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要　　　約
シャクヤクは，平滑筋及び骨格筋の痙縮を緩和する作用を有するとされている．数種のシャクヤク成

分及び関連化合物について，参照薬物とともに，マウス精管の電気刺激収縮に対する抑制作用を検討し
た．止瀉薬のロペラミド（0.01-0.1μM）は，マウス精管のtwitch収縮反応を顕著に抑制し，オピオイド
受容体遮断薬であるナロキソン（0.3μＭ）で拮抗された．L型カルシウムチャネル遮断薬で血管拡張薬
であるニフェジピン（0.03-0.3μM）や非特異的鎮痙薬であるパパベリン（1-10μM）は，顕著なtwitch
収縮抑制作用を示した．アデノシン受容体作用薬のアデノシン（0.3-3μg/mL）は，やや作用持続の
短いtwitch収縮抑制作用を示した．没食子酸メチル（100μg/mL）とピロガロール（10μg/mL）は，
twitch収縮抑制作用と収縮作用を示した．タンニン酸（10-30μg/mL），没食子酸（1-3μg/mL）, ペオ
ノール（30-100μg/mL）及び安息香酸（100μg/mL）はtwitch収縮抑制作用を示した．これらの結果か
ら，没食子酸と関連化合物，ペオノール及び安息香酸は，マウス精管における神経刺激性収縮に対する
抑制作用を有することが示唆された． 

Summary
Peony root is recognized to possess antispasmodic effect on smooth muscle and skeletal muscle. 

Effect of some constituents of peony root and related compounds on the twitch response to electrical 
stimulation were examined as well as reference drugs. Loperamide（0.01-0.1μM）, a purgative agent, 
showed the potent twitch-inhibitory effect which is antagonized by naloxone（0.3μM）, an opioid 
receptor antagonist. Nifedipine（0.03-0.3μM）, a L-type calcium channel blocker and a vasodilator, 
and papaverine（1-10μM）, a non-specific antispasmodic agent, showed the remarkable twitch-
inhibitory effect. Adenosine （0.3-3μg/mL） showed  a relatively short-acting twitch-inhibition. Methyl 
gallate and pyrogallol, showed the twitch-inhibitory effect and the contractile effect. Tannic acid（10-30
μg/mL）, gallic acid（1-3μg/mL）, paeonol （30-100μg/mL） and benzoic acid（100μg/mL）showed 
the twitch-inhibitory effect. These results suggest that gallic acid, its related compounds, paeonol and 
benzoic acid possess the inhibitory effect on the neurogenic contraction in the mouse vas deferens.

キーワード：タンニン酸，没食子酸メチル，ロペラミド，精管，電気刺激
Key words : Tannic acid, Methyl Gallate , Loperamide, Vas deferens, Electrical stimulation

シャクヤクは，一般に鎮痙，鎮痛，鎮静，収れんなど
の薬理作用があるとされ 1 - 3 ），シャクヤクとカンゾウから
なる芍薬甘草湯は，こむら返りなどの骨格筋の痙攣・痛
みを緩和するほか，消化管などの内臓平滑筋に対しても，
鎮痙・鎮痛作用があるとされている 3 - 5 ）．

シャクヤクの成分としては，モノテルペン配糖体であ
るペオニフロリンやアルビフロリン及びそれらの類縁化
合物やガロタンニン類，安息香酸やペオノールなどが知
られている 2 - 4 , 6 - 9 ）．

当所では，県薬用植物指導センターで栽培されている
シャクヤクの品種の中から，優れた薬効が期待できる品
種を見出し，栽培普及と利用促進に目指して，シャクヤ
クの薬効評価研究等を行っている．

モルモット回腸を低頻度で電気刺激すると，神経伝達物
質の遊離を介した一過性の単収縮（twitch）が連続的に生
じる．シャクヤクエキスは，モルモット回腸の電気刺激収
縮に対する抑制作用を示すことが報告されている10，11）．

