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序 論 

生薬ニンジン（人参）は、ウコギ科オタネニンジン Panax ginseng C. A. Meyer の細根を除いた乾燥し

た根を基原として、第十八改正日本薬局方 1)に収載されている生薬である。しかし、中華人民共和国薬

典 2)、韓国薬局方 3)、欧州薬局方 4)、米国薬局方 5)では、ニンジンの基原としてオタネニンジンの乾燥し

た根と規定しており、細根を除く規定はない。オタネニンジンは、主に中国の吉林省、朝鮮半島および

日本では福島県、島根県と⾧野県で栽培されている 6)。漢方医学におけるニンジンの薬味薬証は、甘温、

中医学では甘、微苦、微温、薬能別分類では補気薬に分類され 6)、薬能は大補元気、腹脈固脱、補脾益

肺、生津養血、安神益智とされている 2)。ニンジンは、六君子湯や補中益気湯、十全大補湯などの漢方

方剤に配合されるだけでなく 7)、民間薬としても汎用されており、滋養強壮、疲労回復、体力回復、風

邪の予防、クオリティオブライフ (QOL) の向上、記憶能力改善など、様々な目的で使用されている 8)。

ニンジンに含まれるギンセノシド類や酸性多糖類は、抗菌、抗腫瘍、抗酸化および免疫調節作用など、

様々な薬理活性を持つことが、報告されている 9–14)。 

漢方医学、中医学を含む東アジア伝統医学では、生薬の薬効の増強や副作用を軽減することを目的と

して、生薬に対して修治（中国語では炮製）と呼ばれる加工が行われている。そのうち、生薬原料を蒸

した後に乾燥させるという「蒸製」は、新鮮なオタネニンジン根からコウジン（紅参）を調製する際に

使用される修治方法である。コウジンも日本薬局方に収載され、その基原として、オタネニンジンの根

を蒸して乾燥したものと規定し、細根を除くという規定はない 1)。日本薬局方では、ニンジンおよびコ

ウジンの品質確保のための指標成分としてギンセノシド Rg1 と Rb1 の最低含有量を規定しているが、ニ

ンジン、コウジンどちらもそれぞれ 0.1 と 0.2%以上と規定しており、その間には差はない。また、加熱

時間、使用される容器の形状などの具体的な蒸製の条件については、一切記載されていない 1)。オタネ

ニンジンの根からコウジンを調製するときは、一般的には、1.5～3 時間、蒸製するとされているが 15, 16)、

実際の市場には加工方法の異なる様々なコウジンが流通している 17)。Jin らの報告に依れば、オタネニ
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ンジン根を蒸製することにより、ギンセノシド Rg1、Rb1、Re などの含有量が減少した一方で、強い抗

炎症、神経保護作用を持つジンセノサイドである Rg3、Rg5、F2 の含量が増加することが報告されている

18–20)。それ以外にも、蒸製により酸性多糖類、総フェノール類などの含有量も増加することが報告され

ている 18)。Kim らは、マウスマクロファージ様 RAW264.7 細胞に対する分裂促進因子活性化プロテイ

ンキナーゼ（MAPK）経路を介する炎症性サイトカインであるインターロイキン（IL）-6 と腫瘍壊死因

子（TNF）-αの産生促進活性は、ニンジンエキスよりもコウジンエキスの方が強いことを示している

21)。以上のように、オタネニンジン根を蒸製することで、より強い薬理活性を示すことが認められてい

る。 

伝統医学における「気」は、生体内で機能している目に見えないエネルギーとされ、中医学ではその

役割として、推動、温煦、防御、固渋、気化作用があるとされている 22)。そのうちの防御作用は、現代

医学では免疫系を意味することが予想される。また、生体内で「気」を作る器官は、現代医学での消化

管を意味する「脾」とされている 22)。太田らは、古文献にある記載の解析から、「蒸製」の目的は生薬

の「補脾」作用を増強することであると考証した 23)。「補脾」とは、「気」を生み出す「脾」の機能を高

め、結果的に生体における「気」を活性化させることにつながる 22)。従って、「補気」により「気」の防

御作用が活性化されるならば、それは現代医学では免疫賦活作用と翻訳することができる。 

顆粒球コロニー刺激因子 (G-CSF) は、顆粒球の増殖、分化および成熟に促進し 24– 26)、がん化学療法

の副作用である発熱性好中球減少症に対する治療薬としても使用されている 27)。これまでに、G-CSF は

マウスにおいてマクロファージを腸管膜に動員することで大腸炎を改善したり 28)、マウス消化管バリア

損傷モデルに対して G-CSF がその腸陰窩と絨毛の形態を再構築して症状を改善する 29)ことが、報告さ

れている。松本らは、補中益気湯エキスや LPS で刺激した培養マウス結腸上皮由来 MCE301 細胞につ

いてマイクロアレーを用いて解析した結果、様々なサイトカイン類のうち G-CSF のみ有意に発現が増

加することを見いだした 30)。その結果を受け、筆者が所属する研究室では、補中益気湯を構成する生薬
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の１つであり、補気薬に分類されるビャクジュツのエキスが、MCE301 細胞において G-CSF の産生を

誘導する活性を持つことを明らかにした 31)。さらに筆者が所属する研究室では、蒸製により「補気」作

用が増強するとされる生薬のジオウについても検討を行い、確かに蒸製によりそのエキスの G-CSF 産

生誘導活性が増強することが報告した 23)。生薬のカンゾウは、ハチミツに生薬を浸してから炙るという

蜜炙と呼ばれる修治を施してシャカンゾウとすることで、「補気」作用が増強することが予想されるが、

確かにカンゾウのエキスの G-CSF 産生誘導活性は密炙により増強し 32)、その増強はハチミツに含まれ

るイソマルトースによることが明らかとなっている 33)。さらに、加熱したイソマルトースをマウスに経

口投与した時、腸間免疫系を担うパイエル板における各種サイトカイン類や核内因子（NF）κB のmRNA

発現が誘導された 34)。以上のことから、MCE301 細胞を用いた G-CSF 産生誘導活性試験は、伝統医学

における「補気」作用を評価できる実験系であると言える。 

そこで本研究では、以上の知見 23, 32, 33)に基づき、補気薬の代表とも言える生薬のニンジンにおいて、

蒸製してコウジンとすることにより、その「補気」作用が増強するかどうか、さらに、蒸製時間や産地

の異なるコウジンのサンプル間でその活性を比較することで、コウジンを原料とした滋養強壮剤や保健

食品を開発する際に利用できる、優良品種の選別法や至適加工条件に関する科学的なエビデンスを提供

する目的とした研究を行った。  
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本論 

 

第一章 中国吉林省産オタネニンジン蒸製産物の G-CSF 産生誘導活性 

 

2019 年 10 月、中国吉林省より新鮮なオタネニンジン根（Sample A）12 本を入手した。それらを 3 本

ずつ分け、それぞれ 0、1.5、3 および 6 時間蒸製した。乾燥させた後、側根と主根を分け、刻んだ。各

群の主根と側根の写真を Fig. 1 に示す。蒸製時間が⾧くなるほど、主根、側根ともに、表皮の色が赤く

なったことが確認できた。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 蒸製時間の異なる刻んだ側根(A)と主根の写真(B) 
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Table 1 中国産オタネニンジン根（Sample A）のエキスの抽出効率 

