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略語表 

日本薬局方： 日局 

 

MIAs： Monoterpenoid indole alkaloids 

OIAs： Oxyindole alkaloids 

IAs： Indole alkaloids 

RC： rhynchophylline 

IRC： isorhynchophylline 

CX： corynoxeine 

ICX： isocorynoxeine 

HTI： hirsutine 

THE： hirsuteine 

GME： geissoschizine methyl ether 

 

TICC： Total ion current chromatograms 

PCA： Principal component analysis 

HCA： Hierarchical cluster analysis 

 

CA： cinnamic acid 

CAL： cinnamaldehyde 

MCAL： 2-methoxycinnamaldehyde 

HCAL： 2-hydroxycinnamaldehyde 

 

t-SNE： t-distributed stochastic neighbor embedding 

PLS： Partial least squares regression 
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序論 

我が国の漢方医学は、古代中国から日本に導入されて以来、独自の進歩を遂げてきた。

漢方医学では、伝統的な医学理論に従い、複数の生薬を調合したものを煎じ薬（湯液）

として服用することが一般的である。生薬とは、植物、鉱物または動物の特定の部位を

加工したものである。近年の現代医療における漢方治療では、湯液を乾燥させ粉末化さ

せたものが、医療用漢方エキス製剤として広く利用されている。 

医療用漢方エキス製剤はいうまでもなく医薬品であり、その品質、有効性および安全

性を担保するためには、原料生薬の品質を確保する必要がある。このため原料生薬の品

質基準は、厚生労働大臣が定めた医薬品の規格基準書である日本薬局方（以下、日局）

によって規定されており、令和 6年 6月告示の第十八改正日本薬局方第二追補の時点で、

生薬 176品目および生薬末 55品目が収載されている。また、日局には、生薬が現行の薬

事制度において医薬品として適切に使用されるための品質規格や、それを検定するため

の試験法が詳細に記載されている。生薬の取り扱いに関する全般的な指針は生薬総則に

まとめられ、収載された生薬に共通して実施される試験法は、一般試験法に収載される。

さらに、薄層クロマトグラフィー等を用いた確認試験や、液体クロマトグラフィーを用

いた定量法、および一部の純度試験については、生薬毎に異なる特性があることを考慮

し、医薬品各条に個別に記載されている［1］。 

一方で、生薬は天然化合物からなる多成分系であり、糖類、アミノ酸等の一次代謝産

物、アルカロイド、フラボノイド等の二次代謝産物、細胞壁成分やミネラル等、多様な

化学成分を含んでいる。それゆえ、日局では各化学成分を評価するため対応する試験と

して、エキス含量試験、確認試験、定量試験、精油含量試験、灰分および酸不溶性灰分

試験、乾燥減量試験等を設定している。これらは生薬の品質を評価する重要な手法であ

るものの、生薬含有成分の一側面のみが評価されるため、全体像を把握するには限界が

ある。 

さらに、生薬含有成分の組成および含量は多岐にわたる要因により変動する。これら

の要因は、内因性および外因性に大別できる。内因性要因としては、基原植物の種、変



4 

 

種および系統（遺伝情報）や、器官、組織、発生段階等が挙げられる。外因性要因とし

ては、生育環境（土壌、温度、水分、pH等）や、収穫時期、収穫後処理等が挙げられる。

このように、多様な成分変動要因が存在することに加え、漢方エキス製剤の品質管理上

の重要なポイントが明確ではなく、原料生薬の最適な生産条件の設定は非常に困難であ

り、均一な品質の生薬生産に苦慮しているのが現状である。 

そこで本研究では、生産工程において原料生薬の望ましい品質を保証するため、含有

成分の管理に関する知見を構築することを主眼に置き、メタボローム解析と多変量解析

に注目した。具体的には「釣藤鈎」（図 1）および「桂皮」（図 2）の品質保証体制にこ

れらの解析方法を応用展開することを目的とした。両生薬は、生薬、漢方エキス製剤の

いずれにおいても成分管理が課題となっている。また、漢方エキス製剤は、近年のエビ

デンスの集積や漢方医学教育の充実により使用量が増加傾向にある。この背景において、

両生薬は国内の生産動態量が大きく、2020年度において釣藤鈎は 270 t （使用実 のあっ

た生薬 276品目中上位 29位）、桂皮は 1,100 t（同 4位）の使用実 がある［2］。したが

って、両生薬共に漢方エキス製剤の原料生薬として、品質、数量ともに考慮が必要とさ

れる重要な生薬であるため、研究題材として選定した。 

 