マウス精管は，電気刺激によってモルモット回腸の場
合と類似の収縮反応が生じ，神経終末部に作用する薬物
の評価等に用いられる12，13）．

これまで研究で，シャクヤクエキスには，マウス精管
での電気刺激収縮抑制作用がみられ14），芍薬甘草湯エキス
にも抑制作用がみられている15）．シャクヤクの成分とし
ては没食子酸類やカテキンに電気刺激収縮抑制作用がみ
られたが14），活性本体については十分には解明されていな
い．

今回，数種のシャクヤク成分及び関連化合物について，
マウス精管での電気刺激収縮抑制作用を検討した．シャ
クヤクのガロタンニン類と近い関係にあり，医薬品等で
広く用いられているタンニン酸 3 ， 7 ， 8 ）や，シャクヤク成
分である没食子酸類，安息香酸，ペオノールなどを用い
た．また，参照薬物として，非特異的鎮痙薬であるパパ
ベリンやＬ型カルシウムチャネル遮断薬で血管拡張薬で
あるニフェジピン，止瀉薬であるロペラミドなどについ
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ても電気刺激収縮抑制作用を検討したので報告する．

実験材料及び実験方法

1．使用薬物
ロペラミド塩酸塩，ナロキソン塩酸塩（以上，Sigma），

ニフェジピン，パパベリン塩酸塩，アトロピン硫酸塩，
アデノシン，タンニン酸，没食子酸メチル，ピロガロー
ル，アルビフロリン，ペオノール，安息香酸（以上，和
光純薬），没食子酸（ナカライテスク），ペオニフロリン
（生薬精製品）他を使用した．

ニフェジピン，アデノシン，タンニン酸，没食子酸メ
チル，ピロガロール，アルビフロリン，ペオノール，安
息香酸，没食子酸，ペオニフロリンは，ジメチルスルホ
キシド（DMSO）に溶解して使用し，マグヌス槽内での
DMSOの終濃度は，0.33％とした．

2 ．マウス精管の電気刺激によるtwitch収縮反応に対す
る作用の検討

ICR系雄性マウスを頸椎脱臼で致死し，精管を摘出し
た．マウスの精管 1 本では発生張力が小さいので，同じ
マウスからの 2 本の精管を並列につないで使用した．す
なわち， 2 本の精管の下端は固定棒に一緒に結びつけ，
上端は小さい金属リングに通した糸で 2 本の精管を連結
した．小リングは糸を介してアイソメトリックトランス
ジューサー（TB-651T，日本光電）に連結した．精管標本
は， 1 対のリング状白金電極の中に通した状態で，34℃
のMcEwen液（130mM NaCl, 5.9mM KCl, 2.2mM CaCl 2 , 
0.9mM NaH 2 PO 4 , 25.0mM NaHCO 3 , 13.1mMスクロース
及び11.1mMグルコース）を満たした30mLのマグヌス槽
内に懸垂した．電気刺激装置（バイオメディカルサイエ
ンス社）で発生した矩形波パルス（持続時間 1 msec，刺
激頻度0.1Hz）を栄養液中に通電し，電場刺激によって生
じる一過性の単収縮（twitch）を等尺性に記録した．な

お，白金電極のリングの外側は，ポリエチレン樹脂で被
覆し，外側に電流が流れないようにした．標本を懸垂し，
約0.15 gの静止張力のもとで電気刺激を開始した．30分後
に栄養液を 1 回交換し，その後，電気刺激を行いながら
30分経過してから検体を適用し，twitch収縮反応の変化を
60分間記録した．

検体適用直前のtwitch収縮反応の振幅に対する振幅減少
率から抑制率を算出した．基線上昇（収縮）がみられた
場合は，適用 0 分における基線位置を 0 ％，振幅を100％
として，基線上昇（％）を表した．