 蒸製時間 側根の抽出効率（％） 主根の抽出効率（％） 

 0 22.4 ± 1.3 32.8 ± 3.7 

 1.5 27.9 ± 2.5 28.3 ± 1.1 

 3 29.6 ± 1.1 27.0 ± 0.9 

 6 31.2 ± 6.7* 27.4 ± 0.7 
データは、個体数 (n = 3) あたりの平均±標準誤差を示す。  

Dunnett の多重比較検定で、*p < 0.05 vs 0 時間 (未蒸製) 群。 

 

その後、各群サンプルにつき、熱水エキスを調製し、それぞれの抽出効率を計算した。その結果、側

根において、抽出効率が蒸製時間依存性的に増加し、6 時間まで有意な変化を見出した。一方、主根で

は有意な変化は認められなかった (Table 1)。 
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Fig. 2 各種蒸製時間の異なるオタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性 

蒸製時間の異なるオタネニンジン側根 (A) および主根 (B) エキスの G-CSF 産生誘導活性。6 時間蒸製オタネニン

ジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性の濃度依存性 (C)。データは、オタネニンジン根、個体あたりの結果を 3 wells

分の平均とし、個体数 n = 3 における平均 ± 標準誤差を示した。Control 群は、培地のみで培養した 3 wells の結

果、陽性コントロールである PWM (pokeweed mitogen) 31)は、100 µg/ml 添加した培地で培養した 3 wells の結果に

おける平均±標準誤差を示した。統計処理は、Bonferroni-Dunnett の多重比較検定を行った。 **p < 0.01, ***p < 0.001 

vs control 群。 

 

得られた各群の熱水エキスを含む培地で MCE301 細胞を 24 時間培養し、培養上清中の G-CSF の量

を酵素結合免疫吸着法（ELISA）を用いて測定した。その結果、6 時間蒸製した側根サンプルで有意な

G-CSF 産生誘導活性が認められた（Fig. 2A）一方、主根では有意な活性は認められなかった（Fig. 2B）。

6 時間蒸製したサンプルでは、4 mg/ml から有意な活性を見出した。(Fig. 2C)。 
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 6 時間蒸製オタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性の出現の時間依存性を評価した。6 時間

蒸製コウジン側根エキスを含む培地で、MCE301 細胞を 6～24 時間培養し、培地中の G-CSF 量を測定

した。その結果、陽性コントロールである PWM は、6 時間の培養で有意な G-CSF 産生誘導活性の出

現が見られ、その後、培養時間を伸ばしても有意な変化は認められず、6 時間の培養でその活性が飽和

した一方で、6 時間蒸製コウジン側根エキスでは、9 時間の培養から有意な活性が出現し、24 時間後ま

で増加し続けた (Fig. 3)。 
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Fig. 3 6 時間蒸製オタネニンジン側根エキ

スの G-CSF 産生誘導活性の時間依存性 
 

６時間蒸製オタネニンジン側根エキス 4 mg/ml (グ

レー)または PWM (100 µg/ml、黒) を含む培地で、

MCE301 細胞を６、9、12 および 24 時間、培養し

た。データはサンプルを添加しなかった control 群 

(白) に対する 405 nm における吸光度の割合を平

均±標準誤差  (n = 3) 示 した。統計処理 は、

Bonferroni-Dunnett の多重比較検定を行った。*p < 

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs control 群。 
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第二章 中国吉林省産オタネニンジン側根エキスのギンセノシド類の分析 

 

オタネニンジン根には、これまで 50 種類以上のトリテルペノイドサポニンであるギンセノシド類が

発見されている 35）。それらは、ダンマラン骨格に結合する水酸基の違いにより、大きく protopanaxadiol

系と protopanaxatriol 系に分けられる。Protopanaxadiol 系にはギンセノシド Rb1、Rg3、Rd、Rc、F2、

compound K などが、protopanaxatriol 系にはギンセノシド Rg1、Rg2、Rh1 などがある。日本薬局方で

は、ニンジンの指標成分としてギンセノシド Rb1 とギンセノシド Rg1 を規定している 1）。 

トリテルペノイドサポニンの化学構造内には、疎水性の高いトリテルペノイドからなるアグリコンと

親水性の高いグルコースが含まれ、配糖体と呼ばれる化学構造をしている。新鮮なオタネニンジン根を

蒸製すると、根の pH が低下し酸性度が高まり、エーテル結合、エステル結合部が加水分解することに

より、ギンセノシド類の脱マロニル化、脱カルボキシル化、脱グリコシル化が見られる他、脱水反応も

起こる 36)。脱グリコシル化は、ダンマラン骨格における 3 または 6 位よりも、20 位において発生しや

すい 36)。 
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Fig. 4 Protopanaxatriol 系ギンセノシド類の化学構

造式および加水分解反応 
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Fig. 5 Protopanaxadiol 系ギンセノシド類の化学構造式および加水分解反応 

 

このことから、蒸製により、ギンセノシド Rg1 と Rb1 は、糖部が脱離し、より極性の低いギンセノシ
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ド類へ変換され（Fig. 4、5)、このことがニンジンよりもコウジンの方がより高い有用性を持つという、

伝統医学的知識の根拠とされている 37）。 

そこで、蒸製時間の異なるオタネニンジン側根エキス中のギンセノシド類の変化を、HPLC により分

析した。その結果、各種蒸製したオタネニンジン側根エキスに含まれるギンセノシド Rg1、Rb1 の含有

量は、いずれも日本薬局方 1)におけるコウジン、中国薬典 2)における紅参の規定を満たしていた。また、

蒸製時間が⾧くなるにつれ、ギンセノシド Rg1 の含有量が減少し、その加水産物であるギンセノシド

Rd/F1、Rg3 と、グルコース部がすべて脱離した protopanaxatriol の含有量の増加が見られた。一方、ギ

ンセノシド Rb1 の含有量は有意な変化は認められなかった。特に、他のサンプルと比較して、6 時間蒸

製コウジン側根エキスにおいて 40.0～48.0 分にかけて、いくつか新たなピークが現れた。そのうち、過

去のデータ 19, 38)と比較した結果、溶出時間 46.5 と 46.9 分に現れたピークは、それぞれギンセノシドと

Rk1 と Rg5 推定された (Fig. 6、7、8)。 
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Fig. 6 蒸製時間の異なる

オタネニンジン側根エキ

スのクロマトグラム 
HPLC 条件は、実験の部に記

す。Rg1, Rb1, Rd, F1 および

Rg3 は、それぞれギンセノシ

ド Rg1, Rb1, Rd, F1 および Rg3

である。PPT は、

protopanaxatriol である。 

Fig. 7 Ginsenoside Rg5 と Rk1 の化学構造式 
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Fig. 8 蒸製時間の異なるオタネニンジン側根エキス中のギンセノシド類含有量の変化 
データは、オタネニンジン根、個体あたりの結果を 3 wells 分の平均とし、個体数 n = 3 における平均±標準誤差を

示した。n.d.は未検出。統計処理は、Dunnett の多重比較検定を行った。*p < 0.05, **p < 0.01 vs 0 h 群。 

 



14 
 

第三章 中国吉林省産オタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性の活性成分 

 

筆者が所属する研究室では過去に行われた研究で、イソマルトースを加熱したときに出現する G-CSF

産生誘導活性の活性成分は、平均分子量が 790 kDa であるグルコース重合体から成る高分子化合物であ

った 32)。そこで、オタネニンジン側根エキスを蒸製したときに出現する G-CSF 産生誘導活性成分も、

高分子化合物が関与している可能性について検討した。 

有意な活性が認められた 6 時間蒸製オタネニンジン側根エキスを、透析により高分子画分と低分子画

分に分画した。それぞれの分画物をサイズ排除 HPLC で分析した結果、未蒸製オタネニンジン側根エキ

スと比較して、6 時間蒸製オタネニンジン側根エキスでは、5.5 分をトップとする新たなピークが出現

し、透析によりそのピークと、他のピークと分離することができた。分子量マーカーを分析した時の溶

出時間より分子量を計算した結果、5.5 分のピークの平均分子量は 758 kDa と算出された (Fig. 9)。 
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6 時間蒸製オタネニンジン側根エキス高分子画分と低分子画分、それぞれの G-CSF 産生誘導活性を