第 1 部「カギカズラ無菌植物体におけるメタボローム解析」では、釣藤鈎含有成分に

影響を及ぼす内因性要因に対処するため、含有成分の生合成に関する基盤情報の取得を

試みた。釣藤鈎は、釣藤散や抑肝散等の漢方処方に配合され、高血圧や不安症の治療に

用いられる。日局では、アカネ科（Rubiaceae）に属すカギカズラ Uncaria rhynchophylla 

Miquel、U. sinensis Havid、および U. macrophylla Wallichが釣藤鈎の基原植物として規定

されている。これらの植物の外観における特徴は、葉腋に見られるとげであり［3］、と

げとその周辺の茎枝を生薬として用いる。このため栽培植物の場合、とげの収量が十分

に得られるようになる定植 3~5年程度を目安に収穫し、生薬にすることが多い［4］。  

Uncaria 属植物はこれまで、中国薬典に収載される U. hirsuta Havil や U. sessilifructus 

Roxb を含め、外観性状および内部形態、また含有成分に関する数多くの研究が行われ、
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種間の差異について報告されている ［5-7］。特に、日本の千葉県以南および中国の中南部

に分布するカギカズラは、Monoterpenoid indole alkaloids（以下、MIAs）を豊富に含み、

120成分を超える単離報告がある［8-11］。MIAsは、アカネ科、マチン科（Loganiaceae）、

キョウチクトウ科（Apocynaceae）等に含有されていることが知られており、インドール

環とモノテルペン部位から構成される化合物である。MIAsには、例えば、抗がん作用を

もつ vinblastineとその関連代謝物［12］や、神経毒の strychnine ［13］等、強力な生理活

性を示すものが多い。 

カギカズラ含有 MIAsの中では、rhynchophylline（以下、RC）および hirsutine（以下、

HTI）は、血管拡張作用や脳神経保護作用等が報告されており、釣藤鈎の薬効成分として

知られている ［14-17］。したがって日局では、換算した生薬の乾燥物に対し総アルカロイ

ドとして両成分の合算値を 0.03％以上含む、と定めている。このことから、総アルカロ

イド含量は釣藤鈎の品質管理における目標値になる。しかしながら、実際には生薬中の

MIAs 含量は植物の組織部位［18］や、光強度［19,20］、エチレン応答［21］、土壌条件

［22］等の環境要因によって変化する。さらに、これらの要因は植物の生育過程におい

て相互に影響し合うことが予想されるため、含量の変動要因を正確に特定し、含量を管

理することは難しい。これらの要因から、均一な品質な釣藤鈎を安定的に確保すること

は困難である。 

本研究第 1 部では、釣藤鈎の基原植物であるカギカズラについて、生薬含有成分の生

合成に関する基盤情報を取得するため、モデルシステムとして無菌 in vitro植物体を確立

し、代謝物の全体像を把握するメタボローム解析を実施した。MIAsの組織内推移や生育

ステージによる含量変動に関する評価を行い、MIAs の管理における生合成経路に関す

る知見を構築することを目指した。 

 

第 2 部「シナニッケイに関するメタデータを用いた多変量解析」では、桂皮含有成分

に影響を及ぼす外因性要因に対処するため、栽培条件、形態および品質に関するメタデ

ータを用いた成分変動要因の探索を行った。桂皮は、桂枝湯や桂枝茯苓丸等の漢方処方
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に配合され、感冒や婦人科系疾患の諸症状の治療に用いられる。日局では、クスノキ科