3 ．統計処理
測定値は平均値±標準誤差で表した．

実験結果

1．マウス精管の電気刺激によるtwitch収縮反応に対す
る各種薬物の作用

止瀉薬であるロペラミドは，0.01-0.1μMで，マウス精
管の電気刺激によるtwitch収縮反応に対して顕著な抑制作
用を示した（Fig. 1, Fig. 2）．60分間の最大抑制率に基づ
き算出した50％抑制に要する濃度であるIC50値は0.021μM 
であった．また，ロペラミド（0.03μM）による電気刺激
収縮抑制作用は，オピオイド受容体遮断薬であるナロキ
ソン（0.3μM）によって拮抗された（Fig. 2）．

Ｌ型カルシウムチャネル遮断薬で血管拡張薬であるニ
フェジピンは，0.03-0.3μMでtwitch収縮反応を抑制し，
IC50値は0.13μMであった（Fig. 3）．

非特異的な鎮痙薬であるパパベリンは，1-10μMで
twitch収縮反応を抑制し，IC50値は1.6μMであった（Fig. 
4A）．一方，ムスカリン受容体遮断作用を有する鎮痙薬で
あるアトロピン（10μM）は，抑制作用を示さなかった
（Fig. 4B）．

アデノシン受容体を活性化する天然成分物質である

Loperamide 

0.1 μM

0.03 μM

Control

0.01 μM

Fig. 1   Effect of loperamide on the twitch response in the 
isolated mouse vas deferens

Loperamide hydrochloride was dissolved in distilled water. 
Each point is presented as a mean ± S.E. of 4-6 experiments.

Fig. 2   Antagonistic effect of naloxone against the twitch-
inhibition induced by loperamide in the isolated 
mouse vas deferens

Loperamide hydrochloride and naloxone hydrochloride were 
dissolved in distilled water and were added to the bath at the 
points indicated. Electrical stimulation (1 msec, 0.1 Hz) was 
stopped at the period indicated.
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アデノシンは，0.3-3μg/mLでtwitch収縮反応を抑制し，
IC50値は2.1μg/mLであった（Fig. 5）．アデノシンによる
電気刺激収縮抑制作用は，速やかに発現するが，作用持
続はやや短いものであった．

2 ．マウス精管の電気刺激によるtwitch収縮反応に対す
るシャクヤク成分及び関連化合物の作用

医薬品等で広く用いられるタンニンであるタンニン酸
は，10-30μg/mLでtwitch収 縮 反 応 を 抑 制 し，IC50値 は
13.7μg/mLであった（Fig. 6A）．没食子酸は，1-3μg/mL
で発現の遅い徐々に進行するtwitch収縮抑制作用を示し，
IC50値は1.6μg/mLであった（Fig. 6B）．

没食子酸メチルは，30-100μg/mLでtwitch収縮抑制作

用を示し，適用初期の若干の抑制と徐々に進行する抑制
が観察され，IC50値は44.8μg/mLであった（Fig. 7A）．没
食子酸が脱炭酸した構造のピロガロールは，3-10μg/mL
でtwitch収縮反応を抑制し，IC50値は4.6μg/mLであった
（Fig. 7B）．没食子酸メチル及びピロガロールは，IC50値
の算出のために使用した高濃度側の濃度で，適用10-20分
後から，基線を上昇させる作用，すなわち収縮反応がみ
られた（Fig. 8, Fig 9）．また，没食子酸メチル適用後の栄
養液の交換によって，徐々に進行する基線の戻りが観察
された（Fig. 8）．

芳香性成分の一つであるペオノールは，30-100μg/mL
で，弱いtwitch収縮抑制作用を示し（Fig. 10A），100μ
g/mLで最大抑制率は41.4％であった．また，安息香酸は，

Fig. 3   Effect of nifedipine on the twitch response in the 
isolated mouse vas deferens

Nifedipine was dissolved in DMSO. Each point is presented 
as a mean ± S.E. of 4-5 experiments.

Fig. 4   Effect of papaverine and atropine on the twitch 
response in the isolated mouse vas deferens

Papaverine hydrochloride and atropine sulfate were dissolved 
in distilled water. Each point is presented as a mean ± S.E. of 
4-6 experiments.

