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第第第第１１１１章章章章     緒論緒論緒論緒論  

 

第１節 ハナショウブについて  

 

ハナショウブはアヤメ科アヤメ（ Iris）属の植物である。アヤメ科

アヤメ属に含まれる植物は、世界で 200 余種にのぼる。その分布区

域は北半球に限られ、北緯約 20 度から 60 度くらいにかけて広く自

生している。ヨーロッパ、アフリカ、アジア、および北アメリカの

各大陸にまたがり、各所にその地の風土に適した種類が生育してい

る。とくにこのうちでハナショウブはシベリア、中国北部、日本な

どに多く産する。日本では北海道、東北関東および中部あたりから

南は鹿児島にいたるまで野生しているが、どちらかといえば北方に

多産し、関西以西には少ない。  

日本に産する種類としては、ノハナショウブ、ハナショウブ、ア

ヤメ、カキツバタ、ヒオウギアヤメとその変種キリガミネヒオウギ

アヤメ、ナスヒオウギアヤメ、さらにシャガ、ヒメシャガ、エヒメ

アヤメなどが挙げられる。そのほか、外国産の品種も数十種類存在

している。その中でハナショウブはノハナショウブの園芸種で日本

人の手によって改良されたまったくの国産種である。園芸種の中で

も改良された地域により、江戸ハナショウブ、肥後ハナショウブ、

伊勢ハナショウブと分かれており、それぞれ違った特性を持つ。ま

た、ハナショウブは、葉がショウブに似て、美しい花を咲かせるの

でハナショウブと呼ばれており、三重県の県花でもある

1 ) ,2 )
。  
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第２節 抗酸化活性の有用性について  

 

 酸素が好気性生物において必要不可欠である一方で、有害な作

用を持つことは、近年よく知られるようになった。フリーラジカル

や活性酸素が生体物質に酸化的損傷を与え、それが様々な疾病や発

癌、あるいは老化に関連していることが明らかになってきている

3 ) ,4 )
。

フリーラジカルとは、不対電子を持つ原子や分子のことで、不安定

であるため、他の原子や分子から電子を奪おうとする。また、活性

酸素は酸素から生じる、より活性の強い分子種であり、狭義の活性

酸素はスーパーオキシド（O2
・・・・－
）、ヒドロキシルラジカル（HO・・・・

）、

過酸化水素（H2O2）、および一重項酸素（
1
O2）の４種であるが、こ

のうちフリーラジカルは O2
・・・・－
と HO・・・・

のみであり、なかでも HO・・・・
は

きわめて反応性が高い。生体において酸素および活性酸素はそれ自

身がフリーラジカルであるか、もしくはフリーラジカルのおもな発

生源であり、フリーラジカル反応によってその障害性が生じる。フ

リーラジカルや活性酸素は、脂質、蛋白質、糖、DNA などを攻撃し、

脂質や糖質の酸化、蛋白質の変性、酵素の不活性化、DNA の切断、

塩基の修飾などを起こし、これにより生体膜や遺伝子の損傷が生じ、

疾病、発癌、老化につながる。したがって、これらの予防や防止に

は抗酸化作用を持つ物質が非常に有効となり、抗酸化作用を持つ物

質の探索は重要であるといえる。そして現在までに様々な抗酸化物

質が発見されたり合成されたりしている

3 ) ,5 )
。  
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第３節  抗菌活性の探索について  

 

 アヤメ科アヤメ属の中の Iris  pseudopumila という品種の地下茎な

どから、抗菌活性を持つ成分が過去に得られている

8 )
。このことから、

今回研究を進めている Iris ensata から得られた成分の抗菌活性を検

討することにした。  

抗菌剤による微生物の制御は、殺菌と抑制に分類され、前者は物

理的、化学的処理により、後者は除菌と抑制処理により評価される。

抗菌剤がある微生物に効力をもつか否かについては、試験を行わな

くてはならない。このような微生物に対する抗菌剤の効果を測定す

る方法を、一般に抗菌試験という。  

 今回抗菌試験に使用した菌体である大腸菌と黄色ブドウ球菌の特

徴を以下に述べる。  

 大腸菌は 1.1～ 1.5×2.0～ 6.0 µm のグラム陰性桿菌で、ヒトや動物の

腸管下部での常在菌であり、通常の大腸菌は大腸内の常在菌叢の一

員であるが、腸管以外の部位に侵入すると感染症を起こすことが知

られ、異所性感染と呼ばれている。また、大腸菌本来の生息場所で

ある腸管内でも、特に小腸に定着し、特別な病原因子を産生する大

腸菌（腸管病原大腸菌）は、下痢を主症状とした腸内感染症を起こ

す。  

 黄色ブドウ球菌は直径 0.8～ 1.0 µm のグラム陽性球菌でヒトの化

膿性疾患の原因菌であり、元来自然界に広く分布し、ヒトや動物の

皮膚、消化管に常在しているブドウ球菌の 1 つである。しかし、す
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べてのブドウ球菌が危篤な疾患を起こす訳ではない

6 )
。  

 今回使用するのはどちらも病原性のないもので、日本薬局方の微

生物試験法や JIS 抗菌性評価試験に使用されているものを独立行政

法人製品評価技術基盤機構（NITE）の生物遺伝資源センター（NBRC）

から分譲を受けた菌株を使用した。  
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第４節  本研究の背景  

 

