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当帰考薬散 (刀-23)のラジカル消去作用について
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FREIHiAl)lCALSCAVILNGINGACTIVITYOl√rllOKl-S1-1AKUYAKU-SAN

(TJ-23)

Weevaluated the fl･ee radical scavellg川g aCtivlty OH apalleSe herbal l-1edicine,

Toki-Shakuyaku-Salt (TJ-23:TSUMURA Co.Ltd.,Tokyo,Japan),using with electrollSPin

resonance (ESR)spectrometl･y. TJ-23 scave11ged hydl.OXyl radicals (･OH),sur)eroxide (0/)

and 1,lldiphenyJ-2-plCrylhydrazyl radicals(DPPH) dose-dependently･ Jtalso diminished

carboll Cell【ered l･adicals(･C)gellemted by oxygellSLl.CSS iJ-the J'atCol-rex honlOgellale
alld iJlhibited thiobal･bituJ･ic acid-1･eaCLive substitllCeS(T13ARS) rormatioll. These data

suggestthatTJ-23hasallal-tioxidallt erreCtand would have apl･OPhylactjc e什ectagaillSt

aglllg alldotherlleurOlo8lCal diseasesassociated witll什ee1-adical･

はじめに

当帰)''1'薬散 (TJl23)は､シャクヤ ク､ソウジュツ､タクシャ､ブクリョウ､セ ンキュウ､ トウキといった 6

種類の生薬から構成され､すでに臨昧しそのイ川J性が広 く認められている況ノJ一葉である｡ さらに近年TJ-23は､

抗痴呆薬としての位置づけが示唆され､その機序の一つとしてIHLxI内アセチルコリン系神経の肌iLl作川を介す

ると報じられた【6]｡既に小栗刷混合桐 kJJu,I,'j薬湯などある相の洪ノj葉は､フリーラジカル消上作川をイ)'L.老

と報告.されている【2].そこで今1日JJ上々は拭痴呆葉として)UJJ':)-=されつつあるTJ-23のラジカル汀)'上作川の検'i;Jを

行なった｡

実験方法

当帰j,I)一基散はツムラ (株式会社､束ilL-)より供された もの (TJ-23)を使用 したO蒸留水にてlO,1,0.J,

0.01,0(control)mg/ml濃度のTJ-23の懸濁液を作成 し､各濃度に於けるラジカル消去作川と遇酸化胴丁牲
戒に対する形菅 を検.li廿した.

(1)1,1-Diphelly1-2-picl･ylhydl･azyl l･adicals(DPPH)の測定 :エタノールを浴蝶として30/̀M DPPH

を作成し､亘の100/LlLこ各濃度のTJ-23を10O/Ll加え､IO秒帖別井後､試料を佃 '･セル(JEOLLld･,Tokyo,

Japall)に取 りESRsI)eClron-etel･を川い､以 卜の条件で測定 した.墨ir'"'L､rjcJd 335･():i=l()mT,ricJd
nlOdulatiollWidthO･25mT,receiver gilllllO XIOO,tiH一ccoJISlとtJILO･lsec,sweeplimc2miI一〇

(2) Superoxide radical (q~)の 測 定 :2mM hypoxunthil-e 50/Llお よ び 5･5 111M
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diethylenetriaminepentaacetic acid(DETAPAC)35/Llを試験鞘 ことり､これに各濃比のTJ-23を50/Ll

加 え た 後 ､5,5-dimethyl-1-pyrroline-1-oxide(DMPO) 15/IJお よ び0.326unit/ml xanthine

oxidase(XOD)50/Llを加え､10秒r･"J捌 ′ド後､試料を14-m''･セルに1机 ESRspectrometerを川いて以 卜の条作

で測定 した.室温､field 335.0±10mT,field modulation width 0.ImT,receiver gain 4×100,
timeconstant0.1sec,sweeptime2min｡