（Lauraceae）に属すシナニッケイ Cinnamomum cassia J. Preslの樹皮、または周皮の一部

を除いた樹皮が桂皮の基原植物として規定されている。Phenylpropanoid である

cinnamaldehyde （以下、CAL）は桂皮の薬効成分として知られ、抗炎症作用や血行促進作

用等が報告されている ［23,24］。さらに、揮発性成分である CALは桂皮の香りだけでは

なく、味を左右する［25］。においや味は生薬の品質指標であり、この点からも CAL は

桂皮の品質において重要な役割を果たしていることがわかる。このことから、日局では

成分の含量規定は設けられていないものの、薄層クロマトグラフィーを用いた確認試験

において CALの有無を確認している。 

シナニッケイの主要な生産地は中国とベトナムであり、両産地の桂皮は含有成分の特

性や差異が示されている ［26,27］。一方、中国国内においても複数のシナニッケイの産地

が存在するが、産地の傾向を見出すためのサンプル数が限られており、十分な検証が行

われていない ［28-30］。さらに、シナニッケイは中国において播種から苗の植え付けを経

て、生薬の原料として樹皮を収穫するまでに 5〜8年を要する。このため、植物の生育過

程において気候や土壌などの環境要因の影響を大きく受けることが予想されるが、栽培

環境や生育ステージが成分含量に及ぼす影響については十分に研究されていない

［31,32］。以上のことから、現地採取者は経験に基づく判断により収穫を行っており ［33］、

生薬桂皮の要求品質を満たすために適切な栽培条件や収穫時期に関する知見が求められ

ている。 

本研究第 2 部では、桂皮の基原植物であるシナニッケイについて、生薬含有成分の変

動要因を特定するために、栽培環境、形態、および成分に関するメタデータを用いて、

複数の変数間の関係性を同時に評価する多変量解析を実施した。本手法を用いることに

より、含有成分の管理に関する知見を得ることを目指し、栽培環境や形態データを基に

桂皮の品質管理における指標の構築を目指した。 
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図 1 釣藤鈎の外観 

図 2 桂皮の外観 



8 

 

第 1部 

カギカズラ無菌植物体におけるメタボローム解析 

1.1 緒言 

生薬含有成分の組成および含量は多岐にわたる要因により変動し、内因性要因として

は、基原植物の種、変種および系統（遺伝情報）や、器官、組織、発生段階等が挙げら

れる。ここでは、釣藤鈎の含有成分に影響を及ぼす内因性要因に対処するため、メタボ

ローム解析を用いて、釣藤鈎の基原植物あるカギカズラに含まれる MIAs の生合成に関

する基盤情報の取得を試みた。 

最初に、カギカズラの in vitro無菌培養系を確立し、釣藤鈎の品質保証を目的とした無

菌植物体の有用性を評価した。続いて、無菌植物体を用いたメタボローム解析を実施し、

組織部位や生育ステージによる含量変動を評価した。これにより、カギカズラ含有MIAs

の動態を考察し、生合成に関する知見を得ることを目指した。 
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1.2 結果 

1.2.1 カギカズラ無菌培養系の確立 

千葉県鴨川市にて、自生するカギカズラを採取した。2個体の植物から果実を 2022年

11 月に、同一個体の地上部を 2024 年 7 月に採取した。カギカズラの成木は、谷沿いの

斜面に自生し、他の樹木にからみつきながら非常に高い位置まで生長していた（図 3）。

生薬の原料として使用される当年枝は柔らかく、非木質であった。なお、地上部の採取

を 7 月に行ったのは、これまでに成木において当該月の MIAs 含量が最も高いことが報

告されているためである［34］。2 個体から採取した種子を、無菌条件下で発芽させた。 

無菌培養系を確立するために、ゲル化剤として 8 g L-1寒天と 2 g L-1ゲランガムを比較

した。両固体培地は発芽において有意な差を示さなかったが、ゲランガム培地は培養過

程で不安定となり、後に植物体のガラス化を引き起こした。したがって、本研究では寒

天を選択した。 

種子は無菌培養下において播種後 12～14日で発芽した。発芽後 2ヶ月の植物体の乾燥

重量は約 3 mg であった。重量は安定して増加し、発芽後 3ヶ月で 15 mg、発芽後 10ヶ

月で 20 mgを超えた。発芽後の枯死はほとんどなく、植物は良好に生育した（図 4）。こ

の傾向は継代培養後も持続し、継代可能な in vitro培養系の確立に成功した（図 5）。 

一方で生薬として利用されるとげは、培養植物では形成されなかった。成木における

鈎状のとげは当年に伸長した主茎から出枝した側枝につき、発生学的に茎の変形とされ

る （図 6）。したがって、無菌植物体の茎は、成木のとげと同様の代謝物の特性を持つと

予想した。 
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図 3 カギカズラ自生の様子（撮影：2024 年 7 月） 