 アヤメ属の中で、中央アジアや西アジアに分布する Iris tenuifolia

からいくつかのフラボノイドやイソフラボノイドが以前に単離され

ており、それらに DPPH ラジカル消去活性があることが報告されて

いる

7 )
。  

 イソフラボノイドは、あらゆる植物から報告されているわけでは

なく、いくつかの植物に限って見出されている。その中で極端にイ

ソフラボノイドの分布が集中しているのがマメ科であり、現在まで

に自然界で分離同定されたイソフラボノイドの 9 割以上がこの科の

植物から報告されている。そして次に多く報告されているのがアヤ

メ科である。なかでもアヤメ属では数種類のイソフラボノイドが分

離されている。それら化合物群は時に葉、心材、樹皮、花などから

も見出されるが、ほとんどの場合は地下部、特に根や塊茎、種子で

多く見出され、含有量も多い。アヤメ属でもほとんどが塊茎からの

報告である。そして分離されたイソフラボノイドのほとんどはアヤ

メ属で初めて分離された成分であり、明らかにマメ科のものとは異

なっている。現在までにアヤメ属植物から分離されたイソフラボノ

イドのうち、活性が証明されたものはわずか７種類のみであり、そ

の他の物質については活性の調査は行われていないが、抗菌、抗酸

化、抗腫瘍など重要な活性が認められているものもある。しかし、

日本産のアヤメ属植物についてはハナショウブ、アヤメ、カキツバ

タ、ヒオウギアヤメ、ヒメシャガ、シャガなどいずれもイソフラボ
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ノイドについての報告はなく、これらの植物にイソフラボノイドが

あるのかは分かっていない

8 )
。  
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第５節 これまでの研究と本研究の目的  

 

 これまでに著者は、日本のハナショウブである Iris  ensata の成

分と構造、機能性について研究を進めてきた

9 )
。ハナショウブの

成分の抽出を行い、DIAION HP-20 のカラムクロマトグラフィー

と高速液体クロマトグラフィー（HPLC）により分離・分取し、

化合物 3a、3b を得た（ Fig.1-1）。それらについて DPPH（ 1,1-ジフ

ェニル -2-ピクリルヒドラジル）を用いてラジカル消去活性を測定

し、抗酸化活性の検討を行った。その結果、化合物 3a、 3b のど

ちらにも抗酸化活性が認められた（ Fig.1-2）。しかし、強い抗酸

化活性を持つフラボノイドの一種であるルチンと比較したとこ

ろ、ルチンほどの強い活性は認められなかった（ Fig.1-3）。また、

質量分析や NMR による構造解析も試みたが、構造を決定するま

でには至らなかった。  

 そこで本研究では、化合物 3a、 3b の構造決定と、また、それ

以外の成分が得られないか、またその成分にどのような活性があ

るのかを検討したいと考え、ハナショウブの成分を抽出して分

離・分取し、構造解析を行うこと及び抗酸化活性の測定や他の機

能性を探索することを目的とした。  
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Fig.1-1 ハナショウブ根抽出物の DIAION HP-20 カラムの  

100%エタノール溶出画分のクロマトグラム  カラム：Develosi l  ODS-HG-5（ 8.0 mmφ ×250 mmL）  移動相：H2O /EtOH 流速： 1.0 mL/min サンプル注入量： 200 µL  検出：UV（ 254 nm）  
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0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8濃度（mg/mL）
Abs. 490 nm

3a3b

 

Fig.1-2 化合物 3a、 3b の DPPH ラジカル消去活性  【測定条件】試料 100 µL、超純水 100 µL、 0.4 mM DPPH（エタノール溶液）
50 µL 混合、20 min 室温で遮光反応、490 nm の吸光度をマイクロプレートリーダーで測定  

-0.10
0.10.20.30.4

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1濃度（mg/mL）
Abs. 490 nm

 

Fig.1-3 ルチンの DPPH ラジカル消去活性  【測定条件】 Fig.  1-2 に同じ  
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第第第第２２２２章章章章     ハナショウブハナショウブハナショウブハナショウブからのからのからのからの成分抽出成分抽出成分抽出成分抽出  

 

第１節 ハナショウブからの成分抽出  

 

 ハナショウブの根を水道水できれいに洗浄し、細かく刻んだ後、

80 ％エタノールと共に粉砕し、約 2 週間室温にて静置した。  

 デカンテーションによって根を除いた後、溶液を吸引濾過して細

かい根を除去した。  

 根から抽出した溶液をナスフラスコに入れ、エバポレーターを用

いて濃縮を行い、再度エタノールを加えて抽出した。その結果、エ

タノール可溶性画分（約 20 g）とエタノール不溶性画分（水溶性画

分）（約 110 g）に分けた。  
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第２節 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による分析  

 

 根のエタノール可溶性画分と水溶性画分を逆相高速液体クロマト

グラフィー（HPLC）によって分析を行った（ Fig.2-1、 Fig.2-2）。  
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0 5 10 15 20 25 30 35 40Retention time（min）
Abs. 254 nm

 

Fig. 2-1 根のエタノール可溶性画分のクロマトグラム  【HPLC 分析条件】  カラム：Develosi l  ODS-HG-5（ 8.0 mmφ ×250 mmL）  移動相：H2O /CH3CN 流速： 0.5 mL/min サンプル注入量： 5.0 µL  検出：UV（ 254 nm）  