Fig. 5   Effect of adenosine on the twitch response in the 
isolated mouse vas deferens

Adenosine was dissolved in DMSO. Each point is presented 
as a mean ± S.E. of 3-4 experiments.

Fig. 7   Effect of methyl gallate and pyrogallol on the twitch 
response in the isolated mouse vas deferens

Methyl gallate and pyrogalol were dissolved in DMSO. Each 
point is presented as a mean ± S.E. of 4 experiments.

Fig. 6   Effect of tannic acid and gallic acid on the twitch 
response in the isolated mouse vas deferens

Tannic acid and gallic acid were dissolved in DMSO. Each 
point is presented as a mean ± S.E. of 4 experiments.

Fig. 8   Effect of methyl gallate on the twitch response and the 
basal contraction in the isolated mouse vas deferens

Methyl gallate was dissolved in DMSO and was added to the 
bath at the point indicated. Electrical stimulation (1 msec, 0.1 
Hz) was stopped at the point indicated.

Nifedipine

Control 

0.3 μM

0.03μM

0.1μM

AtropineA B

10 μM
Control

Papaverine 

10 μM

3 μM

Control

1 μM

Adenosine

Control 

3 μg/mL

0.3μg/mL

1μg/mL

Gallic acidA B

30 μg/mL

Control

10μg/mL

3μg/mL

Control

1μg/mL

Tannic acid

Methyl Gallate PyrogallolA B

100 μg/mL

Control

30μg/mL

10 μg/mL

Control

3μg/mL
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100μg/mLでtwitch収縮抑制作用を示し（Fig. 10B），最
大抑制率は41.8％であった．安息香酸によるtwitch収縮抑
制作用は，時間経過で徐々に減弱し，60分までにほぼ消
失した．

シャクヤクの主要成分であるペオニフロリン（100μg/
mL）及びアルビフロリン（30μg/mL）は，マウス精管
の電気刺激によるtwitch収縮反応に対して抑制作用を示さ
なかった．

考　　　察

マウス精管では，交感神経の終末部からノルアドレナ
リンとATPが遊離し，twitch収縮反応が生じるとされて

いる12）．マウス精管実験で使用している電気刺激条件で
は，twitch収縮反応が，活動電位の発生・伝導を抑制する
高選択的Na＋チャネルブロッカーであるテトロドトキシン
の低濃度適用によって完全に抑制されることがわかって
おり14），神経刺激性の収縮反応といえる．twitch収縮抑制
作用（電気刺激収縮抑制作用）がみられた場合は，神経
伝達機構や平滑筋収縮機構における抑制があると考えら
れる．

マウスの精管は，モルモットの回腸と同様に，神経終
末上に神経伝達物質の遊離を抑制性に調節する受容体と
してオピオイド受容体，α 2 -アドレナリン受容体，A 1 -ア
デノシン受容体が存在し，各受容体活性薬によって電気刺
激によるtwitch収縮が抑制されることが知られている12，13）．

Methyl Gallate PyrogallolA B

A B

100 μg/mL

Control

30μg/mL

100 μg/mL
Control

Paeonol Benzoic acid

A B

100 μg/mL

Control
30 μg/mL
Control

Paeoniflorin Albiflorin

Fig. 9   Effect of methyl gallate and pyrogallol on the basal contraction in the electrically stimulated mouse vas deferens
Methyl gallate and pyrogallol were dissolved in DMSO. Each point is presented as a mean ± S.E. of 4 experiments. A: Control(○); 
methyl gallate at 30 μg/mL(▲) or 100 μg/mL(◆).  B: Control(○); pyrogallol at 3 μg/mL(▲) or 10 μg/mL(◆).

Fig. 10   Effect of paeonol and benzoic acid on the twitch response in the isolated mouse vas deferens
Paeonol and benzoic acid were dissolved in DMSO. Each point is presented as a mean ± S.E. of 3-5 experiments.

