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バンコマイシン耐性腸球菌（VRE）に抗菌活性をもつ 

コノテガシワの葉部分（ソクハクヨウ）の成分について 
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___________________________________________________________________________ 

Abstract: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA) and vancomycin resistant 

Enterococci(VRE) are multidrug-resistant bacteria and cause nosocomial infection. The infections 

caused by these bacteria are hard to treat because drugs to cheese for the treatment are limited. While 

we searched new compounds that showed antibacterial effect such multidrug-resistant bacteria, we 

found the methanolic extract of leaves of Platycladus orientalis, called “Sokuhakuyou”, showed 

antibacterial activity against MRSA and VRE. We isolated the compound from methanolic extract and 

identified it as one of the diterpens, trans-communic acid. The minimum inhibitory concentration(MIC) 

of trans -communic acid against MRSA and VRE are >32 g/ml and 16-32 g/ml, respectively. 

Although trans -communic acid was reported to have anti-MRSA or anti-mycobacterial effect, this is 

the first report that showed trans-communic acid had antibacterial effect against VRE.  
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__________________________________________________________________________________ 

 

緒言 

 MRSA や VRE は多剤耐性菌であり，院内感染

を起こす菌として知られる．厚生労働省院内感染

対策サーベイランス事業（JANIS）によると，

MRSA はデータを提出した 897 の医療機関のす

べてで検出されており，VRE は 8.8％にあたる 79
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施設から検出されている 1）．MRSAに比して VRE

の検出は少ないが，保菌状態のものはこの数に含

まれていない．日本における VRE の集団感染の

報告はかなりあり，多いときには一度に 106 名の

感染者を出し，終息までには 7～17 ヵ月かかって

いる 2）．従って，MRSA や VRE に有効な抗菌薬

や消毒薬の開発は急務である． 

 筆者らはこれまで次の 2 つの観点から，生薬や

ハーブを用いて抗菌活性をもつ成分の単離同定

を行ってきた．一つは，古来より飲食してきたた

め，安全性が高く，毒性の低い物質が得られる可

能性があること．もう一つは，現在使用されてい

る抗菌薬の多くが，微生物の二次代謝産物もしく

は化学合成された物質であることから，植物から

有効な物質を得ることができれば，これまでの抗

菌薬と全く異なる作用機序をもつ医薬品のシー

ドを得ることができるかもしれないという点で

ある． 

今回， 13 種の生薬成分を用いてスクリーニン

グを行い，ソクハクヨウ（ヒノキ科のコノテガシ

ワ Platycladus orientalis の葉部分の生薬名）の

100% メタノール抽出物に MRSA と VRE に対し

て抗菌活性を示す物質が含まれていることを見

出した．これまでに MRSA に対して強い抗菌活

性を示すローリエ由来の kaempferol 3-O--L-(2”, 

4”-di-E-p-coumaroyl)-rhamnoside及びkaempferol 3-

O--L-(2”-E-p-coumaroyl-4”-Z- p-coumaroyl)-

rhamnoside を報告している 3)．また，VRE に対し

て抗菌活性を示すセージ由来の oleanolic acid も

報告している 4)．ソクハクヨウのメタノール抽出

物の MRSA と VRE に対する MIC がローリエや

セージのメタノール抽出物と同程度であったこ

とから，ソクハクヨウの 100% メタノール抽出物

について精製を進めると kaempferol 誘導体や

oleanolic acid のような強い抗菌活性を有する物

質を単離できる可能性があると考えた．そこで，

ソクハクヨウ 100% メタノール抽出物に含まれ

る抗菌活性成分の単離を目指して分画を進めた． 

 

方法 

菌株と培養条件 

用いた菌株を表 1 に示す．

 

黄色ブドウ球菌は 2 株とも臨床分離された

MRSA ある．腸球菌はバンコマイシン耐性が確認

されており，臨床現場で日和見感染を起こすこと

で問題となる Enterococcus faecalis と E. faecium

の 2 菌種を二株ずつ用いた．いずれも VRE であ

る．MRSA は Nutrient(N) 培地，VRE は Brain Heart 

Infusion(BHI)培地を用い 37℃で培養した． 

最小発育阻止濃度（MIC）の測定 

日本化学療法学会標準法 5）に従い，微量液体希

釈法による MIC の測定を行った．感受性測定用

培地には cation supplemented Mueller-Hinton broth

（CSMHB）を用いた．プレートは 96 穴の U 字

型ウェルのマイクロプレート(FALCON)を使用し，

最終接種菌量が約 104 CFU/ウェルとなるよう接

種した．37oC で 24 時間静置培養後，肉眼で菌の

有無を観察し，菌の生育が認められない最小の濃

度をもって MIC と判断した． 

植物成分の抽出 

13 種の植物を用い，それぞれ 10 g をミキサー

で粉砕し，100% メタノール 200 ml を用いて室

温で 1 時間抽出した後，減圧濾過してろ液と残渣

に分けた．ろ液をエバポレーターで濃縮し，得ら

れたサンプルを少量のメタノールで回収した．各

サンプルを窒素ガスにより乾燥させ，乾燥が不十
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分の場合はデシケーターを用いて乾燥させた． 