(3)Hydroxylradical(･OH)の測定 :lmM の硫慨第 -･鉄-DETAPAC溶液75/LIをあらか じめ.拭験JT'～r.-･に と

り､これに各濃度のTJ-23を50/Llと0.92M DMPO20/LlおよびlmM遇恨化水嘉75/LH別 u後､10秒J･'u拙作 し､

試料 を偏平セルに取 りESRspectrometerを川いて以 卜の条件 で測定 した . 圭iJ'J'lL､fieJd335.O±JOmT,

fieldmodulation width0.ImT,receiver gaill4XIOO,timeconstallt0.Isee,sweeptime2mi11.
(4)Carboncentered radical(･C)の測定 :10倍量(W/V)の4掴!食塩水で作成 したddYマウスのbrain

homogenate 0.1mlに40/Llの2mM FeC12並び に20/Llの2mM ascorbic acidと各濃度のTJ-23を50/Llそ

れぞれ加え槻抑後 37℃､ 15min incubationしたのち､20/LlのDMPO(DAllCHJPURECHEMICALS

Co.Ltd.,Tokyo,Japan)を加え10秒17u拙作後､試料 を11"';半セルに取 りESRspectronleterを川いて以 卜の条

作で測定 した｡'圭混 ､field 335.0±10nlT,field mOdulatioJIWidth0.1mT,1･eCeiver gain 4×JOO,

timeconstallt0.Isee,sweep(ime2miJl.

(5)Thiobarbituric acid-reactive substallCeS(TBARS)の測定【4】:1O仰 J:..(W/V)の′Ⅰ:_i-ll!.食JL..A_水で作

成 したddYマ ウスのbrain holllOgenate 0.11111に8.1% sodium dodecylsulfate を2m1,2O% acetate

buffer(pH 3.5)を1.5m1,1%のsodium thiobarbituric acidを1.5 ml,菰留 水0.6mlを加 え100℃､

60minのincubatiollを行なった後､菰留水1ml､n-butanolとpyridilleとの混液(15:I,V/V)を加 え､0

℃,3,000rpm, 15minにて遠沈処舶 灸､過酸化脂 質の分解に伴 う :'･次′J･'_成物 としてのマロンジアルデハ イ ド

様反応生成物の蛍光度(EX:515nm,EM:553nm)を測定 した｡

実験結果

(1)DPPH:1mg/mlのTJ-23はDPPHラジカルのシグナル(0.45×JOl5spiJIS/nll)を完全に汀L);･した(Fig.1)0
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(2)0{:TJ-23は ヒポ キ サ ンチ ン- キ サ ンチ ンオ キ シ ダー ゼ 系 で 発′l:守 るqーの シ グナ ル(1･58×
10L5spins/ml)を濃度依イ1-･的に消去 した(Fig.2)0
(3)･CH:FelltOn試薬に より発くLす る ･CHの シグナル(1.24×10'･<spins/ml)を濃度依 存 ･的に消去･した

(Fig.3)0
(4)Carbon celltered radical:脳homogel一ate中でアスコルビン慨-1侶 ヒ節 ･鉄か ら誘埠 されるCarbon

centered radicalを濃度依イ('･的に消去した(Fig.4)0
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(5)TBARS:TJ-23はTBARSの発′卜を濃度依存性に抑制した(Fig.5)0
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考察

今回の実験 より､TJ-23は脂溶性のDPPHラジカル､並びに清作腰衣種のq~や ･OHなどの水溶作のラジカ

ルを濃度依存的に消去することがIyJかとなった｡生体内においては､フリーラジカルとビタミン C,ビタミンE

及びsuperoxide dismutase(SOD)等の抗酸化剤 との帖 こ不均衡が′l:_じると､フート ラジカルが糾 胞膜の小飽

和脂肪酸から水素を引き抜 き､膜構造に過酸化が生 じる結氷､/Z:.体 内において様 々な障 '.冊 起ゞ こると考えられ

ている【6】｡既に､アルツハ イマー病では大脳皮質の ミ トコン ドリアにおける電召 云遁系のチ トクロームオキ シ

ダーゼ活性の低下【3]やSCD沼性の増加【5]がlサjらかにされてお り､フリーラジカルのlyJ'j･が樹 病されている.

TBARSの/i:_成川)ち､脂質の過酸化 を抑肌することが確認 されたTJ-23はこのようなフリーラジカルに起囚す

る疾患の予防につながると期待される｡冒頭に述べたTJ-23の拭痴某基 としての位)'rl';イ車ナに､アセチルコリン系

神経の賦活作f馴fか りでなく､フリーラジカル消去作川も閲Ij･していることが示唆 された｡
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