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分担研究課題 漢方製剤の安全性確保に関する研究 

 

分担研究者 名城大学薬学部 教授 能勢充彦 

 

研究要旨 カンゾウやその主成分であるグリチルリチン酸（GL）の副作用である低

カリウム血症の発現頻度が高くなる要因として、①長期間の服用、②高齢者、➂女性

が挙げられている。そこで、雌性 BALB/c マウスを 80 週以上長期間飼育して加齢マ

ウスを作製し、GL あるいはカンゾウエキスを投与し、血中グリチルレチン酸（GA）

濃度について、若齢マウスと比較した。その結果、加齢マウスでは、予想に反して血

中 GA 濃度は低値を示し、その要因として腸内細菌叢による GL から GA への加水

分解効率の低下に起因することが示唆された。両マウスの盲腸内容物を用いた腸内

細菌叢のアンプリコンシーケンス解析により、加齢によって腸内細菌叢の構造が変

化していることが強く示唆された。GL の加水分解活性を有する腸内細菌叢は、GL

を連続投与することで増加することが知られており、GA の血中濃度推移は GL の単

回投与と連続投与では異なる可能性がある。今回の結果は、GL の単回投与における

血中 GA 濃度推移を検討したものであるが、これを基礎データとし、GL を連続投与

した際の血中 GA 濃度についても検討を行い、GL 投与時の血中 GA 濃度推移に及ぼ

す加齢の影響を明らかにしたいと考えている。 

 

 

A．研究目的 

 これまでに、漢方エキス製剤における副

作用発現の原因生薬として最も報告件数の

多いカンゾウに着目し、カンゾウ配合漢方

処方のうち代表的な 25 種のエキスを作製

して、グリチルリチン酸（GL）を定量し、

構成生薬の組み合わせが GL 含量へ及ぼす

影響について検討してきた。エキス中の GL

含量ならびにその抽出効率を比較検討した

ところ、エキス中の GL 含量は概ね配合甘

草量に比例する一方で、その抽出効率には

煎じ液の pH も強く影響することを明らか

にした 1)。中でも、ゴミシの配合は煎じ液の

pH を低下させ、GL の抽出効率を著しく減

少させることを見出し、その傾向は他の果

実生薬では認められないことも報告した 2)。

また、いくつかのカンゾウ配合漢方エキス

をマウスに経口投与した場合、処方によっ

ては GL 含量だけでは説明できない血中グ

リチルレチン酸（GA）濃度推移を示すこと

も報告した。 

 一般に、カンゾウならびに GL 投与によ

る低カリウム血症の発現頻度は、カンゾウ

の摂取過多、長期間投与、高齢者、女性で高
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くなるとされる。しかしながら、症例報告や

それらをまとめた文献調査によって 3 – 6) 、

そういった傾向があるとされているに過ぎ

ず、その実験科学的な検証は十分ではない。

そこで、本年度は、加齢マウスを作製し、GL

あるいはカンゾウエキスを投与した際の血

中 GA 濃度を測定し、若齢マウスの場合と

比較することを目的として検討を開始した。 

 

