
は じ め に

　大黄（図１a）は、神農本草経に下薬として

収載されており、古来より重要な生薬の一つと

して位置づけられてきた。本生薬は、西洋医学

においては単味で健胃、瀉下剤として用いる

が、漢方医学においては多くの漢方方剤に配合

されており、駆お血、瀉下、消炎、抗菌などを

目的として、さらには向精神薬として用いられ

る。このように多くの生理活性をもつ大黄は、

「一般用漢方処方の手引」に収載される２１０処方

のうち２８処方に配合されている重要な生薬の一

つである。含有成分はセンノサイド、アロエエ

モジン、レインなどのアントラキノン類が主体

をなし、タンニン、スチルベン、ナフタレン、

フェニルブタノンなどのフェノール化合物も含

まれる。なかでも大黄に最も多く含まれる成分

はセンノサイドＡおよびＢ（図２）であり、ア

ラビア系の生薬で下剤として使用されるセンナ

葉の成分と同一のもので、ヒトの生体内では腸

内細菌によってレインアンスロンに変化し、は

じめて瀉下作用を発現する（図３）。レインア

ンスロンの瀉下作用は、下行結腸またはＳ字結

腸のみに作用し、服用後数時間で通常の硬さの

便を排泄し、その後は正常な排便が起こる。品

質の優れた大黄は、腸管の蠕動運動が低下して

いる際に用いる有効かつ理想的な便秘薬と考え

られている。しかしながら収縮刺激は腸管ばか

りか子宮筋肉まで及ぶので、妊婦には投与して

はならない。一方、センナ（図１b）は漢方薬

に用いられることはないが、センナ葉から単

離・精製されたセンノサイドＡおよびＢは緩下

剤のプルゼニド錠（センノサイドＡおよびＢを 

１２mg 配合）等の医薬品原料として汎用されて

いる。最近日本ではセンナ茎を配合したサプリ

メントや健康茶が広く流行しており、また、ア

メリカ、ヨーロッパ、オーストラリアにおいて
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センノサイドＡ、Ｂの免疫化学的測定法の開発について

森　永　　　紀，宇　都　拓　洋，正　山　征　洋
（長崎国際大学 薬学部 薬学科）

要　旨

センノサイドＡおよびセンノサイドＢは、大黄やセンナの主有効成分で瀉下作用をもつ。腸内細菌は

センノサイドをレインアンスロンに代謝し、レインアンスロンが下剤効果を発揮する。大黄やセンナの

品質を管理するために、センノサイドＡ、Ｂの簡便な分析方法が必要である。モノクローナル抗体を用

いたイムノアッセイは迅速、簡便かつ高感度であり、様々な医薬品成分の分析方法として重要である。

著者らはこれまでに、天然由来の生理活性成分に対するモノクローナル抗体作製の一環として、センノ

サイドＡ、Ｂに対するモノクローナル抗体の作製を行ってきた。その応用として、以下に示すセンノサ

イドＡ、Ｂの免疫化学的測定法の開発を行ったので報告する。

　１.　ELISA 法やイムノクロマトグラフ法を用いたセンノサイドＡ、Ｂのアッセイ系の確立

　２.　センノサイドＡ、Ｂのイースタンブロッティング法の開発

　３.　免疫組織染色による大黄切片中のセンノサイドＡの分布

キーワード

センノサイドＡ及びＢ、大黄、センナ、免疫化学的測定法

総　　説 
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図１　大黄（a）、センナ（b）
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図２　センノサイドＡ、Ｂの構造式
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も血液循環や新陳代謝の増加を目的に健康食品