評価した。その結果、高分子画分に有意な活性を認め、6 時間蒸製オタネニンジン側根エキスの G-CSF

産生誘導活性成分は高分子画分に移行したことが確認できた一方で、低分子画分では対照群と比較して

有意に低い値が見られた（Fig. 10）。その原因として細胞毒性の可能性と考え、トリパンブルー法で高分

子画分と低分子画分、それぞれの生細胞数を測定した。その結果、高分子画分または低分子画分を含む

培地で処理した時の対照群に対する生細胞数の割合は、それぞれ 116%と 78%であった。 

Fig. 9 未蒸製、6 時間蒸製オタ

ネニンジン側根エキスおよびそ

の分画物のクロマトグラム 
 

(A) 未蒸製オタネニンジン側根のエ

キス、(B) 6 時間蒸製オタネニンジン

側根エキス、(C) 6 時間蒸製オタネ

ニンジン側根エキスの高分子画分、

(D) 6 時間蒸製オタネニンジン側根

エキスの低分子画分、それぞれをサ

イズ排除 HPLC により分析した。

HPLC 条件は実験の部に記載した。 
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G-CSF 産生誘導活性が、イソマルトースなどの低分子糖類が酸化重合したものである可能性につい

て検討した。未蒸製オタネニンジン側根エキスの低分子糖類の組成について HPLC による分析した結

果、フルクトース、グルコース、スクロースおよびマルトースが検出された一方で、イソマルトースは

検出限界以下であった（Fig. 11）。 

そのうち、相対的に含有量が高かったスクロースとマルトースを 6 時間蒸製し、それぞれの G-CSF

産生誘導活性を評価した。その結果、6 時間蒸製スクロースエキスは有意な活性を認められず、マルト

ースを 6 時間蒸製することで、有意な G-CSF 産生誘導活性が現れたが、その活性はごくわずかであっ

た（Fig. 12）。 

 

 

 

Fig. 10 6 時間蒸製オタネニンジン

側根エキスの透析分画物の G-CSF 産

生誘導活性 
 

６時間蒸製オタネニンジン側根エキス

の高分子画分および低分子画分（それぞ

れ元のエキス 4 mg/ml 相当量、割合は

元のエキスに対する収率を示す）または

PWM（100 µg/ml）を含む培地で、

MCE301 細胞と 24 時間培養し、培養上

清中の G-CSF 量を測定した。データは

平均±標準誤差 (n = 6)で表記した。統

計処理は、Bonferroni-Dunnett の多重

比較検定を行い、異なるアルファベット

の記号間で p < 0.05 の差がある。  
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Fig. 12 6 時間蒸製スクロースとマルトースエキスの G-CSF 産生誘導活性 
 

未蒸製、６時間蒸製スクロース（Suc）とマルトース（Mal）エキス (4 mg/ml) または PWM 

(100 µg/ml) を含む培地で、MCE301 細胞を 24 時間培養し、培養上清中の G-CSF 量を測

定した。データは平均±標準誤差 (n = 6)で表記した。統計処理は、Dunnett の多重比較

検定を行った。**p < 0.01, ***p < 0.001 vs control 群。 

Fig. 11 未蒸製オタネニンジン側根エキスの低分子糖類のクロマトグラム 
 

HPLC 条件は実験の部に記した。Fru、Glu、Suc および Mal は、それぞれフルクト

ース、グルコース、スクロース、マルトースを示す。標品の分析から、イソマルトー

スは 11.0 分に溶出するはずであったが、ピークは検出されなかった。 
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第四章 G-CSF 産生誘導活性出現におけるオタネニンジン側根の含水量および産地の差異 

 

一般的に、コウジンは新鮮なオタネニンジンの根から調製されるが、それでは年 1 回しかサンプルの

入手ができないため、研究の継続性に問題があった。そこで、中国吉林省産オタネニンジン側根（サン

プル A）の新鮮品を乾燥後、室温で保存したものを原料として、6 時間、蒸製したもののエキスを作製

し、オタネニンジン側根の新鮮品と乾燥品との間の G-CSF 産生誘導活性を比較した。その結果、オタ

ネニンジン側根を 6 時間蒸製したもののエキスは、乾燥品と新鮮品と同程度の活性が認められ、乾燥品

と新鮮品との間に差はなかった（Fig. 13）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第一章の結果では、新鮮なオタネニンジン側根を 6 時間の蒸製による有意な G-CSF 産生誘導活性が 

現れたが、飽和に達していなかったため、至適蒸製時間がそれ以上である可能性があった。しかし、吉

林省産オタネニンジン側根（Sample A）の追加入手は困難であった。そこで、⾧野県産オタネニンジン

側根（Sample D）新鮮品１ロットを、ランダムに 4 群に分け、それぞれ 0、6、9 および 12 時間蒸製し

Fig. 13 含水量の異なるオタネニンジ

ン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性 
 

含水量の異なるオタネニンジン側根エキス 

（Sample A、4 mg/ml）または PWM（100 

µg/ml）を含む培地で、MCE301 細胞を 24

時間培養し、培地上清中の G-CSF 量を測

定した。データは、オタネニンジン根、個

体あたりの結果を 5 wells 分の平均とし、個

体数 n = 3 における平均±標準誤差を示し

た。統計処理は、Bonferroni-Dunnett の多

重比較検定を行い、異なるアルファベット

の記号間で p < 0.05 の差がある。  
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た。乾燥後、約 1 cm 程度の⾧さに切断した。各群の写真を Fig. 14 に示す。吉林省産オタネニンジン側

根と同様、蒸製時間が⾧くなるほど、各群、表皮の色が赤くなったことが確認できた。未蒸製品と比較

して 6 時間蒸製品では、高い抽出効率が認められたが、それ以上の蒸製で抽出効率の増加は認められな

かった（Table 2）。 

得られた各熱水エキスを含む培地で MCE301 細胞を 24 時間培養し、培養液中の G-CSF の量を測定

した。その結果、オタネニンジン側根の G-CSF 産生誘導活性は、9 時間の蒸製時間まで時間依存的に増

加し、そこで飽和した（Fig. 15）。このことから、G-CSF 産生誘導活性を指標としたときのオタネニン

ジン側根の至適蒸製時間は、9 時間と示された。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15 蒸製時間の異なる日本産オタネニ

ンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性 
 

蒸製時間の異なる日本産オタネニンジン側根エキ

ス（Sample D、4 mg/ml）または PWM（100 µg/ml）

を含む培地で、MCE301 細胞を 24 時間培養し、培

地の G-CSF 量を測定した。データは平均±標準誤

差（n = 6）で表記した。統計処理は、Bonferroni-

Dunnett の多重比較検定を行い、異なるアルファ

ベットの記号間で p < 0.05 の差がある。  

Fig. 14 蒸製時間の異なるオタネニンジン

側根 (Sample D) の写真 
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産地による G-CSF 産生誘導活性の差を評価するため、日本でのニンジンの産地である⾧野と福島県