15 20 25 30Retention time（min）
Abs. 254 nm

 

Fig. 2-1-1 根のエタノール可溶性画分のクロマトグラム  

（ Fig. 2-1 の保持時間 15～ 30 分部分拡大）  【HPLC 分析条件】  

Fig.  2-1 に同じ  
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0 5 10 15 20 25 30 35 40Retention time（min）
Abs. 254 nm

 

Fig. 2-2 根の水溶性画分のクロマトグラム  【HPLC 分析条件】  カラム：Develosi l  ODS-HG-5（ 8.0 mmφ ×250 mmL）  移動相：H2O /CH3CN 流速： 0.5 mL/min サンプル注入量： 5.0 µL  検出：UV（ 254 nm）  

10 15 20 25 30 35Retention time（min）
Abs. 254 nm

 
Fig. 2-2-1 根の水溶性画分のクロマトグラム  

（ Fig. 2-2 の保持時間 10～ 35 分部分拡大）  【HPLC 分析条件】  

Fig.  2-2 に同じ  
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第第第第３３３３章章章章     ハナショウブハナショウブハナショウブハナショウブ成分成分成分成分のののの分離分離分離分離・・・・分取分取分取分取  

 

第１節 カラムクロマトグラフィーによる分離・分取  

 

 DIAION HP-20 を用いた疎水性カラムクロマトグラフィーによっ

てエタノール可溶性画分の分離・分取を行った。  

 根のエタノール可溶性画分を少量のエタノールに溶解させてカラ

ム（ 41.4 mmφ ×600 mmL）にのせ、60 %、80 %、100 %エタノールを

順に流し込んで段階的に溶出させ、各溶出画分を分取した。その結

果、 60 %エタノール溶出画分を 0.38 g、 80 %エタノール溶出画分を

0.43 g、 100 %エタノール溶出画分を 2.82 g 得た。  
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第２節 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による分離・

分取  

 

 DIAION HP-20 カラムクロマトグラフィーによる分取で得た 60 %、

80 %、100 ％溶出画分を逆相カラムクロマトグラフィー（HPLC）に

よって分析をした（ Fig.3-1、 3-2、 3-3）。  

 

0 5 10 15 20 25 30Retention time（min）
Abs 254 nm 02040

6080100
120 CH3CN with 0.1% Formic acid(%)

 

 

Fig.3-1 60 %エタノール溶出画分のクロマトグラム  【HPLC 分析条件】  カラム：YMC ProC18（ 2.0 mmφ ×150 mmL）  移動相： 0.1 % Formic acid  in H2O/0.1 % Formic acid in  CH3CN 流速： 0.2 mL/min サンプル注入量： 10 µL 検出：UV（ 254 nm）  
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Fig.3-1-1 60 %エタノール溶出画分のクロマトグラム  

（ Fig.3-1 の保持時間 0～ 20 分部分拡大）  【HPLC 分析条件】  

Fig.  3-1 に同じ  

 

0 5 10 15 20 25 30Retention time ( min )
Abs 254 nm 020406080100120

C
H

3 C
N

 w
ith

 0
.1

%
 F

o
rm

ic  a
cid

 (%
)

2a 2b
 

Fig.3-2 80 %エタノール溶出画分のクロマトグラム  【HPLC 分析条件】  カラム：YMC ProC18（ 2.0 mmφ ×150 mmL）  移動相： 0.1 % Formic acid  in H2O/0.1 % Formic acid in  CH3CN 流速： 0.2 mL/min サンプル注入量： 10 µL 検出：UV（ 254 nm）  

0 5 10 15 20Retention time（min）
Abs 254 nm 02040

6080100
120 CH3CN with 0.1% Formic acid(%)1a 
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Fig.3-2-1 80 %エタノール溶出画分のクロマトグラム  

（ Fig.3-2 の保持時間 0～ 15 分部分拡大）  【HPLC 分析条件】  

Fig.  3-2 に同じ  
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Fig.3-3 100 %エタノール溶出画分のクロマトグラム  【HPLC 分析条件】  カラム：Develosi l  ODS-HG-5（ 8.0 mmφ ×250 mmL）  移動相：H2O /CH3CN 流速： 1.0 mL/min サンプル注入量： 200 µL  検出：UV（ 254 nm）  

0 2 4 6 8 10 12 14Retention time ( min )
Abs 254 nm 020406080100120

C
H

3 C
N

 w
ith

 0
.1

%
 F

o
rm

ic  a
cid

 (%
)

2a 2b 



18 
 

 
Fig.3-3-1 100 %エタノール溶出画分のクロマトグラム  

（ Fig.3-3 の保持時間 50～ 80 分部分拡大）  【HPLC 分析条件】  

Fig.  3-3 に同じ  

 

 

その結果、 60 %エタノール溶出画分で 1 つ（ Fig. 3-1-1、 1a）、 80 %

エタノール溶出画分で 2 つ（ Fig. 3-2、 2a、 2b）、 100 %エタノール溶

出画分で複数（ Fig.3-3、 3a、 3b、 3c、 3d）のピークが確認できた。  

そのうち、これまでの研究で分取を行ってきた 100 %エタノール溶

出画分をさらに分析することにした。そこで、得られた 100 %溶出画

分クロマトグラムより、化合物 3a、 3b 及び 3c、 3d の分取を行った

（ Fig.3-3）。その結果、 3a を 12.8 mg、 3b を 26.3 mg、 3c を 20.8 mg、

3d を 14.9 mg 得た。  
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第第第第４４４４章章章章     構造解析構造解析構造解析構造解析  