やダイエット補助食品として広く用いられてい

る。しかしながら、我が国で消費される大黄の

９０％以上が、また、センナに関しては全てを海

外からの輸入に依存している現状であり、また

これらは産地による品質の変動も大きい。この

ため日本薬局方では品種とセンノサイド含量を

規定している。大黄の品種は、Rheum palma- 

tum, R. tanguticum, R. officinale, R. coreanum 又は

それらの種間雑種で、センノサイドＡは０.２５ 

％以上と規定されている。センナの品種は、

Cassia angustifolia と C. acutifolia の２種で総セ

ンノサイド（センノサイドＡ及びセンノサイド

Ｂ）１.０％以上の用件が求められている。このた

め現在では HPLC（高速液体クロマトグラ

フィー）によりセンノサイド含量を分析してい

るのが現状である１�３）。

　以上の通り多くの大黄やセンナが消費され、

これに伴って膨大なサンプルのセンノサイド含

量を分析する必要があるので、分析感度と分析

精度の改善、分析時間の短縮、前処理（濃縮、

分離、精製等）を必要としない簡便法、HPLC 

で分析する際のメタノールやアセトニトリル等

の有機溶媒を必要としない環境保全等を目的に

センノサイドＡ、センノサイドＢそれぞれに

対する特異的なモノクローナル抗体を作製

した４�６）。これらを用いた高感度分析法であ

る Enzyme�linked immunosorbent assay

（ELISA）法を確立した７�９）。また、大黄やセ

ンナに含まれる多数の成分の中からセンノサイ

ドＡ及びセンノサイドＢのみを発色出来る新し

い検出法を見出し、イースタンブロッティング

と命名した１０）。さらに尿検査で用いるスティッ

クタイプの簡易分析キットも開発してき

た１１�１２）。本稿では、医薬品、漢方薬、健康食品

における大黄やセンナの位置付けを主有効成分

センノサイドＡ及びＢの分析という観点から紹

介する。

１.　抗センノサイドＡ及びセンノサイドＢモ

ノクローナル抗体の作製

　従来はウサギに抗原を注射して抗体を作製し

ていたが、マウスを用いる方法を選んだ。しか

し、センノサイドＡ及びＢは分子量が８６２と小

さくそのままでは抗原となり得ない。そこで図

４に示す通りペプチド合成補助薬の １�Ethyl�

３ � （３’�dimethylaminopropyl）�carbodiimide 

HCl（EDC）を用いたカルボジイミド法により、

センノサイドのカルボキシル基（カルボン酸）

とウシ血清アルブミン（BSA）のリジン残基と

の間でペプチド結合を形成させ、免疫原である

センノサイド A�BSA コンジュゲートを作製し

た。同様に、センノサイド B�BSA コンジュ

ゲートも作製した。これらの免疫複合体中のセ

ンノサイドの結合数を MALDI�tof MS で確か

めた後、マウスへ注射し、抗体価が上昇した時

点で、マウスの脾臓細胞を単離する。これとが

ん細胞の一種であるミエローマと呼ばれる細胞

センノサイドＡ、Ｂの免疫化学的測定法の開発について
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図４　センノサイド A�BSA コンジュゲートの調製



を融合して、抗センノサイドＡモノクローナル

抗体を産生する一つの細胞を選抜し、徐々に大

量培養へ移行し、センノサイドAに対するモノ

クローナル抗体を多量に生産することに成功し

た（文献４）。センノサイドＢに対するモノク

ローナル抗体も同様に多量生産に成功した５）。

２.　競合的 ELISA の確立

　図５a はセンノサイドＡの、図５b はセン 

ノサイドＢの検量線である。通常の HPLC 

の検量線とは逆向きの右肩下がりの検量線 

となるが、センノサイドＡにおいては、２０～

２００ng/ml の間で、センノサイドＢにおいては、

０.５～２０ng/ml の間で信頼性の置ける分析が可

能で、感度は概ね HPLC の数千倍程度である。

　モノクローナル抗体で重要なことは多数の成

分の中においてターゲットとする成分のみを簡

便に分析出来る機能を持っていることである。

各種アントラキノン類やフェノール類に対する

交差反応性を競合的 ELISA により測定し、

Zenk らの方法によりセンノサイドＡ及びセン

ノサイドＢを１００％としたときの交差反応性 

（クロスリアクション）を算出した。表１に示

すようにセンノサイド以外の成分とは親和性が
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図５　競合的 ELISA によるセンノサイドＡ、 Ｂの検量線
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表１　抗センノサイドＡモノクローナル抗体及び抗センノサイドＢモノクローナル抗体の交差反応