からオタネニンジン側根の新鮮品と乾燥品（Sample D～I、M-О）、名古屋市立大学薬学部に標本として

保管された中国産オタネニンジン側根の乾燥品（Sample B）、栃本天海堂で市販されている乾燥ヒゲニ

ンジン（Sample C）それぞれの熱水エキスを調製し、未蒸製のままでのそれぞれの G-CSF 産生誘導活

性を評価した。 

各サンプルに関する情報は Table 2 に表記した。産地の異なる未蒸製のオタネニンジン側根エキスの

抽出効率は、およそ 20％程度であった。産地の異なるオタネニンジン側根エキスは、いずれも蒸製前で

は有意な G-CSF 産生誘導活性を認められなかった（Fig. 16）。 

Table 2 オタネニンジン側根に関する情報とそれらから得たエキスの抽出効率 

Sample code 産地 状態 蒸製時間 入手元 Lot No. (年） 抽出効率(％) 

 B 中国吉林省 乾燥品 0 北京同仁堂 −（2017） 26.1 

 C 中国産 乾燥品 0 栃本天海堂 027919002 24.3 
 D 日本⾧野県 新鮮品 0 前忠 −（2021） 22.4 

 D 日本⾧野県 新鮮品 6 前忠 −（2021） 44.1 

 D 日本⾧野県 新鮮品 9 前忠 −（2021） 44.8 
 D 日本⾧野県 新鮮品 12 前忠 −（2021） 44.7 

 E 日本福島県 乾燥品 0 前忠 −（2019） 21.8 

 E 日本福島県 乾燥品 9 前忠 −（2019） 39.9 
 F 日本福島県 乾燥品 0 前忠 −（2020） 24.5 

 G 日本⾧野県 乾燥品 0 前忠 −（2013） 18.4 

 H 日本⾧野県 乾燥品 0 前忠 −（2019） 18.6 
 H 日本⾧野県 乾燥品 9 前忠 −（2019） 51.6 

 I 日本⾧野県 乾燥品 0 前忠 −（2020） 24.1 

 J 中国吉林省 乾燥品 0 前忠 93-16782 (1998） 21.7 
 J 中国吉林省 乾燥品 9 前忠 93-16782 (1998） 41.2 

 K 中国吉林省 乾燥品 0 前忠 93-25692 (2004） 17.8 

 K 中国吉林省 乾燥品 9 前忠 93-25692 (2004） 48.2 
 L 中国吉林省 乾燥品 0 前忠 93-5496 (2017） 28.6 

 L 中国吉林省 乾燥品 9 前忠 93-5496 (2017） 46.6 

 Ｍ 日本福島県 乾燥品 0 清水薬草 3618AA (2020） 24.1 
 Ｎ 日本福島県 乾燥品 0 清水薬草 36181B (2020） 21.1 

 О 日本福島県 乾燥品 0 清水薬草 2618SB (2020） 22.1 
北京同仁堂（北京）、栃本天海堂（大阪）、前忠（下市、奈良）、清水薬草（喜多方、福島）。 
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更に、大量で入手できる市販の乾燥オタネニンジン側根 (Sample C)と、乾燥オタネニンジン側根 

(Sample E、H、J–L) を、それぞれ 9 時間蒸製した。それらを乾燥させた後、熱水エキスを調製し、各

G-CSF 産生誘導活性を評価した。各サンプルでの抽出効率などに関する情報は Table 2 に表記した。 

その結果、9 時間蒸製することで Sample H と L は有意な G-CSF 産生誘導活性を見出した一方、

Sample C、E、J、K には活性の出現は認められなかった（Fig. 17）。  

Fig. 16 未蒸製の各種、産地の異なるオタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性 
 

未蒸製の各種、産地の異なるオタネニンジン側根エキス（4 mg/ml）または PWM（100 µg/ml）を含む培

地で、MCE301 細胞を 24 時間培養し、培地上清の G-CSF 放出量を測定した。データは平均±標準誤差

（n = 3）で表記した。統計処理は、Dunnett の多重比較検定を行った。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

vs control 群。 
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Fig. 17 0、9 時間蒸製の各種、産地の異なるオタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性 
 

未蒸製 (0 時間) または 9 時間蒸製の乾燥オタネニンジン側根 (Sample C) (A)または各種乾燥オタネニンジン

側根 (Sample E、H、J–L) (B) 熱水抽出エキス（4 mg/ml）または PWM（100 µg/ml）を含む培地で、

MCE301 細胞を 24 時間培養し、培地上清の G-CSF 放出量を測定した。データは平均±標準誤差（n = 6）で

表記した。統計処理は、Dunnett の多重比較検定を行った。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs control 群。 
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 以上のすべて ELISA の結果を確認するため、MCE301 細胞におけるオタネニンジン側根エキスの G-

CSF ｍRNA 発現誘導作用を評価した。蒸製時間を 9 時間に最適化された日本産オタネニンジン側根 

(Sample D) エキスを透析し、その高分子画分または PWM を含む培地で、MCE301 細胞と１、2、4 お

よび 6 時間培養し、G-CSF ｍRNA 発現量を quantitative real-time polymerase chain reaction（qRT-

PCR）で測定した。 

その結果、PWM では 1 時間の培養から有意な G-CSF ｍRNA 発現が見られた一方、9 時間蒸製オタ

ネニンジン側根エキス高分子画分は、1 時間の培養では変化せず、6 時間から有意なｍRNA 発現の誘導

が認められた（Fig. 18）。 

 

 

Fig. 18 9 時間蒸製オタネニンジン側根エキスの高分子画分による G-CSF mRNA 発現量の時間依存性 
 

9 時間蒸製オタネニンジン側根 (Sample D) エキス高分子画分（エキスとして 4 mg/ml）を含む培地で MCE301 細胞を

1、２、4 時間（A）、または 6 時間（B）培養した。また、PWM（100 µg/ml）を含む培地では、1 時間（A）または６時

間（B）培養した。細胞からｍRNA を抽出し、G-CSF ｍRNA 発現量を測定した。内部標準としてβ-actin を利用し、デ

ータはサンプルを添加しなかった control 群に対する G-CSF mRNA の割合を平均±標準誤差（n = 6）で示した。統計処

理は、Dunnett の多重比較検定を行った。**p < 0.01, ***p < 0.001 vs control 群。 
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第五章 オタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性のメカニズム 

 

近年、自然免疫において特定の分子パターンを認識する受容体の存在が次々と明らかとなり、パター

ン認識受容体（PPRs）と名付けられている。PPRs は、その特徴によって、主に分泌型、エンドサイト

ーシス型、およびシグナル伝達型に分けられている 39)。その中、マクロファージで発現している、シグ

ナル伝達型に属する Toll 様受容体（Toll-like receptors; TLRs）と、C 形レクチン受容体（C-type lectin 

receptors; CLRs）がよく知られているが、消化管上皮細胞にもその一部が発現している。TLRs は、主

に細胞膜に局在する TLR1、TLR2、TLR5 と、リソソーム膜やエンドソームに局在する TLR7、TLR8、

TLR9 が知られている 40)。また、ミエロイド系分化因子（ＭyD）88 は、TLR3 以外のすべての TLRs の

アダプター分子として動き、NF-κB や MAPKs を活性化させることで、炎症性サイトカイン/ケモカイ

ンの産生を誘導する。CLRs は、カルシウム依存的に糖類やレクチンと結合する活性を持つ 41)。多くの

CLRs は単独で細胞にシグナルを伝達することはできなく、他の PPRs と共同し、細胞内の炎症性サイ

トカインの産生を促進する 42)。そのうち代表的な CLRs として、β-グルカンを認識する Dectin-1 があ

る。Dectin-1 にβグルカンが結合すると、アダプター分子であるチロシンキナーゼ syk が活性化、さら

にその下流にあるカスパーゼ動員ドメイン含有タンパク（CARD）9 を経由して、NF-κB 経路が活性化

される 43, 44)(Fig. 18）。一方、TLR 2 と TLR9 との間には、共同作用があり、ＭyD88/NF-κB 経路を活

性化することで TNF-α、IL-10 および IL-12 など炎症性サイトカインの産生を促進する (Fig. 19)45–47)。 

加熱イソマルトースの G-CSF 産生誘導活性は、TLR2/4 に介することが明らかとなっている 33)。ま

た、本研究で陽性対象として使用している PWM は、TLR 2/9 を介して B 細胞の増殖を促進すること

が報告されている 48)。 

そこで、PPRs 阻害剤である sparstolonin B（TLR 2/4 阻害薬、50 µＭ）、TAK-242（TLR4 阻害剤、

50 mＭ）、ODN 2088（TLR9 阻害薬、10 µＭ）、laminarin（Dectin-1 阻害薬、100 µg/ml）をそれぞれ
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含む培地で 2 時間前処理した MCE301 細胞に対して、6 時間蒸製オタネニンジン側根 (Sample A) エ

