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Abstract

Tbstudyyeastcontaminationincrudedrugs,IinvestigatedtheBiObuldenoffbrty-threecrude

drugsandanalyzedthethermalresistanceoftheyeastscontaminatingthem・Highyeastcounts

(intheorderoflO4cfn/g)wereobservedinArtemisiaCapillarisF1owerandAsiasarumRoot．

Nocorrelationwasobservedbetweeｎａｎｙｔｗｏｏｆｔｈｅｙｅａｓｔｃｏｕｎｔ,thebacterialcountandthe

fmgalcount・Thespeciesofyeastcontaminating,in8crudedurgsweleisolated・Oftheyeast

Speciescontaminatingthesecrudedurgs,especiallythosebelongingtoRho血SPO揃伽mspecies

orRhoc！bﾉﾛﾉwmspecieswelefbundtohavehigherthermalresistancethanstandardyeaststralns・

Probablyltheywelesurvlvorsofheatingduringthecrudedrugsdryingprocess・

Inthenextstep,IisolatedBor'Ｗｉｓｃｉ"e”αａｎｄ肋samzmmyspor"mfromtheunderground

partofthefreshplantofRheumqﾉｸﾞｾﾞci"αJe,andASpelqgj肋smgerspp.,〃"ici伽伽sﾉmzaiczJ''2，

及川g"肋"mfromRhubarbonthemalket､IncubationofRhubarbextractwithauthenticA.〃ige7

resultedindecompositionofcomponentsuchassennosideAwhichwascatharSisactivemgledieⅢ
L

ofRhUbarb・OntheotherhandA.'zjgerwhichlisolateddidnotaffectedsennosideAcontent・

ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｍｏｎｇＡ．〃jge';therearevarietieswhosedecomposingactivityof

sennosideAisdifferent・Finalyllproposethatprocesslngwithfilngusmaypro血cehighqUality

Rhubarb,sinceitcanbeperfbrmedinordinarytemperature
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目的

生薬には土壌のみならず，自然界に由来する細菌や真菌などの微生物，また昆虫など，

様々な異物が付着している。肉眼で確認できる土壌や昆虫などの不純物は除去できるが，

微生物の除去は困難である。従って，生薬に適切な保管管理が行われないと，微生物によ

る変質を引き起こし，品質の低下をもたらす恐れがある。とくに真菌の中にはＡＳＰＢ増iﾉﾉ“

池w`ｓのように発ガン物質のマイコトキシンを産生する菌株も存在する。一方で，生薬の

伝統的な製薬技術である修治（加工調製）の中には麹類を用いて生薬の性質を改変させる

など，微生物を積極的に利用した生薬加工も行われている。近年，日本薬局方で生薬に付

着する菌数の上限が規制されるなど，生薬の付着微生物に関する詳細な実態調査が行われ

るようになったが，酵母についての調査例や生薬に付着する微生物が品質に及ぼす影響に

ついての検討はなされていない｡

そこで，今回，『第十四改正曰本薬局方』並びに『日本薬局方外生薬規格』に収載され

る繁用生薬43品目について，付着酵母の実態とバイオバーデンの調査をした。さらに,生

薬の調製加工時に行われる温風乾燥操作における酵母の生残特性を検討する目的で，熱抵

抗性を調査した｡また,生薬に付着する真菌類が生薬品質に及ぼす影響を検討する目的で，

ダイオウを実験材料として，含有される潟下活性物質のアントラキノン類に与える影響を

調査した。

結果

1．生薬のパイオバーデン

国内に流通する43品目に付着する細菌・かび・酵母数をmblelに示した。検出された

細菌数はウイキョウ，サイシン，ニンジンにおいてl06cfU/ｇレベル，かびはウイキョウが

l05cfU/ｇレベルであった。インチンコウ，ウイキョウ，オウバク，カンゾウ，サイシン，

ビャクジュツ，マオウ，ヨクイニンの８品目から酵母が検出され，インチンコウとサイシ

ンにl04cfU/ｇレベルの酵母が確認された。付着微生物の検出率は，細菌で100％（43/43)，

かび91％（39/43)，酵母19％（Ｍ３）であった。真菌（かび及び酵母）内のかび検出率は

酵母に比較して高い結果であった。なお，細菌・かび・酵母の付着菌量にそれぞれ相関は

認められなかった。

2．生薬に付着する酵母の実態

(1)酵母の形態観察

走査型電子顕微鏡による観察のため，分離酵母を前処理として２％グルタルアルデヒド
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溶液および1％オスミウム酸溶液に浸漬し，二重固定した。水洗，エタノール脱水，ピーブタ