B．研究方法 

1．実験動物 

 実験動物として、雌性 BALB/c マウス（6

週齢、Japan SLC）を用い、80 週齢以上を

加齢マウスとするよう、名城大学薬学部実

験動物センターにて長期飼育して、適宜実

験に供した。すなわち、温度・湿度ともに制

御された SFP 環境下で、個別換気飼育（IVC）

ケージ内で飼育し、餌（MM-3、フナバシフ

ァーム）と水（RO 水）は自由摂取とした。

若齢マウスとしては、同系統マウスの 8 週

齢のものとした。尚、動物の飼育管理ならび

にすべての動物実験については、名城大学

実験動物委員会の審議・承認を経て（承認番

号：2019PE1）、同委員会の定める規定を遵

守して実施した。 

2．試薬 

 GL および GA は、名古屋市立大学薬学部

名誉教授荻原幸夫博士から供与されたもの

を用いた。血中濃度分析に用いた試薬はす

べて HPLC グレードのものを用い、それ以

外の試薬は特級のものを使用した。 

3．カンゾウエキスの調製 

 刻みカンゾウ（ツムラ、lot#F01721）2 g

を用い、600 mL の精製水を加えて、煎じ器

で約 1 時間抽出を行った。抽出液は、ろ過

後、凍結乾燥して、カンゾウエキスとした。

エキスの GL 含量については、既報のよう

に HPLC を用いて測定した。 

4．実験スケジュール 

 マウスは、18 時間絶食し、実験に供した。 

GL あるいは GA やカンゾウエキスは、精

製水に溶解あるいは懸濁して、経口投与し

た。 

投与後、結果に示す時間に、1.5%イソフ

ルラン麻酔下で採血し、室温下 30 分～60

分放置した後、3,000 rpm、15 分間の遠心

処理をして血清とした。血清は、HPLC 分

析まで、-80℃にて保存した。 

5．血中 GA 濃度の測定 

血清 200 L を 2.0 mL チューブに取り、

内 部 標 準 物 質 で あ る 2-

methylanthraquinone（MAQ）を 10 ng 添

加し、HPLC 用アセトニトリル（1,800 L）

を加えて氷上に放置し、除タンパクを行っ

た。4℃、10,000 rpm で 10 分間の遠心処理

を行い、得られた上清（1,800 L）を回収し

た。この上清を減圧乾固し、HPLC 用メタ

ノール（100L）を加えて溶解し、その 30 

L を HPLC 分析に供した。 

HPLC 分析条件は、以下のとおりである。 

カラム：COSMOSIL 5C18-AR-II（5 m、

4.6 mm I.D. × 150 mm） 

移 動 相 ： CH3CN – CH3OH – 2% 

CH3COOH = 48 : 10 : 42 

カラム温度：40℃ 

6．マウス盲腸内容物による GL 加水分解活

性の測定 

1）酵素溶液の調製 

雌性 BALB/c マウス（8 週齢、92 週齢）

を用い、盲腸内容物を採取した。盲腸内容物

は、10 倍量の各緩衝液（100 mM 酢酸緩衝

液（pH=5.6）あるいは 100 mM リン酸緩衝
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液（pH=7.0））に懸濁し、アルゴンガス存在

下で 37℃、1 時間培養した。培養後、4℃、

10,000 rpm、10 分間の遠心処理を行い、上

清をそれぞれ酵素溶液とした。 

2）酵素反応および HPLC サンプルの前処

理 

酵素溶液（200 L）に GL（10 g）を添

加し、37℃で 2 時間あるいは 24 時間反応

させた。酵素反応を 1N 塩酸（100 L）添

加により停止させ、内部標準として 2-MAQ

（50 g）を添加し、HPLC 用酢酸エチル

（500 L）で 2 回抽出を行い、上清（計 800 

L）を回収した。この上清を減圧乾固し、

残渣に HPLC 用メタノール（100 L）を加

えて溶解し、その 30 L を HPLC 分析に供

した。HPLC の分析条件は、血中 GA 濃度

測定の場合に準ずる。また、酵素溶液のタン

パク量については、BCA assay kit にて測

定した。 

7．血清生化学検査 

 雌性 BALB/c マウス（13 週齢、86－92 週

齢）を用い、18 時間絶食後、1.5%イソフル

ラン麻酔下で下大静脈より採血を行った。

血液は、室温で 30～60分放置し、3,000 rpm、

15 分間の遠心処理を行い、血清とし、-35℃

にて凍結保存した。各血清生化学検査は、オ

リエンタル酵母株式会社長浜LSLに依頼し

て測定した。 

8．盲腸内容物を用いたマウス腸内細菌叢群

集解析 

 雌性 BALB/c マウス（8 週齢、86－92 週

齢）を用い、1.5%イソフルラン麻酔下で開

腹して盲腸を摘出した。盲腸内容物を採取

して、-80℃にて凍結保存した。盲腸内の腸

内細菌叢の群集解析（アンプリコンシーケ

ンス解析）については、（株）テクノスルガ

に依頼して実施した。 

 