A B 

C D 

図 4 無菌植物体の生育過程 

A：種子および発芽後 16 日の植物体 B：発芽後 58 日の植物体 

C：発芽後 93 日の植物体 D：発芽後 155 日の植物体 
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図 5 継代培養時の生育過程 

A：継代前の植物体（右） B：継代初日の植物体 

C：継代後 106 日の植物体 

図 6 カギカズラ成木の地上部 

A：地上部の構成 B：側枝の様子 C：とげの様子 

A B C 

B C 

A 
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1.2.2 生薬品質保証を目的とした無菌植物体の有用性評価 

無菌植物体と成木の組織部位における代謝物プロファイルの違いを評価した。主要代

謝物の分布パターンを把握するため、LC-MS分析から得られた総イオン電流クロマトグ

ラム（以下、TICC）を比較した（図 7A、B）。無菌植物体の TICCは発芽後 10カ月の植

物体のデータを使用した。 

本研究で定量したMIAs （図 7C）に対応するピークは、ほぼすべてのサンプルで検出

でき、無菌植物体の茎頂や成木の茎の先端で強度が高かった。無菌植物体では、茎頂、

茎、葉の主要代謝物の分布パターンは類似しているのに対し、根は異なる傾向を示した。

成木では、茎、とげ、および果実の主要代謝物の分布パターンは類似していた。本傾向

は、成木において果実は茎やとげと異なる代謝物の分布パターンを示す、という先行研

究の結果と一致しなかった［35］。この不一致は果実の熟度の違いに起因し、著者らは 10

月に収穫された成熟果実を使用したが、本研究では 7 月に収集された未成熟果実を使用

したことによる影響が示唆された。以上のように、各組織部位に対して TICC は明確な

特徴を示したが、無菌植物体の茎ならびに、生薬として用いる成木の茎ととげの主要代

謝物の分布パターンは類似していることを確認した。 

さらに、主成分分析（以下、PCA）を用いて無菌植物体（発芽後 10および 12ケ月の

植物体）と成木の代謝物プロファイルを比較した。PCAは多次元データを視覚化し、デ

ータの構造を理解するための手法であり、元のデータの次元を減少させ、データの変動

を最もよく説明する新しい軸（主成分）を作成する。本解析には、比較的高い強度閾値

を持つ非ターゲットメタボローム分析により検出された 812 ピークを用いた。これらの

ピークはアルカロイド、フラボノイド、ステロールを含むと推定された。また、Component 

1 および Component 2 は、PCA によって得られた主成分であるが、本解析において

Component 1はデータの 19.9%の変動を、Component 2は 13.4%の変動を説明した。PCA

のスコアプロットでは、各点がサンプルを表しており、点の位置はそれぞれのサンプル

の主成分に基づく特徴を示す。点が近いほど、それらのサンプルは類似した特性を持つ

ことを示唆し、図中の色や形は、異なるサンプルグループを区別するために使用してい
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る。また、95%信頼区間は、各グループのデータがどの程度の範囲に分布しているかを示

し、グループ間の差異を視覚的に確認するのに役立つ。無菌植物体と成木サンプルを含

む PCAのスコアプロットでは、両者の 95%信頼区間が明確に区別された。一方、無菌植

物体の茎と、成木の茎ととげは近い位置にプロットされ、両者の代謝物の類似性が確認

された （図 8）。以上より、釣藤鈎含有MIAsの生合成経路解明のための評価モデルとし

て、無菌植物体が有用であることが示唆された。  



14 

 

 

 

 

  

図 7 各組織部位における代謝物の分布パターン 

A：成木の TICC B：発芽後 10 ケ月の無菌植物体の TICC C：代表的な MIAs 

A 

B 

C 
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図 8 無菌植物体（発芽後 10 および 12 ケ月）と成木の各組織部位における PCA スコアプロット 

図 9 無菌植物体（発芽後 10 および 12 ケ月）の各組織部位における PCA スコアプロット 

A：スコアプロット B：組織部位区分の詳細 

楕円：95%信頼区間 

無菌植物体 

成木 

A B 
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1.2.3 無菌植物体を用いたメタボローム解析 