 

第１節 質量分析による構造解析  

  

100 %エタノール溶出画分の逆相 HPLCによる分取によって得られ

た化合物 3a、 3b、 3c、 3d について（ Fig.4-2、 4-3、 4-4、 4-5）、およ

び 80 %エタノール溶出画分（ 2a、2b）(Fig.4-1)について、HPLC/ESI-MS

を用いて質量分析を行った（ Fig.4-6、 4-7）。  
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Fig.4-1 80 %エタノール溶出画分のクロマトグラム  【HPLC 分析条件】  カラム：YMC ProC18（ 2.0 mmφ ×150 mmL）  移動相： 0.1 % Formic acid  in H2O/0.1 % Formic acid in  CH3CN 流速： 0.2 mL/min サンプル注入量： 10 µL 検出：UV（ 254 nm）  

 

 



20 
 

 

Fig.4-2 化合物 3c のマススペクトル  【ESI-MS 分析条件】  

Positive モード    サンプルは MeOH に溶解し、流速 10 µL/min で直接導入  
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Fig.4-3 化合物 3a のマススペクトル  【ESI-MS 分析条件】  

Positive モード    サンプルは MeOH に溶解し、流速 10 µL/min で直接導入  
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Fig.4-4 化合物 3b のマススペクトル  【ESI-MS 分析条件】  

Positive モード    サンプルは MeOH に溶解し、流速 10 µL/min で直接導入  
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Fig.4-5 化合物 3d のマススペクトル  【ESI-MS 分析条件】  

Positive モード    サンプルは MeOH に溶解し、流速 10 µL/min で直接導入  
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Fig.4-6 80 %エタノール溶出画分（ 2a）のマススペクトル ] 【HPLC/ESI-MS 分析条件】  

Positive モード、注入量： 10 µL（ 10 mg/mL）   サンプルは MeOH に溶解し、流速 0.2 mL/min で HPLC/ESI-MS にて測定  

LC 移動相： 0.1 % Formic acid in  H2O/0.1 % Formic acid in CH3CN、Rt=8 min 
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Fig.4-7 80 %エタノール溶出画分（ 2b）のマススペクトル  【HPLC/ESI-MS condition】  

Positive モード、注入量： 10 µL（ 10 mg/mL）   サンプルは MeOH に溶解し、流速 0.2 mL/min で HPLC/ESI-MS にて測定  

LC 移動相： 0.1 % Formic acid in  H2O/0.1 % Formic acid in CH3CN、Rt=9 min 
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第２節 NMR による構造解析  

 100 %エタノール溶出画分の逆相 HPLC による分取によって得られ

た化合物 3a、3b、3c、 3d について、溶媒 CDCl3 中で
1
H NMR を測定

した（ Fig.4-8、 4-9、 4-10、 4-11）。  

また、化合物 3b について、
1 3

C NMR、H-H COSY、DEPT、HSQC、

HMBC を測定した（ Fig. 4-12、 4-13、 4-14、 4-15、 4-16）。  
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Fig.4-8 化合物 3cの
1
H NMRスペクトル 【NMR condit ion】  溶媒：CDCl3  化合物量： 20.8 mg 積算回数： 16 
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Fig.4-9 化合物 3aの
1
H NMRスペクトル 【NMR condit ion】  溶媒：CDCl3  化合物量： 12.8 mg 積算回数： 16 
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Fig.4-10 化合物 3bの
1
H NMRスペクトル 【NMR condit ion】  溶媒：CDCl3  化合物量： 26.3 mg 積算回数： 16  
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Fig.4-11 化合物 3dの
1
H NMRスペクトル 【NMR condit ion】  溶媒：CDCl3  化合物量： 14.9 mg 積算回数： 16 
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Fig. 4-12 化合物 3b の
1 3

C NMR スペクトル  【NMR condit ion】  溶媒：CDCl3  化合物量： 26.3 mg 積算回数： 15000 
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Fig. 4-13 化合物 3b の H-H COSY 結果  【NMR condit ion】  溶媒：CDCl3  化合物量： 26.3 mg 積算回数： 4 
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Fig. 4-14 化合物 3b の DEPT 結果  【NMR condit ion】  溶媒：CDCl3  化合物量： 26.3 mg 積算回数： 1024 
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Fig. 4-15 化合物 3b の HSQC 結果  【NMR condit ion】  溶媒：CDCl3  化合物量： 26.3 mg 積算回数： 16 
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Fig. 4-16 化合物 3b の HMBC 結果  【NMR condit ion】  溶媒：CDCl3  化合物量： 26.3 mg 積算回数： 128 
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第３節 結果および考察  

  

ESI-MS および HPLC/ESI-MS の結果より、化合物 3a、 3b、 3c、 3d

および 2a、2b の分子量を推定した（Table 1）。また、
1
H NMR の結果

より、3ｂは二重結合が連なる構造、アルデヒドが部分構造として含

まれていると推定した。また、 3a、 3c、 3d の
1
H NMR のスペクトル

が 3b のスペクトルと類似していることから、 100 %エタノール溶出

画分から分取した 4 つの化合物は似たような構造をしていると考え

られる。  

 

Table 1 分取した化合物の推定分子量  

 