ノール置換，凍結乾燥を行い，オスミウムコーティング処理後，酵母表面の形態観察を行

った。結果をFig.１に示した。いずれも球形あるいは楕円形であり，その栄養増殖形式は

多極性出芽増殖であった。

(2)酵母の同定

生薬分離酵母の同定は遺伝子解析により行った。鋳型ＤＮＡを純培養酵母からTriton

X-100を含む処理液で抽出し，l8SIRNAと5.8sIRNA間のスペーサー領域(ⅢS1）を標的

領域としたＰＣＲ反応を行った。ＰＣＲ産物は電気泳動によりバンドを確認し，その遺伝子

配列をデータベースと照合し解析した｡その結果,インチンコウからＲｈｏｄｂｍ,泌如bql7Zze，

ウイキョウからＣ〉〕lpmcoccLZsmcUg"肌オウバクからＲ/iodbqpori伽,ＭＩｚＭａｌｅ，カンゾウから

Ｏ〕lptococc川p､，サイシンからRhodO〃山脈Mcimgi"川,マオウから０WﾌZococc砥ajbi伽，

ピャクジュツからMoc2bqPoridizJmkmmc/MlOwze，ヨクイニンからＯ〕pmcocczJs

雌ＭＭＺ"伽isを同定した。

3．熱抵抗性

生薬付着酵母の湿熱処理に対する耐熱性は，Ｓｏ℃加熱処理では強いものから11頃に，

R/iodbmmJm""cimgi"Csα＞Ｒ/zodbZoMbzsjoql7ae＞Ｒ/zocZoSpori伽加βｚＭａに＞Ｒ/iodb〃、！[ｚ

ｌ""伽gilzoSaNBRCO891＞Ｒ/iodbSPoridmmkMoc/ｂｙ肋wJe＞Ｏ〕lptococc"Ｓα肋i伽＞

ＣＷﾌmcoccms随bekjS伽elzsiS＞C7〕lpZococczdssp.＞Ｑｚ"ｄｉｃｊａａ必iazJzsArCC10231＞C7〕Fﾌ加cocCzJs

mCZg"UJSであった。また，６０℃加熱処理ではＲ/lodbSpor城z"Ｍ"vjaJE＞Ｏ〕ipmcoccLosa肋ic妬＞

R/ｔｏｄｂｍｍｍｓﾉo城αe＞R/lodb〃吻加ⅢciﾉﾋZgi"Csα＞Rﾉiodbmrzumm"cikZgi"osqNBRCO891＞

CDlpmcoccLJszdZ6e励伽伽ｉｓ＞RﾉiodbqPori伽'Ｍｍｍｃ/MOwue＞ＱｚＭ血albicmsArCC10231

＞０，ipZDcoccoLssp．＞ｏ〕lpmcoccLlsmqg川の順であった。熱抵抗性はRMb5poridi"、属と

Rhod0mrMz属で強い傾向が認められた。一方，生薬付着酵母の乾熱処理に対する耐熱性は

肋odbspoMz"ＭｚＭａｌｅのみ減少傾向を示し，標準菌株およびその他の分離菌株に変化はみ

られなかった。

４生薬品質に及ぼす影響

ダイオウの新鮮株からＢｏｍ》riSci"e7℃zｚ（分離菌株Ａ，Ｂ）とl5i4sa伽moDAspolwm（分離菌

株Ｃ,Ｄ）を分離し，また,市販品からA5PeZgi伽"iger(分離菌株Ｅ)，Ｐﾋﾞｸﾞzicj伽、加"dic"、

（分離菌株F）および〃"ici伽,mWg"JCS"”(分離菌株Ｇ）を分離した。これら分離同定株

及び標準菌株のAqPergi伽"igerArCC16404，ＱＺ"｡『血α肋iaZllSArCC10Z31をダイオウの抽
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出液にそれぞれ添加し，２３℃のインキュベータに放置培養した。１週間毎に一定量の培養