C．結果および考察 

1．加齢マウスと若齢マウスの血清生化学検

査結果について 

 一般に、マウスの平均寿命は 2 年（約 104

週間）程度とされることから、加齢マウスと

呼べるのは 80 週以降とされる。そこで、本

学薬学部実験動物センターにてマウスを長

期間飼育し、加齢マウスを作製した。若齢マ

ウスとして、雌性BALB/cマウス（13週齢）

を、加齢マウスとして（86－92 週齢）のマ

ウスを用い、18 時間の絶食後採血して、そ

の血清をもとに種々の血清生化学マーカー

について測定した。 

Table 1 に示すように、若齢マウスと比較

して、アルブミン値（ALB）の有意な低下

とアルカリフォスファターゼ（ALP）、乳酸

デヒドロゲナーゼ（LDH）の」有意な上昇

が観察された。血清総タンパク質（TP）も

低下傾向を示し、血清カリウム（K）や総コ

レステロール（T-CHO）の上昇傾向も観察

された。これらの変化は、ヒトで観察される

結果とよい一致を示し 7 – 9)、とく ALP の有

意に上昇や総コレステロールの上昇は女性

に認められる特徴であるため、本研究で作

製した長期飼育マウスは血清生化学的見地

からも十分に加齢マウスとして認められる

ことが明らかとなった。 

2．グリチルリチン酸（GL）投与における血

中グリチルレチン酸（GA）濃度推移につい

て 

 GL は、経口投与された後、消化管内で腸

内細菌叢による加水分解を受け、アグリコ

ンである GA として吸収されることが知ら

れている。吸収された GA は、肝臓で代謝
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を受け、3 位がグルクロン酸抱合されたグ