各種有機溶媒を用いた抽出と分画 

ソクハクヨウの 100% メタノール抽出物につ

いて，分液ロートを用いて，順次，ヘキサン， 酢

酸エチル，ブタノール，水による抽出を行った． 

シリカゲルカラム分画：Silica gel，70-230 mesh，

60Å(SIGMA-ALDRICH Co.)を用い，移動相を n-

hexane-CHCl3(100:0, 99:1, 98:2, 95:5, 90:10, 80:20, 

0:100)，CHCl3-acetone(99:1, 98:2, 95:5, 90:10, 80:20, 

0:100), 100% methanol とし，TLC 分析の結果に基

づいて 10 個のフラクション（S1～S10）に分け

た． 

TLC による分析：プレートは Silica gel 

60F254(Merck)を用い，展開溶媒は n-hexane : 

AcOEt=2:1 とした．  

HPLC による分画：最も活性の高かったフラク

ションから抗菌活性物質を得るため，HPLC で分

取を行った．セミ分取用 Inertsil ODS-3 カラムを

用い，85％メタノール-H2O を移動相に用いて，

ピークごとに回収した． 

抗菌活性成分の構造決定 

NMR spectrum は Varian INOVA 600(1H-NMR, 

600MHz; 13C-NMR, 151 MHz)により測定した．MS

スペクトルの測定から分子量を確認した． 

 

結果 

有機溶媒による分画と抗菌活性の測定 

13 種類の植物の 100% メタノール抽出物の

MIC を測定したところ，ソクハクヨウ抽出物の

MRSA と VRE に対する MIC は 500 g/ml であ

り，抗菌活性をもつことが分かった．そこでこの

抽出物から活性成分を単離同定することとした． 

精製を進めるにあたり，まず，ソクハクヨウの

100% メタノール抽出物の成分を極性の違いに

基づいて大まかに分けるため，各種有機溶媒を用

いて分画を行った．得られたヘキサン，酢酸エチ

ル，ブタノール，水の各分画について MRSA と

VRE に対する MIC を測定した（表 2）． 

最も強い活性を示した hexane 層の MIC は

MRSA OM481 株で 125 g/ml，OM584 株で 62.5 

g/ml，VRE NCTC12201 株で 125 g/ml，FN-1 株

で 15.6 g/ml であった． 

元の 100% メタノール抽出物と比較するとMIC

が 1/2 から 1/8 程度に低下しており，精製が進む

と，抗菌活性が上昇することが示された． 

  

 

図 1 活性成分の抽出・分画の過程 

ソクハクヨウ 500 gを 100％メタノール 1Lで 5

回抽出し，61 g の抽出物を得た．そのうち，28 g

を 300mL の n-ヘキサンと同量の水で 5 回抽出し

た．溶媒を酢酸エチル，ブタノールに変えて，同

様に抽出した．収量はそれぞれ 4.6 g, 1.0 g, 4.0 g,

で，水層が 9.2 g，不溶物が 5.8g であった．次に，

3.2 g のヘキサン層から，シリカゲルを用いて分

画し S1～S10 のフラクションを得た．活性のあ

った S4 フラクションは 919.3 mg 取れた．そのう

ち 148.7 mg を HPLC で 4 分画に分けた．4 つの

フラクションの A’, B’, C’, D’の収量はそれぞれ，

9.9 mg,  27.1 mg, 32.1 mg, 39.0 mg となった． 
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図 1 に示すように抗菌活性を指標にヘキサン

層を分画していった．ヘキサン層を，シリカゲル

を用いて移動相ごとに回収し，TLCを用いてスポ

ットを確認し，S1～S10 の 10 の分画を得た． 

それぞれの分画の MIC を測定したところ，最

も高い抗菌活性を示した S4分画のMICはMRSA

に対して 16 g/ml， VRE に対し 8 g/ml であっ

た（表 3）． 

 

最終的に S4 分画を HPLC で分取した．分取に

よって得られた A’, B’, C’, D’ の 4 つの分画の

MIC を表 4 に示した．いずれの分画も MRSA に

ついては，MIC は 32 g/ml より高いことから抗

菌活性は強くないことが分かった．またB’, C’, D’