キス高分子画分を含む培地でさらに 24 時間培養し、各阻害薬の作用を評価した。その結果、6 時間蒸製

オタネニンジン側根エキスの高分子画分の G-CSF 産生誘導活性は、sparstolonin B には影響を受けず、

ODN 2088 および laminarin により有意に抑制された。一方、PWM の活性は、sparstolonin B および

ODN 2088 により有意に阻害され、laminarin 影響は認められなかった (Fig. 20)。 

続いて、MCE301 細胞における TLR9 と Dectin-1 受容体 mRNA 発現を、qRT-PCR による評価し

た。陽性対照としてマウスマクロファージ由来 RAW264.7 細胞において同条件で qRT-PCR を行い、

TLR9 と Dectin-1 の CT 値の平均値を 34.2 と 28.5 と検出した一方で、MCE301 細胞では DNA の増幅

が認められなかった。 

 

Fig. 19 パターン認識受容体（PPRs）およびその阻害薬の経路模式図  
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Fig. 20 6 時間蒸製オタネニンジン側根エキス高分子画分の G-CSF 産生誘導活性に対する sparstolonin 

B (A)、ODN 2088 (B) および laminarin (C)の阻害作用 
 

ODN 2088 と laminarin を含む培地で２時間の前培養後、各阻害薬と 6 時間蒸製オタネニンジン側根 (Sample A) エキ

ス高分子画分（エキスとして 4 mg/ml）または PWM を含む培地で、MCE301 細胞を 24 時間培養した。その後、培養上

清中の G-CSF 量を測定した。データは平均±標準誤差（n = 4）で表記した。統計処理は、Bonferroni-Dunnett の多重

比較検定を行い、異なるアルファベットの記号間で p < 0.05 の差がある。  
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この時点で、６時間蒸製中国産オタネニンジン側根（Sample A）エキスをすべて使い切った。そこ

で、以降の実験は、9 時間蒸製オタネニンジン側根 (Sample D) エキス高分子画分を用いて、TLRs よ

りも下流の経路への影響を探索した。 

9 時間蒸製オタネニンジン側根エキス高分子画分を含む培地で MCE301 細胞を 6 時間共培養し、Ｍ

yD88 と NF-κB の mRNA 発現量を評価した。その結果、9 時間蒸製オタネニンジン側根エキス高分子

画分により、MyD88 mRNA では増加傾向 (p = 0.09, n = 6)、NF-κB mRNA では有意な増加が認めら

れた (p < 0.02, n = 6) (Fig. 21)。 

 

Fig. 21 9 時間蒸製オタネニンジン側根エキスの高分子画分による NF-κB (A) とＭyD88 (B) mRNA 発

現量の変化 

 

9 時間蒸製オタネニンジン側根 (Sample D) エキス高分子画分（エキスとして 4 mg/ml）または PWM（100 µg/ml）で、

MCE301 細胞と 6 時間培養した。細胞からｍRNA を抽出し、NF-κB とＭyD88 ｍRNA 発現量を測定した。データは、

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）を内部標準として、サンプルを添加しなかった control 群に対す

る NF-κB とＭyD88 の mRNA の割合を平均±標準誤差（n = 6）で示した。統計処理は、Dunnett の多重比較検定を行

った。*p < 0.05 vs control 群。 
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考 察 

本研究では、G-CSF 産生誘導作用を指標として、古代からオタネニンジンによく行われた蒸製という

修治方法の科学的な解明にエビデンスを提供した。具体的には、オタネニンジン側根を 6 時間以上蒸製

することで、新たな顕著な G-CSF 産生誘導活性が出現することが明らかとなった。一方、未蒸製オタ

ネニンジン側根においてはその活性は認められなかった。また、その活性を担う化合物は、平均分子量

758 kDa の高分子化合物であった。このことから、6 時間の蒸製により、オタネニンジン側根内に G-

CSF 産生誘導活性に寄与する新たな高分子化合物が生成したことが予想された。しかし、6 時間蒸製し

たオタネニンジン主根では、その活性の出現は認められなかった。その理由として、主根は側根と比較

して根の中心部の割合が多く、デンプンの含有量が相対的に高い一方で、根皮部に存在している低分子

化合物の含量が少ないことが影響したと推定された。デンプンは多数のグルコースがα（1→4）グリコ

シド結合により重合した天然高分子化合物であり、免疫活性に関与することは認められていない 49)。一

方、根皮部に相対的に多く存在する低分子化合物が、蒸製に伴う加熱により酸化重合し、G-CSF 産生誘

導活性に関与する高分子化合物へと変換したことが推定された。 

これまでの研究では、ニンジンと比較してコウジンは、3 倍以上の酸性多糖類を含有することが知ら

れている 35)。その酸性多糖類は、マクロファージにおける NO と H2O2 の産生誘導活性や、貪食能を賦

活する作用を持つ 50–52)。本研究で明らかになったオタネニンジン側根を 6 時間蒸製したときに生じる化

合物は、オタネニンジン側根に含まれるクエン酸などの有機酸と、単糖類、二糖類などが酸化重合する

ことにより生じる酸性多糖類である可能性が考えられた。 

ハチミツを加熱したときに出現する G-CSF 産生誘導活性を持つ高分子化合物は、それを加水分解し

たときにはグルコースのみが検出されたこと、その生成には、グルコースやグルコースの二量体である

マルトースやツラノースではなく、グルコース二分子がα（1→6）結合で結合したイソマルトースであ

ることが明らかになっている 33)。そこで、オタネニンジン側根においても、イソマルトースが蒸製した
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ときの G-CSF 産生誘導活性出現に寄与した可能性を検討したが、分析の結果、オタネニンジン側根か

らイソマルトースは検出されなかった。イソマルトースを加熱したときに有意な活性が現れるのは、

150℃で 4 時間、180℃で 30 分、200℃で 15 分であった 33)が、実際に 100℃の蒸製を 6 時間行っても活

性は出現しなかった (各群の吸光度は、control 群、0.52 ± 0.01；６時間蒸製イソマルトース処理群, 0.52 

± 0.01 (p > 0.05 vs control 群)；PWM 群、0.93 ± 0.06 (p < 0.001 vs control 群；Dunnet の多重検定に

より統計処理)。また、検出された低分子糖類のうち相対的に含有量が高かったマルトースを 6 時間蒸

製したとき、僅かに有意な活性を示したが、オタネニンジン側根エキスの活性を説明できるほどの力価

はなかった。このことから、6 時間蒸製オタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性を担う化合物