 

  

 

 

 

また、化合物 3b の
1
H NMR、

1 3
C NMR、DEPT、HSQC の結果より、

炭素と水素の相関を表にまとめた（Table 2）。  

 

 

 

 

化合物 推定分子量 2a 519 2b 456 3a 408 3b 518 3c 412 3d 424 
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Table 2 
1
H NMR、

1 3
C NMR、DEPT の相関一覧   entry C（ppm） DEPT H（ppm）   entry C（ppm） DEPT H（ppm） 1 11.1 CH3 1.82  25 46.4 CH 3.28 2 13.2 CH3 1.82  26 54.4 C  3 14.1 C   27 59.8 C  4 16.9 CH3 1.78  28 62.2 CH2 3.56 5 17.7 CH3 1.58  29 69.3 CH 4.59 6 22.6 C   30 73.7 CH 5.17 7 23.8 CH2 2.68  31 74.8 C  8 24.8 C   32 77 CH 7.26 9 25.7 CH3 1.75  33 99.2 CH 5.72 10 26.6 CH2 1.46  34 105.1 CH 5.18 11 27.1 CH2   35 123.9 CH 5.09 12 27.8 CH 1.31  36 124.9 CH 5.87 13 28.6 CH2   37 125.3 CH 6.43 14 29.1 CH2   38 125.6 CH  15 29.4 CH2   39 129.2 CH  16 29.7 CH2 1.25  40 129.9 CH 5.49 17 31 CH2   41 131.7 C  18 31.9 CH2   42 132.6 C  19 33.7 C   43 133 C  20 38.2 CH2 1.67  44 134 CH 6.13 21 40.2 CH2 2.09  45 137.2 C  22 42.8 CH2 1.33  46 140 C  23 42.9 CH 3.66  47 160.4 C  24 43.7 CH2    48 190.2 CH 10.2 

  

その結果、多数の炭素、メチル基を 5 つ、アルデヒドを部分構造に

もつ化合物であると推定した。また、HSQC の結果より、化合物を構

成する炭素と水素の相関は分かったものの、全体の構造はまだ解明

できていない。  
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 しかし、化合物 3b の
1 3

C NMR の結果（ Fig. 4-12）から考察すると、

20～ 60 ppm と 120 ppm 付近 140 ppm 付近にピークが見られることか

ら、コレステロールの

1 3
C NMR スペクトルのピーク（ Fig. 4-17）に

似ているように思われる。このことから、化合物 3b はステロイド系

の骨格を持つ物質ではないかと考えられる。さらに、 Iris florentina

という種からβ -シトステロールが単離されているため、ステロイド

系の物質である可能性は高いと考えられる。また、20～ 60 ppm、120

～ 140 ppm に多数のピークが検出されていることから、β -カロテン

の

1 3
C NMR のスペクトルのピーク（ Fig. 4-18）にも似ているように

思われる。このことからカロテノイド系の骨格をもつ物質ではない

かとも考えられる。今後、構造の解析を続ける必要があると思われ

る。  
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Fig. 4-17 コレステロールの
1 3

C NMR スペクトル
1 0 )  

 

 

Fig. 4-18 β -カロテンの
1 3

C NMR スペクトル
11 )  
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Fig. 4-19 コレステロール構造  

 

 

Fig. 4-20 β -シトステロール構造  

 

Fig. 4-21 β-カロテン構造 

 

 

HO 

HO 

H 

H 

H 
H 

H 

H 

H 



41 
 

第第第第５５５５章章章章     機能性機能性機能性機能性のののの探索探索探索探索  

 

第１節 DPPH ラジカル消去活性測定  

化合物 3a、 3b、 3c、 3d について、DPPH ラジカル消去活性を測定

した。  

DPPH（ 1,1-ジフェニル -2-ピクリルヒドラジル）は安定性のあるフ

リーラジカルで、エタノール中で 515 nm に強い吸収を示す。抗酸化

化合物などが結合することによって DPPH が還元されて紫色が消え、

吸収が消える。  

各化合物を 0.5、 0.4、 0.3、 0.2、 0.15、 0.1、 0.075、 0.05 mg/mL に

エタノールで調製し、そこに超純水、 0.4 mM DPPH（ in EtOH）を加

えて攪拌し、20 分間遮光静置して反応させた後、490 nm における吸

光度を測定した（ Fig.5-1）。  
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Fig.5-1 化合物 3a～ 3d の DPPH ラジカル消去活性測定  【測定条件】試料 100 µL、超純水 100 µL、 0.4 mM DPPH（エタノール溶液）
50 µL 混合、20 min 室温で遮光反応、490 nm の吸光度をマイクロプレートリーダーで測定  

 

また、ルチンについても同様に DPPH ラジカル消去活性を測定し

た（ Fig.5-2）。  

00.10.20.30.4

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6濃度（mg / mL）
吸光度　490 
nm

 

Fig.5-2 フラボノイド  ルチンの DPPH ラジカル消去活性測定  【測定条件】 Fig.  5-1 に同じ  
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第２節 抗菌活性測定  

  