リチルレチン酸－3－O－モノグルクロナ

イド（グルクロン酸抱合体、3MGA）が主に

生成する。このグルクロン酸抱合 GA は、

胆汁とともに十二指腸へと排泄され、再び

腸内細菌叢による加水分解を受けて血中に

入るという腸肝循環の過程に乗ると考えら

れている。まず、この GL を投与し、若齢

マウスおよび加齢マウスにおける血中 GA

濃度推移を検討した。 

実験動物として、雌性 BALB/c マウス（8

週齢、86－88 週齢）を用い、18 時間の絶食

後、GL（100 mg/kg）を経口投与し、各時

間に 3 匹ずつのマウスから全血を採取し、

血清 GA 濃度を測定した。Fig. 1(A) に示す

ように、8週齢の若齢マウスでは、GLを 100 

mg/kg の投与量で経口投与したところ、投

与後 8 時間を Cmax とし、12 時間にもピー

クをもつ二峰性の血中 GA 濃度推移を示し

た。一方、86－88 週齢の加齢マウスにおい

ては、最初のピークが投与後 6 時間と少し

早くなるものの、同じく二峰性の経時変化

を示したが、全体的に低い血中 GA 濃度を

示した（Fig. 1(B)）。Cmaxや AUC0-48を用い

て両マウスの血中 GA 濃度推移を比較する

と、加齢マウスでは、若齢マウスのおよそ

1/3 程度となった。この傾向は、投与する GL

量を 10 mg/kg に下げても同様であった

（Fig. 2）。 

 次に、カンゾウエキスの投与においても、

同様の傾向を示すかどうか確認するため、

カンゾウエキスを GL 量に換算して 100 

mg/kg となるように投与し、加齢マウスに

おける tmaxである投与後6時間に採血して、

血中 GA 量を比較検討したところ、加齢マ

ウスではさらに低値を示すことが明らかと

なった（Fig. 3）。標準品である GL に比べ、

GA の血中濃度が低値を示すことは若齢マ

ウスでも観察されることから、カンゾウエ

キス中に存在する GL 以外の成分が GL の

消化管内における腸内細菌叢による加水分

解反応をはじめ、その後の吸収などに影響

を与える可能性が示唆され、その影響が加

齢マウスにおいてより顕著であったのでは

ないかと推察される。 

 GL およびカンゾウによる低カリウム血

症の発現頻度に影響を与えるとされた「高

齢者」というキーワードにおいて、マウスを

用いて検討したところ、予想に反して加齢

マウスでは血中 GA 濃度が低いことが明ら

かとなった。GA は血液中で、そのほとんど

がアルブミンに結合しているとされる。加

齢により、血中アルブミン量が有意に低下

することから、遊離の GA が若齢より増加

していることも想像されるが、トータルの

量が 1/3 以下となることから、遊離・非遊

離で区別しての分析は実施しなかった。 

2．グリチルレチン酸（GA）の消化管吸収に

おける加齢の影響 

 GL およびカンゾウエキス投与において、

加齢マウスの場合に血中 GA 濃度推移が低

値を示す要因としては、①腸内細菌叢によ

る加水分解反応の低下、②生成する GA の

消化管吸収の低下、➂血清アルブミン量の

低下による排泄促進などの可能性が考えら

れた。 

 そこで、GA を経口投与して、その血中

GA 濃度を若齢マウスと加齢マウスで比較

することにより、消化管吸収における加齢

の影響を検討した。 

 先と同様にして、18 時間絶食の後、GA

（10 mg/kg）を投与し、別途若齢マウスを
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用いた実験で GA 投与における tmaxが 0.75

時間であることから、投与後 0.75 時間に

GA 濃度を定量した。 

 その結果、若齢、加齢ともに同程度の血中

GA 濃度を示し、消化管吸収における加齢の

影響は少ないことが明らかとなった（Fig. 

4）。 

そこで、次にマウスの盲腸内容物を用い

て、GL の加水分解活性に及ぼす加齢の影響

を検討することとした。 

3．グリチルリチン酸（GL）の加水分解反応

に及ぼす加齢の影響 

 若齢および加齢マウスの盲腸内容物を採

取し、ヒトの糞便を用いた検討 10 – 12) から

明らかにされているGL加水分解の最適pH

である pH=5.6 の条件と一般的な腸内環境

を想定した pH=7.0 の条件で、GL の加水分

解反応における加齢の影響を検討した。 

 結果に示すように、マウスの盲腸内容物

から調製した酵素溶液においても、pH=7.0

に比べ、pH=5.6 の条件下で、GA の生成量

は高く、ヒトと類似した腸内細菌が GL の

加水分解に関わっていることが推察された。

また、反応 2 時間後において、GA の生成量

は加齢マウスでは若齢マウスの約 1/4 程度

であり、24 時間後では 1/2 に満たない程度

であることが明らかとなった（Fig. 5）。ま

た、pH=7.0 の条件下での結果も、同様の傾

向を示しており、これらの結果は加齢によ

り消化管内における GL から GA への加水

分解が低下していることを示唆している。 

また、今回用いた酵素溶液は、菌体を含ま

ず、アルゴンガスによる嫌気的条件下でコ

ンディショニングした酵素溶液として、タ

ンパク量を加味した加水分解活性としてあ

らわすことができるものとしたが、従来は

菌体を含む腸内容物存在下で反応させるこ

とが多い。そこで、内容物も存在する条件下

で反応させ、遠心処理した後、酢酸エチル抽

出をした場合と比較したところ、同程度の

GA 生成量を確認し、本手法を妥当なものと

した（data not shown）。一方で、興味深い

ことに、盲腸内容物存在下では GL の部分

加水分解物と考えられるグリチルレチン酸

3-O-モノグルクロナイド（グルクロン酸配

糖体、GAMG）は検出されないにもかかわ

らず、コンディショニングして得られた上

清を用いた本法では GAMG を検出でき、か

つ加齢マウスでは GAMG で加水分解が留

まっている可能性が明らかとなっている

（data not shown）。加齢マウスの血中には、

GAMG（3MGA）相当のピークは検出され

ておらず、いずれにしても加齢マウスで血

中 GA 濃度が若齢マウスに比べ、血中 GA

濃度が低値となった要因としては、消化管

内での GL から GA への変換が低いことに

よる影響が大きいと考えられる。 

4．マウス盲腸内腸内細菌叢に及ぼす加齢の

影響 

 若齢および加齢マウスから盲腸内容物を

採取し、それぞれ 5 検体ずつとして、腸内

細菌叢の群集解析を行った。 

 その結果、菌叢における推定される全種

数を比較した QIIME 多様性解析の結果、

若齢マウスと加齢マウスの間には有意な差

異はないことが明らかとなり、また菌叢の

均一性についても 2 群間には有意な差は観

察されなかった（Fig. 6、7）。一方、QIIME 

解析により、両群の菌叢の類似性について

検討を行ったところ、2 群間では菌叢の構

造が異なる、つまりは菌叢の種類が異なっ

ていることが明らかとなった（Fig. 8）。 
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若齢マウスと加齢マウスにおいて、それぞ