は、マルトースなどの低分子多糖類と、クエン酸などの酸性化合物が酸化重合することにより生じた高

分子化合物によると推定された。 

  生薬は天然由来医薬品であるため、その品質におけるバラツキは必然である。さらには、同じ天然素

材を原料とする食品と比較して薬効を謳うことが出来る分、価格を高く設定できる一方で、一般人はそ

の品質を正しく評価できないことから、偽物や粗悪品が流通しやすい。このことから、医薬品規制当局

としては、薬局方などにおいて生薬の品質を一定に確保すること重要となる。 

本研究では中国産、日本産それぞれのオタネニンジン側根を 12 ロット収集し、未蒸製のままでそれ

らの G-CSF 産生誘導活性を評価した。その結果、未蒸製の側根ではすべてのサンプルにおいて有意な

活性は認められなかった。この時、いくつかのサンプルでは control 群より低い活性を示したが、その

理由は後述するギンセノシド類による細胞毒性によるものと予想される。 

オタネニンジン根の蒸製は、通常は新鮮品を原料にして行われる。そこで、2019 年に中国吉林省を訪

問してオタネニンジン根を採取して実験材料として使用し、側根を 6 時間蒸製することにより有意な G-

CSF 産生誘導活性が出現することを見出したが、6 時間の蒸製で活性出現が飽和するかどうかは不明で

あった。しかし、追加の実験を行うにも、COVID-19 の感染拡大に伴い、追加サンプルの再採取のため
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に中国現地へ行くことが出来なった。そこで、日本産のオタネニンジン側根の新鮮品を入手して、さら

に⾧い時間の蒸製を行い、9 時間の蒸製で G-CSF 産生誘導活性の出現が飽和することが明らかとなっ

たことから、至適蒸製時間は 9 時間であることが示された。伝統的には、生薬を蒸製するときには、蒸

製した後に乾燥させる（晒す）ことを９回繰り返す「九蒸九晒」と呼ばれる方法が至適であることが本

草書に記載されている 53)。しかし、時間を正確に記述することが出来なかった古代の本草書では、蒸製

時間についての記載がない。オタネニンジンの根からコウジンを調製するときは、一般的には、1.5～3

時間、蒸製するとされ 15)、1934 年に日本の生薬学者が旧満州国を調査したときの取材では 2 時間であ

ったという調査報告がある 16)。また、2019 年にサンプルを入手するために吉林省を訪問したときのオ

タネニンジン根の加工業者での蒸製時間は 1.5 時間であった。従って、１回あたり 1.5～3 時間であれ

ば、「九蒸九晒」を行えば、正味の蒸製時間は 13.5～27 時間となり、上述した至適蒸製時間の 9 時間と

比較すると過剰となる可能性がある。今回、9 時間の蒸製時間として最適化したときのサンプルは、2020

年に入手した日本産オタネニンジンの根の側根であった。前述したように、オタネニンジン根の品質の

バラツキを考慮すると、やや過剰となるように蒸製時間を設定した方が、最終的に得られる修治された

生薬の品質が安定すると予想され、古代の医師、薬師の経験が「九蒸九晒」という蒸製方法に反映され

たものと考えられる。 

産地別のオタネニンジン側根を至適蒸製時間 9 時間で蒸製することで現れた G-CSF 産生誘導活性は

大きなバラつきを見出した。その中で、日本⾧野県産 Sample D と H は、6 時間蒸製からでも有意な活

性が出現したことから、他のサンプルよりも品質が高い可能性はある。また、採取年が 1998 年、2004

年および 2017 年と異なる中国吉林省産 Sample J、K、L では、2017 年の Sample L だけ、9 時間蒸製で

有意な活性が出現した。このことから、乾燥オタネニンジン側根を蒸製する時は、乾燥品でも保存期間

が短いものほど蒸製による活性が出現しやすい、すなわち、乾燥状態でも⾧期間の保管の間に、本活性

の出現に寄与する成分が分解・変性する可能性が考えられた。一方、福島県産 Sample E は 2019 年に収
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穫されたものであるが、蒸製により活性が出現した吉林省 2017 年産の Sample L よりも新しいにもかか

わらず、活性は出現しなかった。これらのことから、乾燥品においては、産地の違いによっても本活性

の出現しやすさが異なる可能性も考えられた。コウジンを生産するときは基本的に新鮮なオタネニンジ

ンの根を原料とするが、本研究では新鮮品は吉林産、⾧野県産でそれぞれ１ロットずつしか入手出来な

かったものの、いずれも蒸製により活性が出現したことから、コウジンを生産するときに乾燥オタネニ

ンジン根を原料として使用しない理由として、乾燥による本活性の出現の減弱または消失の可能性を回

避するためと推測される。今後、さらに産地別、ロット別の新鮮品を入手して、その仮説を検証できる

ことを期待したい。 

蒸製オタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性は、TLR2 または TLR4 に対する阻害薬であ

る sparstolonin B では阻害されず、TLR9 に対する阻害剤である ODN 2088 により部分的に、Dectin-1

に対する阻害薬である laminarin により完全に阻害された。また、本研究で陽性対照として使用した

PWM の G-CSF 産生誘導活性も、ODN 2088 により部分的に有意に阻害された。以上のことから、蒸

製オタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性は、TLR9 および Dectin-1 を介して発現すること

が予想された。しかし、qRT-PCR による結果では、MCE301 細胞においては TLR9 と Dectin-1 mRNA

は検出されなかった。 

一方、TLR9 に対する阻害薬として使用した ODN 2088 は、MCE301 細胞に対して単独で作用させ

たときに、対象群と比較して僅かではあったが有意な G-CSF 産生誘導活性が見られた。ODN 2088 の

分子量は 4,874 であり、本化合物も細胞膜を透過しやすいとは言いにくい分子サイズであることから、

本化合物は TLR9 に直接リガンドとして作用したのではなく、他の細胞膜上に発現している PPRs に対

して作用し、そのシグナル伝達経路を介して TLR9 を阻害する可能性が推定された。Dectin-1 に対する

阻害薬として使用した laminarin は、昆布などの海藻に含まれるβ-グルカンであり、β-1, 3 結合により

重合したグルコースの主鎖に、β-1, 6 結合により重合したグルコース側鎖が枝分れ含まれる構造を持つ
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こと 54)、また、薬理活性として抗酸化、抗腫瘍作用などを持つことが知られている 55, 56)。Laminarin は