化合物 3a、 3b、 3c、 3d について、抗菌活性を検討した。  

 対象菌は病原性のない大腸菌（ NBRC 3972）と黄色ブドウ球菌

（NBRC 12732）であり、日本薬局方の微生物試験法や JIS 抗菌性評

価試験に使用されていて、医薬品や化粧品、食品の微生物試験で用

いられているものを使用し、測定はペーパーディスク法で行った。  

 各試料を 1.0、0.1、0.01 mg/mL にポリソルベート 80 を添加した 10 

mM リン酸緩衝液（ pH7.4）で調整し、直径 8 mm の濾紙に 30 µL 染

み込ませ、LB 培地中で 37℃で一夜培養した各菌液を塗抹したミュラ

ーヒントン寒天培地に 24 mm 間隔で配置して 37℃で 24 時間培養し

た（ Fig. 5-3、 Fig. 5-4、 Fig. 5-5、 Fig. 5-6、 Fig. 5-7、 Fig. 5-8、）。  
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Fig. 5-3 抗菌活性実験結果（大腸菌）  【測定条件】  試料 1.0 mg/mL(アンピシリン 50 µg/mL、カナマイシン 12.5 µg/mL)、30 µL を
8 mmφ の濾紙に滴下し大腸菌を塗抹した寒天培地に置き、 37℃、 24 h 培養  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-4 抗菌活性実験結果（黄色ブドウ球菌）  【測定条件】  試料 1.0 mg/mL（アンピシリン、カナマイシンは上に同じ）、30 µL を 8 mmφの濾紙に滴下し黄色ブドウ球菌を塗抹した寒天培地に置き、 37℃、 24 h 培養  
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Fig. 5-5 抗菌活性実験結果（大腸菌、化合物 3c、 3d）  【測定条件】  試料 1.0、 0.1、 0.01 mg/mL それぞれ 30 µL を 8 mmφ の濾紙に滴下し大腸菌を塗抹した寒天培地に置き、 37℃、 24 h 培養  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-6 抗菌活性実験結果（大腸菌、化合物 3a、 3b）  【測定条件】  

Fig.  5-5 に同じ  
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Fig. 5-7 抗菌活性実験結果（黄色ブドウ球菌、化合物 3c、 3d）  【測定条件】  試料 1.0、 0.1、 0.01 それぞれ 30 µL を 8 mmφ の濾紙に滴下し黄色ブドウ球菌を塗抹した寒天培地に置き、 37℃、 24 h 培養  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-8 抗菌活性実験結果（黄色ブドウ球菌、化合物 3a、 3b）  【測定条件】  

Fig. 5-7に同じ 
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第３節 結果および考察  

  

3a、3b、3c、3d について DPPH ラジカル消去活性を測定した結果、

ブランクの吸光度が 0.415 であり、試料の濃度が大きくなるにつれて、

吸光度の値が小さくなっている右下がりのグラフが描けたため、 4

つの化合物にどれも抗酸化活性があると考えられた。しかし、強い

抗酸化活性が確認されているルチンと比較すると、抗酸化活性は小

さい結果になった。  

 また、抗菌活性については、大腸菌に対しては各画分とも制菌

効果はみられなかったが、黄色ブドウ球菌に対しては、アンピシリ

ンやカナマイシンほどではないものの、抗菌活性があることが分か

った。試料を含まないポリソルベート 80 溶液のみを添加した実験で

は、阻止円が見られなかったので、ポリソルベート 80 の影響はない

と思われる。しかし、濃度による依存性は今回の実験では確認する

ことができなかった。今後、濃度依存的な抗菌効果の変化をもう少

し詳しく調べるために、試料濃度の検討や微量液体培地希釈法など

の検討を行う必要があると思われる。  
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第第第第６６６６章章章章     総括総括総括総括  

 