無菌植物体における代謝物プロファイルに焦点を当て、無菌植物体（発芽後 10および

12ケ月の植物体）の組織部位による傾向を PCAにより検証した （図 9）。スコアプロッ

トは茎頂、葉、茎、根で明確に分離された。さらに茎と葉については、植物の上部にあ

たる 1–3節は茎頂と、植物の下部にあたる 12–14節は根と近い位置にプロットされた。 

続いて、無菌植物体（発芽後 10および 12ケ月の植物体）の組織部位間における代謝

物の相対濃度の類似性と均一性を確認するため、階層的クラスター分析（以下、HCA）

を実施した。カギカズラに含まれる主要な 22成分 ［36］について、組織部位でわけたヒ

ートマップを生成した（表 1、図 10）。22成分は、その性質に基づいて 7グループにわ

け、色別に表示した。HCA に基づき、cadambine alkaloids（cadambine および 3α-

dihydrocadambine）および unknown alkaloid glycosidesは他のパラメータから区別され、独

立したクラスターを形成し、根に蓄積することを確認した。残りの成分は 5 つのクラス

ターに分けられた。 tetracyclic monoterpenoid oxidize indole alkaloids のうち RC、

isorhynchophylline  （以下、IRC）、corynoxeine  （以下、CX）、isocorynoxeine  （以下、ICX）

は、茎頂および葉の上部に蓄積していた。tetracyclic monoterpenoid indole alkaloidsである、

corynantheine、HTI、hirsuteine （以下、HTE）、geissoschizine methyl ether（以下、GME）

は、茎の上部、茎頂、および根に蓄積していた。日局にて総アルカロイドと規定される

RCと HTIは異なる挙動を示すことを確認した。 

また、important biosynthetic intermediatesである strictosidineや、pentacyclic monoterpenoid 

indole alkaloids である vincoside lactam、strictosamide は、特に茎頂に蓄積していた。

tetracyclic monoterpenoid oxidize indole alkaloidsの rhynchophyllic acid、isorhynchophyllic acid、

および primary biosynthetic intermediateである L-tryptophanは葉の下側に蓄積していた。 
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表 1 アノテーションした 22 成分 

No.1～11、14～19：標準物質を用いて同定 No.12、13、20～22：推定 

 

Molecular 

formula 
 

Monoisotopic 

mass 

「M+H」+ 

Detected mass 

「M+H」+ 

Mass 

difference 

(ppm) 

Retention time 

(min) 

Primary biosynthetic intermediate 

1 L-tryptophan C11H12N2O2 205.0972 205.0971 -0.23 2.39 

Important biosynthetic intermediates (β-carboline alkaloids) 