Fig. 11   Effect of paeoniflorin and albiflorin on the twitch response in the isolated mouse vas deferens
Paeoniflorin and albiflorin were dissolved in DMSO. Each point is presented as a mean ± S.E. of 4 experiments.
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マウスの精管とモルモットの回腸を用いた電気刺激収縮
実験は，モルヒネなどの麻薬性鎮痛薬の検定に繁用され
ている12）．

止瀉薬のロペラミドは，モルヒネ様薬物であるが，中
枢作用を欠いた，安全域の広い，強力な止瀉薬とされて
いる16）．ロペラミドがマウス精管での電気刺激収縮を抑制
することは報告があり17），今回の実験においても，ロペラ
ミドは低濃度で強い電気刺激収縮抑制作用を示し，オピ
オイド受容体遮断薬であるナロキソンで拮抗された．

ニフェジピンは，Ｌ型カルシウムチャネル遮断薬で血
管拡張薬である．ニフェジピンは，低濃度で電気刺激収
縮抑制作用を示したことから，カルシウム拮抗剤様の作
用物質の評価にも使える評価系であると思われる．

非特異的な鎮痙薬であるパパベリンは，強い電気刺激
収縮抑制作用を示したことから，パパベリン様の平滑筋
弛緩物質の評価に使える評価系であると思われる．

アトロピンは，抗アセチルコリン作用に基づく鎮痙薬
である．アトロピンはマウス精管で電気刺激収縮抑制作
用を示さなかった．マウス精管実験では，抗コリン性の
鎮痙薬は検出されないことが確認された．

シャクヤク成分の一つで，食品添加物として酸化防止
剤の用途のある没食子酸は18），以前の検討で，低濃度で電
気刺激収縮抑制作用がみられている14）．今回，IC50値を求
めるために，1μg/mLと3μg/mLの 2 つの濃度で作用を
検討した．以前と同様に14），低濃度において作用発現が遅
く，徐々に進行する電気刺激収縮抑制作用がみられた．

ガロタンニンは，加水分解によって生成するフェノー
ルカルボン酸が没食子酸のみのタンニン群であり，その
中でガロイルグルコース類が最も広く分布しているとさ
れている 7 ）．医薬品等で広く使用されるタンニン酸は，ガ
ロタンニン（混合物）であり 7 ， 8 ），蛋白を凝固し，収れ
ん作用によって，局所の保護や抗炎症作用を示すとされ
ている 1 ）．以前の検討で，シャクヤク中のガロタンニン類
の 1 種であるペンタガロイルグルコースに電気刺激収縮
抑制作用がみられている14）．今回，タンニン酸を用いて作
用を検討したところ，電気刺激収縮抑制作用がみられた．

シャクヤクの主なタンニンは，ガロイルグルコース類
であり 8 ），ペンタガロイルグルコースを基本骨格とし，さ
らに没食子酸が結合した分子量の大きいガロタンニンな
ども存在しているとされている 6 ， 8 ， 9 ）．タンニン酸に電
気刺激収縮抑制作用がみられたことから，シャクヤク中
のガロタンニン類が，エキスによる電気刺激収縮抑制作
用に寄与し，蛋白質に対する非特異的な作用が関与して
いる可能性があると考えられた．

シャクヤクの50％メタノールエキス中に没食子酸メチ
ルが検出されている15）．以前の検討では，没食子酸メチル
は30μg/mLで弱い収縮抑制作用を示していたので14），今

回，IC50値を求めるために，溶媒をDMSOに変更し，没食
子酸メチルを100μg/mLに濃度を高めて作用を検討した．
興味深いことに，基線の上昇，すなわち収縮反応が観察
された．没食子酸メチルは，収縮抑制作用と収縮作用の
両方の作用を有しているものと考えられた． 

