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論文審査の結果の要旨

トリテルベノイド成分の一つであるグリチ／レリチン（GL）は甘草の主薬効成分であり、第

17改E日本薬局方（薬局方）では甘草の品質評価マーカーとして規定されている。また、 GLは

生体内で腸内細菌によってグルクロン酸部分が加水分解されグリチルレチン酸（GA）へと代謝さ つ
れ吸収されることから、薬理活性の本体は GAであり、甘草が有する様々な薬理活性を探 lるうえ

で重要な成分であると目されている。また、甘草の主要フラボノイドであるリクイリチン（Liq)

は、甘草の多彩な機能性を担う成分の一つであり、プロドラッグとしての研究や、漢方処方中の←

他成分との相互作用に関する研究などが行われている。しかしながら、甘草の大部分は中国を主

体とする海外からの自生穏の輸入に依存しており、乱獲による資源の払底も危f具されている。以

上のことから、甘草の品質管理や育種研究において高品質な甘草の選抜は必要不可欠であり、簡

便かっ、多検体の同時分併が可能な分続手法の開発が切望されている。

本研究では、甘草の品質管理・評価および育種研究を目的としてモノクローナル抗体（mAb)

を研究基盤とした免疫化学的分析手法の開発を行った。すなわち、著者の研究グループがこれま

でに作製した抗 GLmAbに加えて、 Liqに対十る mAbの作製を遂行し、これらの mAbを用いた

簡便かっ、特異的な免疫化学的分折手法の開発を行った。また、 GAの生体内における挙酬附 つ
を行うための研究基盤を構築すべく、抗GAmAbの作製と enzyme-linkedimmunosorbent assay 

(ELISA）による分析法の開発を行った。さらに、ウ芳ルカンゾウの選抜育種を行い、高 GL含

有株の作出を行った。

甘草の品質評価および GAの生体内挙動解析のための研究基盤を構築するために、 Liqおよび

GAに対する mAbの作製に着手した。 LiqおよびGA-keyholelimpet hemocyaninコンジュゲー

トを免疫原として用いて、マウスに対して免疫感作を行った。免疫されたマウスの牌臓細胞とマ

ウス骨髄腿細胞を細胞融合し、LiqおよびGAに対する mAbを産生するハイブリドーマ細胞（2F8

およびG・2A6）を樹立した。得られた mAbを用いて indirectcompetitive ELISA (icELISA) 

の開発を行った。抗Liqおよび抗GAmAbを用いた icELISAにおける各種バリデーション試験

の結果、再現性、精度、回収率ともに良好な結果を得た。また、 icELISAとHPLCを用いた定量

分析値は良く相関していた。以上のことから、抗Liqおよび抗 GAmAbを用いた icELISAは簡



便性、迅速性に優れた分析手法であり、甘草の品質評価および成分分析を目的としたイムノアッ

セイとして十分に適していると結論した。

次に、 IJ!f生種の甘草において GLとLiq含量の聞には正の相関性が報告されていることから、

GLとLiqの総合量を分析対象とする combinationELISAの開発を行った。icELISAをモチーフ

として、抗 GL、抗LiqmAbの混合抗体を一次抗体として利用することで、 GLとLiqの総合量

の分析が可能な分析手法を確立した。本法は、多成分系薬物である生薬のファーストスクリーニ

・ング法として、甘草の品質管理・評価に寄与できることが示唆された。

さらに、 GLとLiqの特異的な検出かつ、同成分の可視化が可能なダブルイースタンプロッテ

イングの開発を行った。 Thinlayer chromatographyを用いて成分を展開後、ポリエーテルスル

ホン膜（PES膜）・へ全成分を転写した。 PESJ践を過ヨウ素酸ナトリウムで処理することで、 GL

および Liqの糖鎖を関裂した。次に、ウシ血清アルブミン（BSA）を加えシッフベ｝スを PES

C ii英上で形成させ、 BSAを介して阿成分を股上へ吸着させた。 2種の mAb（抗 GL、抗LiqmAb) 

および基質（3古 田no・9・ethylcarbazole、4-chloro十 naphthol)を反応させ、同一膜上で GLと

Liqの検出を可能としたダブルイースタンプロッティングの開発に成功した。さらに、甘草切片

の成分を直接PES膜へ転写し、 GLとLiqの局在分布をダブルイースタンプロッティングを用い

て調べたところ、甘草切片の髄質と師部に強い染色を認め、 GLとLiqは甘草の恨の同じ部｛立に

局在いqすることを視覚的に明らかにした。

C 

高 GL含有株の作出を目的として、野生種（147株）および、栽培種（90株）の GL含量を

ELISAを用いて解析した結果、薬局方の基準を満たす株がそれぞれ 22.4%と8.8%見出された。

また、モンゴノレで採取した廿草の種子を 2年間栽培し、個体毎に識別した 1025株の GL含量を

調べた結果、 4.92%の株において薬局方の基準を満たしていた。さらに、 1025株の甘草から 7

株（GL含量＞4.0%）を選抜し、その同質性を確認することを目的として 2年間継続栽培したの

ち、 GL含量をモニターした。5株はその品質を維持したが、他の 2株においては GL含量が増加

した株と、減少した株が見出された。以上の結果より、甘草の品質の指標となる GL含量の差異

は、生育年数に依存することを明らかとし、その品質は主として遺伝的に支配されることが示唆

された。

本研究では、薬用植物の優良品種の作出に必要な分析法の開発を目的として、 GAや Liqに対

するモノクロ｝ナル抗体（抗 GAmAbや抗 LiqmAb）を作製し、高感度で迅速な測定方法の開

発に成功した。さらに甘草中の GLや Liqを直接可視化するシステムを確立した。これらの手法

を用いて、資源の枯渇が懸念されているカンゾ攻の優良品種の作出に、大きく貢献するものと期

待される。以上のことから申請者は博士（創業科学）の学位を取得するにふさわしいと判断した。
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