本研究では、ハナショウブからの成分抽出と構造解析を行った。

また、機能性の探索として、抗酸化活性と抗菌活性を測定した。  

 成分抽出では、エタノールによる抽出、DIAION HP-20 を用いた疎

水性カラムクロマトグラフィーによる分離・分取、逆相高速液体ク

ロマトグラフィー（HPLC）による分離・分取により、化合物 3a、3b、

3c、 3d を得た。  

 得られた 4 つの化合物の抗酸化活性測定を DPPH（ 1,1-ジフェニル

-2-ピクリルヒドラジル）を用いて、マイクロプレートリーダーによ

って行った。その結果、得られた 4 つの化合物に DPPH ラジカル消

去活性があることが分かった。しかし、強い抗酸化活性を持つこと

が知られているルチンと比較してみたところ、残念ながらルチンほ

どの強い活性は認められなかった。  

 また、同じ 4 つの化合物の抗菌活性測定を大腸菌、黄色ブドウ球

菌を用いて、ペーパーディスク法によって行った。その結果、4 つの

化合物とも大腸菌に対しては制菌効果がみられなかったが、黄色ブ

ドウ球菌に対して制菌効果が認められた。  

構造解析を目的として、化合物 2a、 2b、 3a～ 3d について、

HPLC/ESI-MS による質量分析と
1
H NMR による解析を、また、化合

物 3b については
1 3

C NMR、DEPT、H-H COSY、HSQC、HMBC によ

る解析も行った。質量分析の結果、化合物 3a、 3b、 3c、 3d、 2a、 2b

の分子量はそれぞれ 408、518、412、518、519、456 と推定すること

ができた。また、

1
H NMR の結果より、化合物 3b は二重結合が連な
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る構造、アルデヒドが部分構造として含まれていると推定すること

ができた。また、3a、3c、3d の
1
H NMR のスペクトルが 3b のスペク

トルと類似していることから、100 %エタノール溶出画分から分取し

た 4 つの化合物は似たような構造をしていると考えられた。さらに、

1 3
C NMR、DEPT、H-H COSY、HSQC の結果より、化合物を構成する

炭素と水素の相関が分かり、化合物 3b は少なくとも炭素原子の信号

が 48 個あり、メチル基の信号が 5 つ、アルデヒドに対応する信号が

2 つあり、それらを部分構造にもつ化合物であると推定することがで

きた。また、化合物 3b の
1 3

C NMR のスペクトルがコレステロール、

β -カロテンのスペクトルに似ていることから、化合物 3b はステロイ

ド系、またはカロテノイド系の構造を持つ物質であることが推察さ

れた。しかし、全体の構造はまだ解明できていない。今回 NMR の結

果が非常に複雑であり、同じような物質が 2 つ混ざり合っている可

能性、もしくは異性化している可能性が考えられたため、今後更な

る化合物の精製が必要であると考えられた。また、化合物 3a、 3c、

3d、 2a、 2b の分析や、今回分取していない成分の分析も今後発展し

ていくことを期待している。  
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第第第第７７７７章章章章     実験実験実験実験のののの部部部部  

 

第 1 節 ハナショウブからの成分抽出  

  

ハナショウブの根（ 7100 g）を水道水で洗って泥を落とし、包丁で

細かく（厚さ 5 mm 程の輪切り）刻んだ後、80 %エタノールと共に（ハ

ナショウブの根 200 g に対して 80 %エタノールが 1 L の割合で）ミ

キサーに入れ粉砕した。それらを瓶に詰め、約 2 週間室温にて静置

した。  

 デカンテーションによって根を除いた後、溶液を濾紙（ 125 mm）、

ブフナー漏斗（ 11 cmφ）、吸引フラスコ（ 1L）を用いて吸引濾過し、

細かい根を除去した。  

 根から抽出した濾液を、ナスフラスコ（ 1 L）に入れてエバポレー

ターを用いて濃縮を行い、その残渣に再度 100 %エタノールを適量加

え、エタノール可溶性画分（約 20 g）とエタノール不溶性画分（水

溶性画分）（約 110 g）に分けた。  
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第 2 節 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による分析  

  

根のエタノール可溶性画分と水溶性画分の分析を逆相高速液体ク

ロマトグラフィー（HPLC）によって行った。エタノール可溶性画分

は 10 mg/mL にメタノールで調整し、水溶性画分は同濃度に超純水で

調整した。  

 HPLC は SHIMADZU の LC-10AVP を使用し、付属のクロマトグラ

ム解析ソフトウェアは CLASS-VP を使用した。  

 なお、HPLC の分析条件は以下に記述する。  
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【HPLC 分析条件】  

 Column :  Develosil  ODS-HG-5（ 8.0 mmφ ×250 mm）  

Mobile Phase : A : H2O 

         B : CH3CN 

Programmed Gradient :  Time          A :  B 

0 min        60 :  40 

5 min        60 :  40 

15 min         0 :  100 

20 min         0 :  100 

23 min        60 : 40 

25 min        60 : 40 

Flow rate : 0.5 mL/min 

Column Temperature : 35 ℃  

Detection :  UV at 254 nm 

Injection Volume : 5 µL 
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第 3 節 カラムクロマトグラフィーによる分離・分取  

  

DIAION HP-20（ 100 g）を 60 %エタノール（ 400 mL）に浸漬し、

しばらく静置した後、カラム（ 41.4 mmφ×600 mm）に綿を詰め、HP-20

を流し込んで逆相カラムを作成した。  

根のエタノール可溶性画分（ 1.0 g）を少量の 60 %エタノールに溶か

してカラムにのせ、 60 %、 80 %、 100 %エタノールを 400 mL ずつ順

に流し込み、各溶出画分を三角フラスコ（ 200 mL）に分取した。そ

の後、抽出溶液をナスフラスコ（ 100 mL）に入れて、エバポレータ

ーによって濃縮し、各溶出画分それぞれ 60 % 0.38 g、 80 % 0.43 g、

100 % 2.82 g を得た。  
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第 4 節 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による分離・

分取  

  

DIAION HP-20 カラムクロマトグラフィーによる分取で得た 60 %、

80 %、100 %エタノール溶出画分を 10 mg/mL にメタノールで調整し、

逆相液体クロマトグラフィー（HPLC）によって分析を行った。その

後、 100 %エタノール溶出画分より、化合物 3a、3b 及び 3c、3d の分

取を行った。  

HPLC は SHIMADZU の LC-20AD を使用し、付属のクロマトグラム

解析ソフトウェアは CLASS-VP を使用した。  

なお、HPLC の分析条件は以下に記述する。  
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【HPLC 分析条件（ 60 %、 80 %エタノール溶出画分）】  

 Column :  YMC ProC18（ 2.0 mmφ×150 mm）  

 Mobile Phase :  A :0.1 % Formic acid in H2O  

B :0.1 % Formic acid in CH3CN 

 Programmed Gradient :  Time          A : B 

0 min        40 :  60 

20 min        40 : 60 

22 min         0 :  100 

37 min         0 :  100 

39 min        40 : 60 

54 min        40 : 60 

Flow rate : 0.2 mL/min 

Column Temperature : 35 ℃  

Detection :  UV at 254 nm 

Injection Volume : 10 µL 
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【HPLC 分取条件（ 100 %エタノール溶出画分）】  