は E. faecalis および E. faecium に対し，それぞれ

16 g/ml，4～8 g/ml と抗菌活性を示した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

NMR による構造解析 

HPLC チャートで単一ピークを示した S4-B’分

画と S4-C’分画について，13C-NMR および 1H-

NMR スペクトルによる分析を行った．両分画を

比較したところ，S4-B’ 分画は単一物質で，S4-C’ 

分画には 2 種類の物質が含まれ，そのうち 1 つは

S4-B’ 分画と同じ物質であることが示唆された．

そこで，S4-B’ 分画について 13C-NMR および 1H-

NMR スペクトルに基づき，構造解析をし，文献

検索を行ったところ，本物質は trans-communic 

acid と推定された 6)．さらに MS スペクトルの測

定結果から分子量は 304 となり，本物質がジテル

ペンである trans-communic acid であることが確

認できた（図 2）． 

 

 

  

他の VRE に対する trans-communic acid の抗菌

効果 

 trans-communic acid が他の VRE に対しても抗

菌活性を示すかを調べた．E. faecalis FA2-2 株及

び，E. faecium BM4147 株はどちらも VRE である

が，表 5 に示すようにこれらの株に対する trans-

communic acid の MIC はそれぞれ 32 g/ml，16 

g/ml となり，抗菌活性を示すことが分かった． 

 

 

考察 

 コノテガシワはヒノキ科に属する中国原産の

常用の小高木あり，葉の部分はソクハクヨウ（側

柏葉）と呼ばれる伝統的な生薬である 7)．ソクハ

クヨウにはジテルペンやフラボノイドが含まれ
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ており，抗酸化作用，抗炎症作用，抗菌作用，止

血作用など様々な生理活性をもつ 8）．ソクハクヨ

ウに関する成分研究はほとんど行われていない

が ， ヒ ノ キ チ オ ー ル hinokitiol や 15-

methoxypinusolidic acid(15-MPA)などが含まれる 9, 

10）．ヒノキチオールにはすでに多種類の菌に抗菌

活性を示すことが報告されており，黄色ブドウ球

菌に対するMICは 1.56～3.13g/ml,  腸球菌でも

6.25g/ml と高い抗菌活性を示している 9,11)． 

今回，ソクハクヨウから院内感染で問題となる

VRE に抗菌活性をもつ trans-communic acid が単

離された．trans-communic acid は MRSA に対し

MIC で 4～128 g/ml と株によっては抗菌活性を

もつことが報告されている 12)．また，結核菌とは

異なる一部の Mycobacterium 属にも MIC が 4 

g/ml と高い抗菌活性をもつことが報告されて

いる 13）．trans-communic acid は，本研究で用いた

MRSA の OM481 および OM584 では，MIC は 32 

g/mlより高くなり高い抗菌活性は見られなかっ

た．一方 VRE に対しては，MIC は 8～32 g/ml 

となり，ある程度の抗菌活性をもつことが示され

た．すでに VRE に抗菌活性をもつと報告してい

る oleanolic acid では E. faecalis FA2-2 株及び，E. 

faecium BM4147 株に対する MIC が 8 g/ml であ

った 4）．今回見出した trans-communic acid はそれ

ぞれの菌株に対する MIC が 32 g/ml，16 g/ml で

あり，抗菌活性では oleanolic acid には及ばなか

った．  

 バンコマイシンが多用される欧米諸国では

VRE は血流関連感染症患者から高頻度に分離さ

れ問題になった 14)．VRE による感染者は国内で

は少ないものの，保菌者による集団感染は頻繫に

起こっている．一旦 VRE が院内感染を起こすと

終息までに時間がかかり，保菌状態で転院したり，

退院するため，地域への広がりも問題になってい

る．従って VRE に効果的な抗菌効果を持つ治療

薬や消毒薬の開発が望まれている． 

 trans-communic acid の VRE に対する抗菌活性

は臨床で抗菌薬として使用できる MIC の濃度範

囲よりも高い値を示している．このまま，抗菌薬

として用いることができなくても，消毒薬や防腐

剤としての応用が考えられる．また，ソクハクヨ

ウのメタノール抽出物から純粋な化合物を分離

していく間に，抗菌活性が下がっていった．最も

高い抗菌活性を示した S4 分画については，複数

の抗菌活性をもつ物質が混ざった状態で相乗効

果が出て，抗菌活性が高まったことも考えられる．

また，精製が進んだ分画では，HPLC のピークで

は確認できないほどの低濃度で抗菌活性を示す

物質があった可能もある．すでに報告のあるヒノ

キチオールも今回は単離されなかったことから

も，S4 分画については，更なる検討が必要と考

える． 
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