを用いて下剤活性

を１時間毎、８時間にわたり観察し、正常便、膨潤便、軟便、泥状便、粘液便に分類

し個数を記録した。観察中は絶食絶水とした。下痢のスコア化は前述にように行い、

各個体での８時間の合計の平均値を算出した下痢スコアついて、Steel’s test または

Mann-Whitney’s U-test を用いて有意差検定を行った。 
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【 第２編 第２章 アンピシリン継続投与下における大黄甘草湯の薬効発現に与え

る影響 】 

１． アンピシリン含有粉末飼料の調製 

ddY 系雄性マウス（７匹／群）の１日あたりの平均食餌率が 60%であったことか

ら、この 60%にヒトの１日量の 3 倍に相当する量のアンピシリン（25mg/kg）が 100%

含有されるように粉末飼料と混合した。 

 

２．HPLC 条件 

第１編第３章と同様。 

 

３．腸内代謝実験 

１）試料溶液の調製 

大黄甘草湯（20mg/mL）を 0.01M リン酸緩衝液と 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液

を等量ずつ加えて製した。センノシド A（0.2mM）をセンノシド A（0.4mM）と 0.5%

炭酸水素ナトリウム水溶液を等量ずつ加えて製した。RG 添加試料および LQ 添加試

料は、RG（2mM）ならびに LQ（2mM）とセンノシド A（0.4mM）を等量ずつ添加

して試料溶液とした。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

２）腸内代謝実験 

第２編第１章と同様。 

 

４．下剤活性評価 

１）試料溶液の調製 

センノシド A（投与量 40mg/kg）および大黄甘草湯（投与量 1.21g/kg）を 0.01M

リン酸緩衝液と 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液を等量ずつ加えて製した。RG（投与

量 22.3mg/kg）を 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で溶解後、センノシド A 溶液を

0.01M リン酸緩衝液で製したものを等量ずつ添加して試料溶液とした。 

２）下痢の判定方法（下剤活性評価法） 

第２編第１章と同様。 

 

５．T-RFLP を用いたアンピシリン投与前後の腸内微生物叢の解析 

１）糞便 DNA サンプルの調製 

 アンピシリン投与１日前～投与８日後のマウス糞便を採取するために、排便後 1.5

時間以内の糞便（約 30mg/糞便）を個々のマウスから均等に採取した。糞便 200mg

を Beads Tube に入れた後、0.01M リン酸緩衝溶液（1mL）を添加し、ボルテックス

で糞便を完全に懸濁させ、遠心分離（20℃，12.000g，5min）を行った。上清を新し

いチューブに移し、10%SDS（100µL）を添加し十分に混和した後、遠心分離（20℃、

20.000g、10min）を行った。上清を新しいチューブに移し、等量の PCI 溶液を添加
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して十分に混和した後、遠心分離（20℃、20.000g、10min）を行った。その後、同

様の操作をもう１度繰り返し、上清を新しいチューブに移して、3M 酢酸ナトリウム

（50µL）とイソプロパノール（600µL）を加え転倒混和した後、遠心分離（4℃、20,000g、

10min）を行った。冷凍庫で静置し、遠心分離（4℃、20,000g、5min）を行った。

その後、上清を捨て、70%エタノール（1mL）を加え、遠心分離（4℃、20,000g、5min）

を行い、フラッシングした後、風乾して、TE（100µL）と RNaseA（1µL）を加え、

室温で 30 分以上静置した。その後、High Pure PCR Template Preparation Kit

（Roche）のプロトコールに従ってサンプル精製を行い、糞便 DNA サンプルを調製

した。 

２）T-RFLP による腸内微生物叢の解析  

T-RFLPによる腸内微生物叢の解析は長島らが報告している方法を用いて解析を行

った。PCR 反応は Tks Gflex™ DNA Polymerase（タカラバイオ）を用いて、糞便

DNA サンプル（10ng）、各プライマー（516f-FAM、1510r）を各 0.5µL、2×Gflex buffer

（10µL）、Tks Gflex polymerase（0.4µL）、滅菌水を加えて全量 20µL として PCR

サンプルを調製した。PCR 条件は 94℃１分間に続き、94℃10 秒、55℃15 秒、68℃

１分を 35 サイクルに設定し、最後に 68℃10 分間で行なった。その後、QIAquick PCR 

Purification Kit（QIAGEN）を用いて、プロトコールに従い PCR 産物の精製を行っ

た。BslⅠによる制限酵素処理を行うために、PCR 産物（2µL）、滅菌水（6µL）、Cut 

Smart Buffer（1µL）、BslⅠ（1µL）を加えて全量 10µL として 55℃、３時間で制限

酵素処理した。その後、制限酵素処理サンプル（2µL）、MapMarker 1000（0.5µL）、

Hi-Di Formamide（12µL）を調製し、96℃で２分間熱処理後、５分以上冷却したサ

ンプルを、ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer（Applied Biosystems）でフ

ラグメント解析を行った。得られたピークについては、Gene Mapper v5. software

（Applied Biosystems）を用いてフラグメントピーク高さおよび面積値を算出し解析

した。 

 