なく、従って選択性の高い分析が可能なことが

明らかとなった。

３.　イースタンブロッティングの開発

　ノーザン（RNA）、サザン（DNA）、ウエス

タン（タンパク）に次いで４番目の検出法とし

てイースタンブロッティングと命名したので紹

介する。

　大黄やセンナのサンプルを通常の薄層クロマ

トグラフィー（TLC）を用いて溶媒系で展開し、

硫酸等で発色すると全ての化合物が発色するの

でスタンダード無くしてはセンノサイドＡ及び

センノサイドＢを特定することは不可能に近

い。本法では TLC で成分を展開し、化合物全

てを TLC から PVDF 膜に転写し、膜を前述の 

EDC で処理し、そこへ BSA 等を加えると複合

体を形成し、同時に膜上へのセンノサイドの結

合能を付与することになる。つまり BSA 等の

タンパクを介して膜にセンノサイドが結合する

ことになる（図４参照）。この時点で抗センノ

サイドＡモノクローナル抗体を加え抗原抗体反

応を行い、酵素であるパーオキシダーゼを標識

した２次抗体を加え、最後にパーオキシダーゼ

の基質を添加することにより、センノサイドＡ

のみのスポットが発色する（図６）。同様に、抗

センノサイドＢモノクローナル抗体を用いると

センノサイドＢのみが染色される。図７は、こ

れらの抗体を使用したイースタンブロッティン

グによるマメ科 Cassia 属植物中のセンノサイ

ドＡ及びセンノサイドＢの二重染色による分析

である。

　本イースタンブロッティング法のもう一つの

応用例をご紹介する。大黄の中のセンノサイド

Ａの分布をビジュアル的に知ることは出来な

かったが、大黄のスライス上に PVDF 膜を重

ねてセンノサイドを膜に吸着させ、イースタン

ブロッティング法を適用すると図８のようにセ

ンノサイドＡの分布を容易に見ることが出来

る。

４.　簡易分析キットの開発

　大黄やセンナの育種を目的としたフィールド

（生産現場）におけるセンノサイドＡ及びセン

ノサイドＢ含量の分析も必要になってくるであ

ろう。本目的で簡易分析キットを開発した。

　図９に示すように抗原・タンパク複合体を配

置する。一番トップには全ての抗体をトラップ

（捕獲）出来るように抗マウス IgG 抗体を配置

センノサイドＡ、Ｂの免疫化学的測定法の開発について
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図６　センノサイドＡのイースタンブロッティング
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図７　マメ科 Cassia 属植物中のセンノサイドＡ、 Ｂの二重染色

図８　抗体染色による大黄切片中のセンノサイドA
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図９　センノサイドＡ、 Ｂ簡易検出キット

左図はキットの模式図である。右図は実際の発色状況を示す。



した。大黄やセンナを含むサンプルと金粒子で

標識した抗センノサイドＡモノクローナル抗体

及び抗センノサイドＢモノクローナル抗体はサ

ンプル中の溶媒により展開されていく。この中

で抗原抗体反応が起こり、競合が起こる。余分

の抗センノサイドＡモノクローナル抗体及び抗

センノサイドＢモノクローナル抗体が残存すれ

ば、センノサイド A�ヒト血清アルブミン

（HSA）または、センノサイド B�HSA 複合体

でトラップされ、金粒子の赤い色が発色する仕

組みである。本反応は競合法なので、発色すれ

ばセンノサイドＡ及びセンノサイドＢは含まれ

ないことになる。図９の右図は実際の発色状況

を示す。１
　
 はセンノサイドＡ及びＢを含有して

いない。２
　
 はセンノサイドＡ及びＢを含有して

いる。３はセンノサイドＡのみを含有してい

る。４はセンノサイドＢのみを含有してい

る。 

　また検出限界濃度は、センノサイドＡ、Ｂそ

れぞれに対して ２００ng/ml であり、分析時間も

１０分程度と迅速、簡便かつ高感度である。本簡

易キットで分析した後に前述の ELISA で分析

し最終的な含量を決定する。フィールドにおい

て簡易分析キットで大雑把に分析し、比較的含

量が高いサンプルを選抜し、ELISA で分析し、

目指す個体を選抜し、センノサイドＡ及びセン

ノサイドＢ高含有株を選抜育種することも可能

と考えている。

５.　各種大黄、センナ植物中のセンノサイド

A、Bの含量

　各種大黄を簡便に品質評価するため、またセ

ンノサイドの資源探索を目的として各種マメ

科 Cassia 属植物の小葉エキス中のセンノサイ

ドＡ、Ｂの含量を競合的 ELISA により測定し

た。その結果、表２に示すように信州大黄が最

も高含量であり、雅黄も高含量であることが明

らかとなった。信州大黄は、武田薬品が２０年以

上かけ、センノサイドＡ、Ｂの含有量が安定的

に得られる品種として開発したもので、国内産

「薬用大黄」第一号として、農林水産省に認めら

れている。Cassia 属植物に関しては、局方セ 

ンナである Cassia angustifolia が最もセンノ 

サイドＡ、Ｂ含有量が多かった。また競合的 

ELISA による定量値は HPLC によるものと近

似しており、本法の信頼性も確認できる。
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表２　各種大黄、センナ植物中のセンノサイドＡ、Ｂの含量