Dectin-1 にリガンドとして結合し、他のアゴニストの結合を競合的に阻害することが明らかになってい

る 57)が、他の PPRs に対する阻害活性については報告がなく、その Dectin-1 に対する結合の選択性は

不明である。このことから、蒸製オタネニンジン側根エキスの G-CSF 産生誘導活性は、ODN 2088 お

よび laminarin に阻害される、未知な PPRs を介し、C 型レクチン受容体ファミリーに属する Dectin-2

や CLEC-2 などに介する可能性が推定される。ギンセノシド類は、オタネニンジン根に含まれるトリテ

ルペノイドサポニンであり、そのうちギンセノシド Rg1 と Rh3 は、NF-κB 経路に介する炎症性サイト

カインの産生に対する抑制作用を持つことが報告されている 9, 10)。本研究では、オタネニンジン側根エ

キスから、6 種のギンセノシド類が検出された。蒸製によりギンセノシド Rg1 の含量が低下し、ギンセ

ノシド Rg3、Rd および F1 の含量が増加した一方で、ギンセノシド Rb1 の含量は蒸製してもほぼ変化し

なかった。６時間蒸製オタネニンジン側根エキスでは、より蒸製時間の短いオタネニンジン側根エキス

と比較して、ギンセノシド Rg3 の脱水産物であるギンセノシド Rg5 と Rk1 と推定されるピークを検出し

たことから、蒸製によりギンセノシド類の加水分解反応と脱水反応が進んだことが推定された。ギンセ

ノシド Rb1 の加水分解産物であるギンセノシド Rg3 の含量が蒸製により増加したにもかかわらず、ギン

セノシド Rb1 の含量が変化しなかった理由は、マロニルギンセノシド Rb1 からギンセノシド Rb1 への加

水分解反応と、ギンセノシド Rb1 から他のギンセノシド類への加水分解反応とが、平衡関係となってい

たことが推定された。近年の研究の結果、微量でマイナーとされるギンセノシドであるギンセノシド Rg5、

Rg3 および F1 は、オタネニンジン根にもともと多く含むギンセノシド Rg1 と Rb1 と比較してより強い抗

腫瘍作用、抗炎症作用および抗酸化作用などの薬理活性を示すことが明らかになっており 20, 38)、オタネ

ニンジン根を蒸製することにより薬理活性が増強することの根拠と考えられている。しかし、それらマ

イナーなギンセノシド類の含有量は非常に低く、蒸製オタネニンジン根の薬理活性全体に寄与する可能

性は大きくないと考える。本研究で得られた平均分子量 758 kDa の高分子化合物が、マクロファージ貪
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食能賦活活性を持つ酸性多糖類 49)と同じであるかどうかは不明であるが、オタネニンジン側根の蒸製に

より生じる高分子化合物の免疫系に対する賦活作用は、伝統医学における修治の目的を説明するものと

考える。今後の、G-CSF 産生誘導活性以外の免疫賦活作用を評価できる実験系と統合的に判断を期待し

たい。 

 第十八改正日本薬局方 1)では、ニンジンの基原を「オタネニンジンの細根を除いた根を乾燥したもの」

と定義しているが、コウジンの基原は「オタネニンジンの根を蒸して乾燥したもの」としている。すな

わち、日本で流通する生薬のニンジンの原料としてオタネニンジンの側根は使用できないが、生薬のコ

ウジンではオタネニンジンの側根を使用できることになる。本研究では、生薬ニンジンの原料としては

利用できないオタネニンジン側根について、蒸製することにより有用性を高め、かつ日本薬局方に適合

する生薬コウジンの原料として利用できることを見出した。本研究で得られた知見は、蒸製オタネニン

ジン側根をコウジンとして医薬品および漢方製剤の原料として利用するための基礎的エビデンスを提

供するものであり、多いに応用が可能であると考える。 
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結 論 

 

オタネニンジン側根を 6 時間以上蒸すことで、蒸製時間依存的に MCE301 細胞における有意な G-

CSF 産生誘導活性が出現した。本活性はオタネニンジン主根では出現せず、また、側根での蒸製時間は

9 時間が最適であった。 

蒸製により出現した G-CSF 産生誘導活性を担う成分は、平均分子量が 758kDa である高分子化合物

であり、ODN 2088 および laminarin により阻害される未知の受容体を介し、その下流の MyD88/NF-

κB 経路を経由する可能性が示唆された。 

オタネニンジン側根を蒸製することによる本活性の出現は、新鮮品を使う限りではオタネニンジン側

根中の水分や、中国産・日本産の差はなかったが、乾燥品を原料とするときには、産地や保管期間の違

いに応じて、活性の出現が減弱または消失する可能性があった。コウジンを生産するときに、オタネニ

ンジン根の乾燥品ではなく新鮮品を原料とする慣習には、合理的な理由があると考えられた。 
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実験の部 

 

【試薬類】 

ギンセノシド Rg1、Rb1、F1、Rd と protopanaxatriol は成都普菲德生物科技有限公司（成都、四川、中

国）より、ギンセノシド Rh1、Rd、F2、Rg3、Rh2、compound K は四川省成都维克奇生物科技有限公司

（成都、四川、中国)より購入した。グルコース、スクロースは富士フイルム和光純薬（大阪）、フルク

トース、マルトースはナカライテスク（京都)、イソマルトースは東京化成（東京）より購入した。ヨウ

シュヤマゴボウ由来レクチン (pokeweed mitogen、PWM)、ドイツ規格協会承認標準デキストラン（分

子量 668 kDa）、Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)、Ham’s F-12 培地、ウシ胎児血清（FBS)、

ト リ プ シ ン 、 azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid diammonium salt) (ABTS) 溶 液 と

sparstolonin B、laminarin は、Sigma-Aldrich (St. Louis、MO、USA)から購入した。ペニシリン・スト

レプトマイシン混合溶液とトリパンブルーは、ナカライテスク（京都）から購入した。ヒドロキシエチ

ルデンプン（分子量 1.27 mDa と 2.46 mDa）は、PSS Polymer Standards Service GmbH (Mainz、Germany) 

から購入した。Spectra/Por 透析膜 (カットオフ分子量 1.2–1.4 万) は、Spectrum Laboratories (Bridgend、

UK) から購入した。ウサギ抗 G-CSF 抗体は、Boster Biological Technology (Pleasanton、CA、USA) か

ら購入した。ペルオキシダーゼ標識ロバ抗ウサギ IgG 抗体 は、Jackson Immuno Research Laboratories 

(West Grove、PA、USA) から購入した。Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution は、東洋

紡（大阪）から購入した。ODN2088 は、Hycult Biotech (Wayne、PA、USA) から購入した。ブロック

エースは、DS ファーマバイオメディカル (京都)から購入した。 

 

【ニンジンの修治および熱水エキスの調製】 

2019 年 10 月、12 本の新鮮なオタネニンジン根（Sample A）を、吉林省裕盛中药材有限公司（白山、

吉林、中国）より入手した。それらを無作為で 3 本ごとに群分けし、それぞれ 100℃で 0、1.5、3 およ
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び 6 時間、アルミ鍋にて蒸製した。その後、2 日間 50℃で乾燥させ、主根と側根（ヒゲニンジン）を分

け、主根は 0.5 cm 角、側根は 1 cm 程度の⾧さに切断した。そのうち、蒸製しなかった側根の乾燥品の

一部分を、別に 100℃、6 時間、蒸製し、同様に乾燥させた。 

新鮮な⾧野県産オタネニンジン側根（Sample D）１ロットを、前忠（下市、奈良)より入手した。そ

れらを無作為で 4 群に分けた。１日目、そのうちの 3 群を、100℃で 6 時間、アルミ鍋にて蒸製した。

２日目、そのうちの 2 群をさらに 3 または 6 時間、蒸製した。以上の操作により、6、9 および 12 時間、

蒸製したオタネニンジン側根を調製した。その後、蒸製しなかったサンプルとともに、2 日間 50℃で乾

燥させた。 

各種オタネニンジン根由来サンプル（1 g、Table 2）を、50 ml のイオン交換水で 30 分間、沸騰させ、

油こし紙（セリア、大垣）でろ過後、ろ液を凍結乾燥することにより、各サンプルの熱水エキスを得た。

各種オタネニンジン根サンプルの抽出効率は、元のオタネニンジン根の乾燥重量に対するエキス重量の

割合として算出した。乾燥エキスをイオン交換水で 100 mg/ml の濃度に調製し、–20℃で保存した。 

スクロース、マルトースおよびイソマルトースは、ガラス試験管底部に 50 mg ずつ入れ、100℃、6 時

間蒸し、同様に乾燥させ、イオン交換水で 100 mg/ml の濃度に調製し、–20℃で保存した。 

 