【 第２編 第３章 食餌による大黄甘草湯の薬効発現に与える影響 】 

１．HPLC 条件 

第１編第３章と同様。 

 

２．各種飼料の給餌方法 

ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後、60 匹）を体重、糞便個数ならびにセ

ンノシド A 代謝率を指標にコントロール群ならびにそれぞれの飼料を与える群に分

けた。コントロール群は常時、高炭水化物飼料（D12450H）を与え、それぞれの飼

料を与える群には、初めの 1 週間は高炭水化物飼料を与えた後、高脂肪飼料（D12451）

を２週間、高繊維飼料（D14053101）を２週間投与した。その後、これらのマウスを

３群に分け、それぞれコントロール・高脂肪・高繊維飼料を５日間摂取させ、最終日
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に下剤活性評価を行った。 

 

３．腸内代謝実験 

１）試料溶液の調製 

第２編第２章と同様。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

２）腸内代謝実験 

マウスを下剤活性評価用ボックスに入れ、排便後 1 時間以内の糞便（約 30mg/糞

便）を個々のマウスから均等に採取した。糞便を 40 倍の 0.01M リン酸緩衝溶液中で

ホモジナイズし、ガーゼろ過した後、ろ液を炭酸ガスで置換した。糞便懸濁液（1mL）

を試料溶液（0.25mL）に添加し、直ちにアネロパック・ケンキ入りの密閉容器に移

して 37℃で４～24 時間インキュベートした。終了後直ちに 0.425%リン酸/メタノー

ル（1.25mL）を加え反応を停止し、遠心（3000rpm，5min）後、メンブランフィル

ターでろ過したものを HPLC で分析した。試料溶液のそれぞれ反応 0min のものをブ

ランクとした。センノシド A の代謝率（%）は（ブランク中のセンノシド A―センノ

シドA残量）/ブランク×100で算出した。各試料のコントロールと比較してStudent’s 

t-test を用いて有意差検定を行った。 

 

４．下剤活性評価 

１）経口投与試料溶液の調製 

 センノシド A（投与量 20mg/kg）および大黄甘草湯（投与量 1.21g/kg）は 0.01M

リン酸緩衝液と0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で調製した。RG（投与量22.3mg/kg）

ならびに LQ（投与量 53.3mg/kg）は 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で完全に溶解後、

センノシド A 溶液を添加して試料溶液とした。 

２）下痢の判定方法（下剤活性評価法） 

マウスを経口投与 1 時間前から 1L ビーカーをかぶせた網上に放置し（下剤活性評

価ボックス）、下痢をしていない正常便排出マウスのみを使用した。投与群は１群を

５匹とし、12 群 60 匹を使用した。下剤活性評価については第１編第２章と同様であ

り、得られた結果は Steel-Dwass test を用いて有意差検定を行った。 

 

【第２編 第４章  大黄甘草湯の連日投与による下剤活性変化と腸内微生物叢の変動】 

１．各種飼料の給餌方法 

高炭水化物飼料を給餌させた ddY 系雄性マウス（４週齢、体重 30g 前後、112 匹）

を体重、糞便個数およびセンノシド A 代謝率を指標に各種摂取飼料ごとに 28 匹ずつ

に群分けした。群分け後、高炭水化物飼料（D12450H）、高タンパク質飼料

（D15122105）、高脂肪飼料（D12451）、高繊維飼料（D14053101）を各群１週間給

餌した後、下剤活性評価を行った。 
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２．下剤活性評価 

１）経口投与試料溶液の調製 

 センノシド A（投与量 20mg/kg）および大黄甘草湯（投与量 1.21g/kg）は 0.01M

リン酸緩衝液と0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で調製した。RG（投与量22.3mg/kg）

ならびに LQ（投与量 53.3mg/kg）は 0.5%炭酸水素ナトリウム水溶液で完全に溶解後、

センノシド A 溶液を添加して試料溶液とした。 

２）下痢の判定方法（下剤活性評価法） 

マウスを経口投与 1 時間前から 1L ビーカーをかぶせた網上に放置し（下剤活性評

価ボックス）、下痢をしていない正常便排出マウスのみを使用した。試料投与群は飼

料摂取群を４群に分けて１群を７匹とした。下剤活性評価については第１編第２章と

同様の方法で５日間を通して評価を行った。得られた結果は Steel’s test を用いて有

意差検定を行った。 

 

３．T-RFLP を用いた大黄甘草湯の連日投与による腸内微生物叢の解析 

１）糞便 DNA サンプルの調製 

 大黄甘草湯などの下剤投与の直前、投与１日後、３日後および５日後のマウス糞便

を採取するために、排便後１時間以内の糞便（約 30mg/糞便）を個々のマウスから均

等に採取した。糞便 DNA の抽出・精製に関しては、第２編第２章と同様の方法で行

なった。 

２）T-RFLP による腸内微生物叢の解析  

第２編第２章と同様の方法で T-RFLP を行い、フラグメント解析は Applied 

Biosystems 3500xL Genetic Analyzer（Applied Biosystems）を用いて解析した。 
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