Concentration（μ g/mg dry weight powder）

Total SennosidesSennoside BSennoside A

％RSDELISA％RSDHPLC％RSDHPLC％RSDaHPLCSample

［６.７５］１８.３７±１.２４［５.４３］１８.４３±１.００［９.５９］６.１５±０.５９［３.３４］１２.２８±０.４１Shinshu Daio

［４.６９］７.８９±０.３７［１.６８］１０.７３±０.１８［４.２１］３.８０±０.１６［０.２９］６.９３±０.０２Ga�wo

［４.１４］３.１４±０.１３［４.８８］１.２３±０.０６［５.２６］０.３８±０.０２［４.７１］０.８５±０.０４Kinmon Daio

［１１.９８］４.５９±０.５５［９.６０］５.２１±０.５０［１１.８４］１.５２±０.１８［８.６７］３.６９±０.３２Itto�Ga�wo（A）

［４.３７］４.５８±０.２０［７.６６］５.０９±０.３９［７.８６］１.４０±０.１１［７.５８］３.６９±０.２８Itto�Ga�wo（B）

［２.００］９.５０±０.１９［４.１４］９.６６±０.４０［２.９４］５.１０±０.１５［５.４８］４.５６±０.２５Cassia 
angustifolia

［５.５８］２.３３±０.１３［１１.４９］２.３５±０.２７［１２.９３］１.１６±０.１５［１０.０８］１.１９±０.１２C. alata
［５.６８］０.８８±０.０５［５.９５］０.８４±０.０５［４.５５］０.４４±０.０２［７.５０］０.４０±０.０３C. bakeriana
［４.４２］１.８１±０.０８［８.４７］１.８９±０.１６［１０.６７］０.７５±０.０８［７.０２］１.１４±０.０８C. fistula（A）
［４.６４］３.４５±０.１６［１２.３６］３.５６±０.４４［７.８９］１.５２±０.１２［１５.６８］２.０４±０.３２C. fistula（B）
［６.０７］４.４５±０.２７［１０.１３］３.９５±０.４０［１１.７１］２.０５±０.２４［８.４２］１.９０±０.１６C. fistula（C）
［７.４０］０.２７±０.０２［４.３５］０.２３±０.０１［０.００］０.１３±０.００［１０.００］０.１０±０.０１C. fistula（D）

Data are the means of triplicate assays ±SD.　aCoefficient of variation Relative Standard Deviation.