 Column :  Develosil  ODS-HG-5（ 8.0 mmφ ×250 mm）  

 Mobile Phase :  A : H2O  B : CH3CN 

 Programmed Gradient :  Time          A : B 

0 min        40 :  60 

30 min        40 : 60 

35 min        35 : 65 

58 min        35 : 65 

60 min        30 : 70 

90 min        30 : 70 

95 min         0 :  100 

100 min         0 :  100 

Flow rate : 1.0 mL/min 

Column Temperature : 35 ℃  

Detection :  UV at 254 nm 

Injection Volume : 200 µL 
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第 5 節 質量分析による構造解析  

  

逆相 HPLC による分取で得た化合物 3a、 3b、 3c、 3d 及び、 80 %エ

タノール溶出画分に含まれる成分（ 2a、2b）を HPLC/ESI-MS によっ

て解析を行った。各化合物は 10 mg/mL にメタノールで調整して使用

した。  

 HPLC は DIONEX の UltiMate 3000 RS を、ESI-MS は Thermo Fisher 

SCIENTIFIC の LTQ Orbitrap Velos ETD を使用し、解析ソフトウェア

は Thermo Xcalibur Qual Browser を使用した。  

 分析条件は以下に記述する。  

 

 

【ESI-MS condition（化合物 3a、 3b、 3c、 3d）】  

Heater Temperature【℃】 :  0  

Sheath Gas Flow rate【 arb】 :  5  

Aux Gas Flow rate【 arb】 :  0  

Sweep Gas Flow rate【 arb】 :  0  

I Splay Voltage【 kV】 :  3.0 

Capillary Temperature【℃】 :  275  
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【HPLC condition】  

 Column :  YMC ProC18（ 2.0 mmφ×150 mm）  

 Mobile Phase :  A :0.1 % Formic acid in H2O  

B :0.1 % Formic acid in CH3CN 

 Programmed Gradient :  Time          A : B 

0 min        40 :  60 

20 min        40 : 60 

22 min         0 :  100 

37 min         0 :  100 

39 min        40 : 60 

54 min        40 : 60 

Flow rate : 0.2 mL/min 

Column Temperature : 35 ℃  

Detection :  UV at 254 nm 

Injection Volume : 10 µL 

 

 

【ESI-MS condition（ 80 %エタノール溶出画分）】  

Heater Temperature【℃】 :  0  

Sheath Gas Flow rate【 arb】 :  50  

Aux Gas Flow rate【 arb】 :  15  

Sweep Gas Flow rate【 arb】 :  0  

I Splay Voltage【 kV】 :  3.0  

Capillary Temperature【℃】 :  325  
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第 6 節 NMR による構造解析  

  

逆相 HPLC による分取で得た化合物 3a、 3b、 3c、 3d を
1
H NMR に

て解析を行った。  

 

1
H NMR は日本電子 JEOL JNM-ECX400P（ 400MHz）を使用し、溶

媒は CDCl3 で測定した。  

 また、さらに化合物 3b を、
1 3

C NMR、DEPT、H-H COSY、HSQC、

HMBC にて解析を行った。  

 

1 3
C NMR、DEPT、H-H COSY、HSQC、HMBC は日本電子 JEOL 

JNM-A500（ 500MHz）を使用し、溶媒は CDCl3 で測定した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 

 

第 7 節 DPPH ラジカル消去活性測定  

  

分取した化合物 3a、 3b、 3c、 3d およびルチンについて DPPH ラジ

カル消去活性を測定した。各画分を 0.5、 0.4、 0.3、 0.2、 0.15、 0.1、

0.075、0.05 mg/mL にエタノールで調製し、96 穴マイクロプレートに

100 µL ずつ分注し、そこに超純水 100 µL、 0.4 mM DPPH（ in EtOH）

50 µL を加えて攪拌し、 20 分間遮光静置して反応させた後、マイク

ロプレートリーダーを用いて、 490 nm の吸光度を測定した。  

 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー は シ ス テ ム イ ン ス ツ ル メ ン ツ の

Immuno Mini NJ-2300 を使用した。  
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第 8 節 抗菌活性測定  

  

分取した化合物 3a、 3b、 3c、 3d について抗菌活性をペーパーディ

スク法で測定した。  

 各試料を 1.0、 0.1、 0.01 mg/mL にポリソルベート 80 を 5 %（ v/v）

になるように添加した 10 mM リン酸緩衝液（ pH 7.4）で調製し、直

径 8 mm に切り取った濾紙に 30 µL ずつ染み込ませた。また、ポジテ

ィブコントロールとしてアンピシリンとカナマイシンをそれぞれ 5 

µg/mL、 12.5 µg/mL に試料と同様の溶液で調整して使用した。  

 LB 液体培地（蒸留水 20 mL、トリプトン 200 mg、乾燥酵母エキス

100 mg、塩化ナトリウム 200 mg）で 37℃、18 h 培養した大腸菌（NBRC 

3972）と黄色ブドウ球菌（NBRC 12732）をミュラーヒントン寒天培

地（ミュラーヒントン寒天培地 7.6 g、蒸留水 200 mL）にオートクレ

ーブした綿棒で全体的に均一になるように塗抹し、試料を染み込ま

せた濾紙を 24 mm 間隔で配置し、 37℃、 24 h 培養した。  
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