れ特異的に菌種を検出したところ、若齢マ

ウスでは Bacteroides 目などの菌種で、加

齢マウスにおいては Gemellales 目などの

菌種で特異的な腸内細菌の存在が示唆され

ている（Fig. 9）。現在のところ、腸内細菌

叢の糖質加水分解活性との関連性について

は明確ではないが、これらのシーケンスデ

ータを用いた機能予測解析が可能となって

おり、次年度に検証したいと考えている。 

D．結論 

 加齢は、カンゾウによる副作用発現の危

険因子とされる。臨床研究により、高齢者に

おける低アルブミン血症がカンゾウによる

低カリウム血症のリスクを高めることが報

告されており 13)、本研究でも加齢マウスに

おいて血清アルブミン値の低下を認めた。

加齢マウスにおける GL 投与時の血中 GA

濃度については、予想に反して若齢マウス

より低値を示し、その傾向は投与量を変え

ても、またカンゾウエキスとして投与して

も同様であった。この血中 GA 濃度の低下

要因として、血清アルブミン値の低下が GA

の代謝促進に影響した可能性も考えられる

ものの、それ以上に消化管内での GL から

GA への変換が低いことによる影響が大き

いと考えられる。すなわち、GA の消化管吸

収は両マウスで差はなく、盲腸内容物の酵

素溶液における GL 加水分解活性が加齢マ

ウスでは低下していることから、加齢マウ

スにおける血中 GA 濃度の低さは消化管内

における腸内細菌叢による加水分解活性の

低下に起因するものと推定された。先行研

究によると、GL の加水分解活性を有する腸

内細菌は、GL を連続投与することで増加す

ること（GL による腸内細菌の資化性）が示

唆されており、血中 GA 濃度推移は GL の

単回投与時と連続投与時では異なる可能性

がある。本研究の結果は、GL の単回投与に

おける血中 GA 濃度推移を検討したもので

あるが、これを基礎データとし、GL を連続

投与した際の血中 GA 濃度推移についても

検討を行い、GL 投与時の血中 GA 濃度推移

に及ぼす加齢の影響を明らかにしたいと考

えている。 
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(A) 若齢マウスにおける血中 GA 濃度推移 

 

(B) 加齢マウスにおける血中 GA 濃度推移 

 

Fig.1 グリチルリチン酸（100 mg/kg）投与における血中 GA 濃度推移 

Each point represents the Mean ± S.E.M. of 3 to 4 mice. 
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Fig.2 グリチルリチン酸の投与量を変化させたときの血中 GA 濃度 

        血中 GA 濃度は、投与後 6 時間に測定した。 

Each column represents the Mean ± S.E.M. of 3 to 4 mice. 
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Fig.3 カンゾウエキス（GL として 100 mg.kg）の経口投与時の血中 GA 濃度 

        血中 GA 濃度は、投与後 6 時間に測定した。 

Each column represents the Mean ± S.E.M. of 3 to 5 mice. 
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Fig.4 グリチルレチン酸（GA）の消化管吸収に及ぼす加齢の影響 

        血中 GA 濃度は、投与後 0.75 時間に測定した。 

Each column represents the Mean ± S.E.M. of 5 to 10 mice. 
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Fig.5 盲腸内容物によるグリチルリチン酸加水分解反応に及ぼす加齢の影響 

Each column represents the Mean ± S.E.M. of three samples. 
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Fig.6 若齢および加齢マウスの盲腸内容物を用いた腸内細菌群集解析 

（QIIME 多様性解析：菌叢の全種数） 

赤：加齢マウス、青：若齢マウス 

Each point represents the Mean ± S.E.M. of 5 mice. 
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Fig.7 若齢および加齢マウスの盲腸内容物を用いた腸内細菌群集解析 

（QIIME 多様性解析：菌叢の均一性） 

赤：加齢マウス、青：若齢マウス 

Each point represents the Mean ± S.E.M. of 5 mice. 
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Fig.8 若齢および加齢マウスの盲腸内容物を用いた腸内細菌群集解析 

（QIIME 多様性解析：菌叢の類似性） 

赤：加齢マウス、青：若齢マウス 

Each point represents the Mean ± S.E.M. of 5 mice. 
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Fig.9 若齢および加齢マウスの盲腸内容物を用いた腸内細菌群集解析 

 

 