液を10週目まで秤取し，検液中のsennosideA,sennidineA，アントラキノン類をＨＰＬＣで

測定した｡菌株を接種したダイオウ抽出液において，AspelgiJlzds〃jgerArcc16404では５

週間,肋αr伽αＷﾌorLJmでは８週間で,それぞれ抽出液中のsemosideAを消失させたが，

市販品ダイオウから分離したASpelgi伽"jger菌株ではsemosideAは消失しなかった。

SennosideAの分解生成物と判断されるsennidineAは,Aqpellgi伽"jgerArCCl6404株で

は９週間，また分離菌株ＥおよびＰでは８週間後にそれぞれ最大値を示した。

Rheinの量については分離菌株Ｇでは６週間,Ｃでは７週間,ASpeygi"ＪＩＳ"ige7AI℃Cl“０４

株では９週間で，分離菌株Ｂ，Ｄ，Ｅ，Ｆでは１０週間で，それぞれ最大となった。分離菌

株ＡとCmzdicZaa肋icα'zsArCC10231ではrhein含量に変化がなかった。

Emodinの量については分離菌株Ｃでは６週間，AWHgiljL`MjgerArCC16404株および分

離菌株Ｄでは８週間，分離菌株Ｂ，Ｅ，ＢＧでは10週間で最大となった。

Chrysophanolの量についてはA叩e7gj伽'zigerArCC16404株,分離菌株Ｃ,Ｄでは８週間，

B，ＥＥＧでは10週間で最大となった。

Aloecmodinの量については，分離菌株Ｇでは２週間，Ｃでは６週間，ASpelgi伽〃iger

ArCC16404株および分離菌株Ｄでは８週間，分離菌株Ｂ，ｎＦでは10週間で最大となっ

た。

まとめ

1．生薬に付着する真菌類の実態

繁用漢方生薬４３品目について，酵母を中心にバイオバーデンを調査した。酵母は生薬

43品目のうち８品目に付着していた。分離した酵母はいずれも担子菌系の酵母で，インチ

ンコウからRhodbZommslOq'7αe，ウイキョウからＯ〕lp加coccz`Ｓｍα8,2LLS，オウパクから

R/zodbSpori伽、抑viaノビ，カンゾウからODlpZococcz4sspユサイシンからModbZomm

771zJcimgj"Csα，マオウからＱ〕lpmcocc"Ｓα仏i伽，ビヤクジユツからModbqPoridf"m

lcMOc/Mlovae，ヨクイニンからＣﾚﾌPmcoccz4s〃ZM5iS伽e,zsiSを同定した。これらの酵母は

60℃でほぼ不活性化したことから，生薬の日本薬局方に準じた温風乾燥は，原材料の収穫

後間もない水分活性の高い状態であれば微生物量の減少に有効であると考えられた。

2．生薬品質に及ぼす影響

（１）ダイオウから分離された真菌のＢｏｍｚｉＳｃｉ"e７℃αおよびFi4sα血沈ｏｽﾂﾞsporOzmは，ダイ

オウの主たる溥下活性成分であるsemosideAを分解することが明らかになった。

ダイオウの潟下活性を低下させないためには，収穫後完全に乾燥するまでの間，また生
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薬の保管中に，AqPergi伽"唾Ｇ７やFt4Sar血沈o)Ｗﾌo7w"zなどの真菌被害を受けないよう水分

活性を低く維持する必要がある｡一方,古来の中国医学におけるダイオウの本質は駆癩血，

消炎，健胃などであり，これらの薬効を高め，潟下活性を低下させるために，乾燥時に強

く加熱されてきたが,加熱はジアンスロン以外の他の成分をも分解することが予測される。

真菌類によって修治すれば加工を常温で行うことができるため，加熱品とは異なった品質

のダイオウを生産できる可能性がある。

(2)ASpelgi伽'zigerのsemosideA分解能は，ArCC16404株と分離菌株で異なった。すな

わち，前者ではsennosideAを８週間で完全に分解したが,分離株では分解傾向を示さなか

った。また，ダイオウから分離した菌株がsennosideAを分解しなかった点については，微

生物の酵素の働きが異なる結果と考察した。アントラキノン配糖体および誘導体に対して

の影響は,Aqpe増i伽"igerのsemosideA分解能に見られるように,菌種間および菌株間に

差が認められた。

微生物を利用した生薬修治の検討は今後の課題であり，菌種間のみならず菌株間の特性

をも調査することにより，新たなる修治法が開発できるものと期待される。
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Fig.1.生薬から分離した酵母の電顕像

Table１.生菌数試験結果(cfu/g）
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生薬 産地 細壷 数 真菌数 酵母数 生薬 産地 細菌数 真菌数 【母数
１ 菌陳蕎 湘江 4.3×105 4.2×104 3.1×104 2２ センナ ｲﾝﾄ