没食子酸メチルと類似の構造を有する酸化防止剤（食
品添加物）として没食子酸プロピルがある18）．ラットに経
口投与した場合，没食子酸とプロピルアルコールに加水
分解され，大部分が没食子酸のまま尿中に排泄され，一
部は腸内細菌によって脱炭酸されてピロガロールになる
ことが報告されている18）．没食子酸類の関連化合物とし
てピロガロールについても作用を検討した．ピロガロー
ルは，マウス精管実験で，電気刺激収縮抑制作用を示す
とともに，没食子酸メチルに類似した収縮反応を示した．
没食子酸メチルと比較して，反応性が高いと考えられる
ピロガロールは，低い濃度で作用が発現し，収縮作用の
発現も早いものであった．没食子酸メチルだけでなく，
没食子酸関連化合物の中には収縮性を有する物質も存在
する可能性があると推察された．なお，没食子酸メチル
の収縮作用は，栄養液の交換によって作用が減弱したこ
とから，可逆性のある収縮性反応であると考えられた．

没食子酸メチルは，投与初期の抑制と，徐々に進行す
る抑制からなる収縮抑制パターンを示した．シャクヤク
エキスの電気刺激収縮抑制作用の特徴として，発現の早
い収縮抑制と，徐々に進行する収縮抑制が観察されてい
る14）．抑制パターンの類似性から，没食子酸メチルは，あ
る程度エキスの電気刺激収縮抑制作用に寄与している可
能性があると思われる．

ペオノールは，ボタンピの主要な活性成分として知ら
れる芳香性化合物であるが 3 ），シャクヤクにも存在すると
されている 6 ）．ペオノールは，マウス精管実験において，
30μg/mLで弱い電気刺激収縮抑制作用を示した．ペオ
ノールは，50μg/mLで摘出腸管において収縮抑制作用を
示し，パパベリン様の向筋性鎮痙作用を有するとされて
いる16，17）．ペオノールによるマウス精管での電気刺激収
縮抑制作用は，パパベリン様の作用によるものかもしれ
ない．揮発性の高いペオノールは，シャクヤクの50％メ
タノールエキス中に，わずか又はほとんど検出されてい
ないことから19），エキスにみられた電気刺激収縮抑制作用
には，ペオノールは寄与していないものと考えられた．

安息香酸は，シャクヤク成分の一つであり，ペオニフ
ロリンの分子内にも安息香酸が存在している 3 ，21）．安息
香酸は，防腐剤としての効果を有し，医薬品等として用
いられている 3 ）安息香酸は，マウスの精管実験で，高濃
度で電気刺激収縮抑制作用を示した．作用発現は早いが
持続性が低い抑制作用を示した．シャクヤクエキスにみ
られる発現の早い収縮抑制の部分に一部寄与している可
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能性はあると思われる．
ペオニフロリンは，モルモット回腸の電気刺激収縮に

対する抑制作用を示さないことが報告されている11）．以前
の検討で，マウス精管の電気刺激収縮に対してもペオニ
フロリンには抑制作用はみられなかった14）．DMSO溶液と
して適用した今回も，ペオニフロリンには抑制作用はみ
られなかった．また，アルビフロリンについて検討した
ところ，電気刺激収縮抑制作用はみられなかった． 

生理活性物質であるアデノシンが存在する生薬が知ら
れている22）．以前の検討で，選択的A 1 -アデノシン受容体
活性薬であるシクロペンチルアデノシンには，持続性が
高く，強い電気刺激収縮抑制作用がみられている14）．今
回，アデノシンは低濃度で電気刺激収縮抑制作用を示し
たが，持続性はやや低いものであった．シャクヤクのモ
ルモット回腸での電気刺激収縮抑制作用については，ア
デノシン様物質の関与を否定する報告があることから11），
マウス精管でのシャクヤクの電気刺激収縮抑制作用につ
いてもアデノシンが関与していない可能性が高いと思わ
れる．

マウス精管実験での電気刺激収縮抑制作用の評価は，
非特異的鎮痙薬やカルシウム拮抗薬などの平滑筋収縮抑
制薬や神経伝達物質遊離抑制薬などを低濃度で検出でき
ることから，生薬の生物活性評価において有用な評価系
であると思われる．シャクヤク中の活性本体の検討は今
後も引き続き行う予定である．
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