６.　各種漢方製剤、医薬品中のセンノサイド

Ａ、Ｂの含量

　各種漢方製剤の０.１％アンモニア－メタノー

ルエキスを調整し、競合的 ELISA によりセン

ノサイドA、Ｂ含量を分析した。大黄甘草湯が

最も高い含有量を示し、１
　
 包（２.５g）中にセン

ノサイドＡ、Ｂを ２.９mg 含むことになる（表

３）。しかしながら ELISA の定量結果が各処

方における大黄の配合量を反映しているか否か

を確認するには至らなかった。その理由として

は本属の植物は交雑しやすいため多くの種間雑

種を生じ、また市場では様々な名称で流通して

いるために、これらから製造された生薬の品質

は不均一な場合が多く、それを用いた漢方製剤

の品質にも大きく影響するものと推察される。

また各種漢方製剤は製造過程もそれぞれ異なっ

ており、その間に加熱等の何らかの影響を受け

ることでセンノサイドが変化したためと考えら

れる。

　一方、センナ葉から単離・精製されたセンノ

サイドＡおよびＢは医薬品である緩下剤のプル

ゼニド錠として汎用されている。本錠剤は１錠

中にセンノサイドＡ、Ｂを １２mg 含むと記載さ

れている。実際に ELISA で測定したところ、

センノサイドＡを ４.８mg、センノサイドＢを 

７.２mg であった。西洋薬は作用が迅速、漢方薬

は作用がマイルドと言われる所以が下剤効果の

活性本体の配合量からも推察できる。大黄甘草

湯を１日３回服用すると ８.７mg のセンノサイ

ドＡ、Ｂを摂取することとなるが、西洋薬であ

るプルゼニド１錠中のセンノサイドＡ、Ｂ量は 

１２mg であり、プルゼニドの下剤効果が迅速で

ある理由となる。

７.　センナ茎配合健康茶中のセンノサイドＡ、

Ｂの含量

　健康食品においてはセンナ茎（番瀉茎）を配

合したサプリメント錠や健康茶が多数販売され

ている。これらはダイエットをセールスポイン

トとしているが、実際にセンノサイドＡおよび

Ｂを分析する限りでは、入手出来た全てのセン

ナ茎配合茶において、表４に示すようにセンノ

サイドが確認された。表４は健康茶１回分（１

ティパック）に含まれる総センノサイドＡ、Ｂ

量を示している。１度に飲む量や抽出時間にも

よるが、これらを１日数回飲用すると１日のセ

ンノサイド総摂取量がプルゼニド錠を服用する

場合と同等に達する可能性もある。センナ茎は

食品として使用可能な部位ではあるが、薬用部

位である小葉や葉軸と同様にセンノサイドＡ、

Ｂを含んでいる。センナ茎配合茶を飲用したた

めに腹痛や下痢といった症状を訴えた消費者も

多数存在する。「健康」という言葉に対して、安

全・安心・無害というイメージを持つ人が多い

が、これらを謳った食品の安易な服用により、

深刻な健康被害が頻発しているので、商品の取
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表３　各種漢方製剤、医薬品中のセンノサイドＡ、Ｂの含量

Comparison of

rhubarb（％）

Content（μ g/mg powder）

Sennoside BSennoside ASample

６６.７０.３２±０.０２０.８２±０.００大黄甘草湯

１２.５（７.５６±０.２９） ×１０�２０.２６±０.０２茵 蒿湯

１０.５０.１１±０.０２０.３８±０.０２桂枝加芍薬大黄湯 

４.３（２.４０±０.２６） ×１０�２（９.７０±０.５７） ×１０�２大柴胡湯

２.９（２.０６±０.２１） ×１０�２（６.７９±０.２９） ×１０�２乙字湯

０００桔梗湯

０００四君子湯

７.１８±０.１９（mg）４.８１±０.１３（mg）プルゼニド（１錠中）



り扱いには注意を要する。

お わ り に

　近年、慢性病や生活習慣病の患者が増加する

中で、漢方薬の需要が増加の途にある。また、

医学教育に漢方医学が平成１４年からコアカリ

キュラムに組み込まれ、臨床医療に漢方を取り

入れる医師が今後増えていくものと推察され

る。このような状況の中で、漢方薬の効き目を

担保するのは配合される生薬の品質にかかって

おり、品質評価が重要な部分になっている。

　本稿では古くから下剤として用いられている

大黄、センナについて、それらの有効成分であ

るセンノサイドＡ、Ｂから概説した。一般に大

黄とよばれるものはタデ科 Rheum 属植物であ

り、センナはマメ科 Cassia 属植物であるが、見

た目や名前から品質を見分けることは難しい。

そこで著者らはセンノサイドＡ及びセンノサイ

ドＢに対するモノクローナル抗体を作製し、競

合的 ELISA をはじめ、イースタンブロッティ

ング、イムノクロマトグラフ法を利用した簡易

分析キットの開発を行った。これらのアッセイ

系は、各種大黄、センナ植物のみならず、大黄

配合の漢方製剤、医薬品の錠剤、さらにはセン

ナ茎配合の健康食品中のセンノサイドＡ、Ｂを

迅速、簡便かつ高感度に分析できる新規の手法

である。モノクローナル抗体を用いた ELISA 

法が将来的には日本薬局方の定量分析法に掲 

載されることを期待しているが、より安価に 

ELISA キットを提供するための研究もスター

トしている。

　今後はモノクローナル抗体の研究の進化につ

とめるべく小型化抗体の作製、ノックアウト漢

方の調製から創薬・育薬研究を遂行したいと念

じている。
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