●

1.3×105 2.2×104 ￣

２ 薗呑
￣￣￣

北海道 2.9×106 1.9×105 1.9×103 2３ 蘇葉 広東 4.7×104 5.8×103 ￣

３ 黄等 山東 1.2×104 8.2×102 ■l■■■■■ 2４ 大黄 四川 8.0×102 6.3×102 ￣

４ 黄柏 岩手 9.3×103 3.4×103 2.8×103 2５ 沢漕 四川 １×101 １０↓ ￣

５ 葛根 海北 1.2×103 2.5×103 ●■■■■■ 2６ 地黄 湖南 1.3×104 9×101 ￣

６ 滑石 福蓬 1.6×105 5.1×104 ■■■■■■ 大腹皮 ﾀイ 3.5×101 １０↓ ￣

７ 甘草 寧互 5.0×103 7.0×103 1.0×102 知母 河北 5.3×103 4×101 ■■■■■■

８ 桔
■

。 更 湖北 1.7×102 1.8×102 ￣ 2９ 当帰 油i江 3.5ｘ105 9×101 ￣

９ 杏
￣

■■■■ 広東 7.5×103 1.4×103 ￣ 3０ 桃仁

－
■
■ :州 2.5×103 7.5×103 ￣

1０ 荊芥
￣

)回

■
ロ
ロ 上 4.1×104 2.4×103 ￣ 3１ 人参 林 1.7×106 1.3×104 ￣

1１ 桂皮 広東 8.0×102 ４０×102 ￣ 3２ 薄荷 ■■ 二海 4.3×103 2.5×102 ￣

1２ 厚朴 四）1１ 1×101 1.0×102 ■■■■■■ 半

■
け

:州 1.6×102 １０↓ ￣

1３ 五味子 黒龍江 5.3×103 1×101 ■■|■■■■ 3４ 白フｔｌ黒龍江 3.9×105 6.0×103 2.0×103
1４ 細辛

ヨ
房 ■

林 2.7×106 3.7×104 2.6×104 3５ 白１Ｆ 漸江 6.9×104 4×101 ￣而一 山楯子 激
---
南 1.3×103 2.0×104 ￣ 3６ 荏苓 安徽 8×101 』

I● Ox104 ￣

1６ 山茱萸 河南 1.1×103 1×101 _ 3７ 剛ｉ風 内蒙古 1.6×105 1×103 ￣

1７ 山薬 河南 7.9×102 １０↓ ￣ キ :丹皮 安徽 5.1×103 3×101 ￣

1８ 苛薬 安徽 9.5×102 2×101 ■■■■I■■ 3９ ＄
■

■ 鰯 遼寧 1×101 1×101 ￣

1９ 生姜 貴州 1.8×102 1×101 ￣ 』 ０ 麻黄 内蒙古 6.5×105 3.1×104 2.2×103
2０ 石膏 山東 2.2×103 1.5×102 ￣ 。 １

●
５
■
■
■ i政仁 湖南 9×101 3×101 1×101

2１ 川芭 ﾖ本 7.3×103 2×101 ■■■■■■ ４ ２

。
■
‐
１
１
Ⅱ ｉ慣 ０ 山西 1.6×102 4×101 ￣

４ ３ 連鐘 映西 8.0×103 9.4×103 ■■■■■■



学位論文審査結果の要旨

生薬に付着する微生物の実態調査については、これまで細菌に関しては種々論議されてきたが酵母に関し

てはなかった。本研究は、生薬に付着する酵母を含む真菌類の実態および真菌類が生薬品質に与える影響を

実験科学的に証明したものである。

発表者は先ず、蘂用生薬４３品目の付着酵母の検討を行った結果、｡:yPtococc"ｓ腕czg""ｓを始めとする８

種の菌株を分離同定した｡'さらに、これらの生薬分離酵母の耐熱`性を検討し、６０℃でほぼ不活性化したこと

から、現行の日局に準じた生薬の温風乾燥は、微生物量の制御に有効であると考察した。

次いで、真菌類が生薬品質に与える影響を実験科学的に証明するため、ダイオウを実験材料として、濾下

活`性物質に与える影響を検討した。その結果、付着真菌の中に主たる潟下活性成分であるsennosideAを分

解する菌株が存在することを見出し、濾下活性を低下させないためには生薬の調製中あるいは保管中に真菌

被害を受けないようにする必要があることを示唆した。一方、ダイオウには駆お血、消炎、健胃などの薬能

もあり、これらの薬効を高め潟下活性を低下させるなど、目的に則した品質のダイオウを得るために、今後

は真菌類を利用した加工調製が期待できることを提唱した。

以上、本研究はこれまで解明されていなかった生薬付着酵母の実態を解明し、また真菌類を用いた生薬修

治という新たな方向性を提示したもので、業績は博士論文（薬学）として高く評価される。
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