【細胞培養】 

マウス結腸上皮細胞 MCE301 細胞は、富山大学生命科学先端研究センター 田渕 圭章 教授より共用

されたものを使用した。その細胞の培養は、10％ FBS、ペニシリン（100 unit/ml）、ストレプトマイシ

ン（100 mg/ml）を添加した DMEM：Ham’s F-12 = 1：1 を培地として、5％CO2、37℃で培養した。

細胞が 9–10 割コンフルエントに達したところで、0.25％トリプシン/0.02％ETDA-2Na で 8 分間処理

し、セルスクレーパーで剥離し、継代した。 
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【G-CSF 産生誘導活性の評価方法と ELISA】 

 MCE301 細胞を 96-well plate に 4×104 cells/well となるように播種し、10％FBS と抗生物質を含む

培地で 37℃、24 時間培養した。その後、FBS-free 培地と交換し、さらに 39℃で 3 日間培養することに

より、細胞を腸上皮細胞様に分化させた。培地を吸引除去し、サンプルを含む FBS-free 培地を 100 µl/well

添加して、39℃、6~24 時間、培養した。陽性コントロールとして PWM (100 µg/ml) を使用した。そ

の後、培養上清 50 µl を新しい ELISA plate に移し、38℃で一晩、放置することで、乾固させた。各 well

をリン酸緩衝生理食塩水 (0.15 Ｍ、pH 7.4、PBS）で 5 回洗浄し、ブロックエースを各 well に添加し

て、室温で 2 時間インキュベートした。その後、Can Get Signal 溶液で希釈したウサギ抗 G-CSF IgG 

(1:500)を各 well に添加して、室温で２時間インキュベートした後、PBS で 5 回洗浄した。Can Get Signal

溶液で希釈したペルオキシダーゼ標識ロバ抗ウサギ IgG（1:2000）を各 well に添加して、室温でさらに

２時間インキュベートした後、PBS で 5 回洗浄した。ABTS を発色剤として、405 nm の吸光度を測定

した。 

 

【トリパンブルーを用いた細胞毒性の確認】 

 MCE301 細胞を 96-well plate に 4×104 cells/well となるように播種し、10％FBS と抗生物質を含む

培地で 37℃、24 時間培養した。その後、FBS-free 培地と交換して、さらに 39℃で 3 日間培養すること

により、細胞を分化させた。培地を吸引除去し、サンプルを含む FBS free 培地を 100 µl/well 添加して、

39℃、24 時間インキュベートした。サンプルを含む培地を吸引除去し、0.02％ETDA-2Na 100 µl で各

well を洗浄した。その後、0.25％トリプシン/0.02％ETDA-2Na 100 µl を加えて 3 分間、インキュベー

トし、FBS 入り培地 100 µl でトリプシンを失活させた。よくピペッティングした後、0.5%トリパンブ

ルーの PBS 溶液と同体積で混合し、TC20™ 全自動セルカウンター（Bio-rad、Hercules、CA、USA）

で生細胞率を測定した。 
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【ギンセノシド類の分析】 

0、1.5、3 および 6 時間蒸製オタネニンジン側根エキス（100 mg/ml）を、水でそれぞれ 20 倍希釈し、

15,000 rpm、7 分間遠心し、上清を以下の条件の HPLC で分析した。蒸製時間の異なる各オタネニンジ

ン側根エキスに含まれる各ギンセノシドの含有量は、各標準溶液（0.004, 0.02, 0.1, 0.5 mM）を分析し

た時のピーク面積を用いた絶対検量線法により定量した。システム、SCL-10AVP (島津製作所、京都)；

カラム、TSKgel ODS 80TS (4.6 × 250 mm) (東ソー、東京); 移動相、H2O/CH3CN、20% B（0–5 分）、

20–25% B（5–12 分）、25-40% B（12–29 分）、40% B（29–40 分）、40–80% B（40-45 分）、80–100% 

B（45-50 分）、100% B（50–65 分）、直線勾配、1 ml/分; 検出、UV 203 nm; カラム温度、40℃; 注入

量、10 µl; 溶出時間、ギンセノシド Rg1（21.7 分）、ギンセノシド Rb1（32.3 分)、ギンセノシド Rh1（34.1

分）、ギンセノシド F1（36.5 分）、ギンセノシド Rd（36.6 分）、ギンセノシド F2（40.9 分）、ギンセノシ

ド Rg3（42.6 分）、protopanaxatriol（44.9 分）、ギンセノシド Rh2（48.3 分）、compound K（47.5 分）、

protopanaxadiol (56.9 分）。 

 

【透析】 

6 または 9 時間蒸製オタネニンジン側根エキス 50 mg を水で希釈し、室温で 3 日間、透析膜を用いて

透析した。透析内液（高分子画分）と透析外液（低分子画分）をそれぞれ回収、濃縮、凍結乾燥し、6 ま

たは 9 時間蒸製オタネニンジン側根エキス 100 mg/ml に相当する水溶液を調製した。−20℃で保存し

た。 

 

【サイズ排除 HPLC】 

6 時間蒸製オタネニンジン側根エキス（100 mg/ml）を水で 25 倍希釈し、15,000 rpm、7 分間遠心し、

上清を以下の条件の HPLC で分析した。分子量マーカーによる分子量と溶出時間から指数関数で検量
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線を引き、ピークの分子量を算出した。システム、SCL-10AVP (島津)；カラム、Inertsil WP300 diol (4.6 

× 250 mm) (GL サイエンス、東京); 移動相、H2O、0.3 ml/分；検出、示差屈折率; カラム温度、40℃; 

注入量、10 µl; 溶出時間、標準デキストラン（668 kDa、6.70 分）、ヒドロキシエチルスターチ（1.27 ｍ

Da、5.15 分；2.46 ｍDa、4.71 分)。 

 

【低分子糖類の分析】 

未蒸製オタネニンジン側根エキス（100 mg/ml）を同体積の 30%アセトニトリルと混合し、15,000 rpm、

7 分間遠心し、上清を以下の条件の HPLC で分析した。システム、SCL-10AVP (島津)；カラム、Sugar-

D (4.6 × 250 mm) (ナカライテスク); 移動相、75%アセトニトリル、1 ml/分、検出、示差屈折率; カラ

ム温度、30℃; 注入量、10 µl; 溶出時間、フルクトース（3.3 分）、グルコース（6.6 分）、スクロース（9.1

分）、マルトース（10.5 分）、イソマルトース（11.0 分）。 

 

【Real-time quantitative PCR】 

MCE301 細胞から RNA を RNA Iso plus（タカラバイオ、滋賀）を用いて抽出した。RNA を RQ1 

RNase-Free DNase（Promega、Madison、WI、USA）を用いて処理し、PrimerScript RT Master Mix（タ

カラバイオ）を用いて cDNA を作製した。ターゲット遺伝子に対応するプライマー（Table 3）、SYBRTM 

Select Master Mix（Thermo Fisher Scientific, Waltham、MA、USA）を使用し、StepOneTM または

StepOnePlusTM（Applied Biosystems、Waltham、MA、USA）を用いた real-time qPCR を行った。Ct

値から-2∆∆Ct 法により、ターゲット遺伝子の mRNA 発現量を解析した。 
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【統計解析】 

すべての統計処理には Mac Statistical Analysis Ver. 3.0（エスミ、東京）を使用した。数値は平均±標

準誤差（S.E.）で示した。統計処理は、一元配置分散分析(ANOVA)を行った後、全群間比較の時

Bonferroni-Dunnett 検定、対照群と他の全群間比較の時は Dunnett 検定により評価し、危険率 5％未満

を統計学的に有意とした。 
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