2 strictosidine C27H34N2O9 531.2337 531.2332 -1.04 8.36 

3 5β-carboxystrictosidine C28H34N2O11 575.2235 575.2228 -1.32 7.44 

Pentacyclic monoterpenoid indole alkaloids   

4 vincoside lactam C26H30N2O8 499.2075 499.2065 -2.02 12.01 

5 strictosamide C26H30N2O8 499.2075 499.2068 -1.47 11.34 

Tetracyclic monoterpenoid oxidize indoles alkaloids 

6 RC: rhynchophylline C22H28N2O4 385.2122 385.2121 -0.15 9.29 

7 IRC: isorhynchophylline C22H28N2O4 385.2122 385.2122 -0.07 8.69 

8 CX: corynoxeine C22H26N2O4 383.1965 383.1965 -0.16 8.21 

9 ICX: isocorynoxeine C22H26N2O4 383.1965 383.1961 -1.12 8.18 

10 corynoxine B C22H28N2O4 385.2122 385.2117 -1.25 8.87 

11 corynoxine C22H28N2O4 385.2122 385.2120 -0.54 8.78 

12 rhynchophyllic acid* C21H26N2O4 371.1965 371.1970 1.15 5.99 

13 isorhynchophyllic acid* C21H26N2O4 371.1965 371.1972 1.72 7.50 

Tetracyclic monoterpenoid indole alkaloids 

14 HTI: hirsutine C22H28N2O3 369.2173 369.2170 -0.78 11.91 

15 HTE: hirsuteine C22H26N2O3 367.2016 367.2015 -0.30 11.64 

16 corynantheine C22H26N2O3 367.2016 367.2014 -0.72 10.33 

17 GME: geissoschizine methyl ether C22H26N2O3 367.2016 367.2015 -0.39 11.43 

Cadambine alkaloids 

18 cadambine C27H32N2O10 545.2130 545.2128 -0.37 6.99 

19 3α-dihydrocadambine C27H34N2O10 547.2286 547.2283 -0.64 7.41 

Unknown alkaloid glycosides 

20 unknown glycoside 1 C27H34N2O11 563.2235 563.2225 -1.78 5.25 

21 unknown glycoside 2 C27H34N2O11 563.2235 563.2260 4.40 6.81 

22 unknown glycoside 3 C27H34N2O11 563.2235 563.2252 2.88 6.96 
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図 10 無菌植物体（発芽後 10 および 12 ケ月）の各組織部位における HCA の結果 

A：組織部位区分の詳細 B：ヒートマップ 

A B 
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1.2.4 無菌植物体および成木を用いた MIAs 含量比較 

無菌植物体 （発芽後 1-10および 12ケ月）と成木を用いて、oxyindole alkaloids （以下、

OIAs）4成分 （RC、IRC、CX、ICX）、indole alkaloids （以下、IAs）3成分 （HTI、HTE、

GME）の乾燥重要あたりの含量（%）を内部標準法により算出した。定量に用いた検量

線は良好な線形性を示した（表 2）。 

すべての植物体において、OIAs は IAs よりも高含量であった。無菌植物体は 0.03〜

3.89%の OIAsおよび 0〜0.08%の IAsを含んでいた。成木は 0.04〜0.92%の OIAsおよび

0〜0.27%の IAsを含んでいた。生育ステージで比較すると、無菌植物体における OIAsは

成木よりも高含量であり、成木における IAsは無菌植物体よりも高含量であった。OIAs

の中ではCXが最も高い含量を示し、IAsの中ではHTEが最も高い含量を示した（図 11、

表 3、表 4）。カギカズラはその自生地によって異なる代謝物プロファイルを持ち、RC

が豊富なタイプと、HTIおよび GMEが豊富なタイプがあることが報告されている ［37］。

また、日本のカギカズラ由来の釣藤鈎の HTIと RCの含量を比較すると RCが優勢であ

ることが知られている［38］。本研究においても、釣藤鈎として用いる成木の茎とかぎに

ついて、RCは 0.03〜0.09%、HTIは 0〜0.04%であり、RCが確かに優勢であることが確

認され、先行研究で観察された傾向と一致した。 

組織部位に関して、無菌植物体では茎頂および葉と茎の上部において、OIAsと IAsが

高含量であった（図 11B）。成木では茎の先端、植物の上部に位置するとげおよび茎にお

いて、OIAsと IAsが高含量であった （図 11A）。先行研究では、成木における OIAsは主

に地上部分に存在し、IAs は主に地下部分に存在すると報告されている［39］。しかし、

本研究の無菌植物体においては、IAsが根ではなく茎頂に蓄積されることが確認された。

本研究と先行研究は、用いた植物体の生育ステージが異なるため、結果に影響を与えた

可能性が示唆された。さらに、とげから誘導したシュートを培養した植物体において、

RC および IRC が葉や茎に高含量で存在し、HTI は根に高濃度で存在することが報告さ

れている ［40］。本研究で得られた無菌植物体の RCおよび IRCは先行研究よりも低含量

であるものの、組織部位における代謝物の蓄積傾向は一致していた。含量の差異は、個
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体差や種子から無菌植物体を生育したことに起因する可能性が示唆された。 

無菌植物体における経時的な含量の変動についても評価した（図 11C）。葉の OIAsの

含量は発達段階に応じて増加する傾向を示したが、他の組織部位における OIAs 含量お

よび IAs含量は有意な差はなく明確な傾向は見られなかった。 

 

 

表 2 MIAs の検量線 

 

 
調製濃度 (ng mL-1) 図 11A、 B 図 11C 

1 2 3 4 5 6 検量線 決定係数 検量線 決定係数 

RC 5000.00 2500.00 1000.00 500.00 50.00 5.00 y =5.426e
-3

x 0.9998 y =5.000e
-3

x 0.9986 

IRC 5040.00 2520.00 1008.00 504.00 50.40 5.04 y =4.888e
-3

x 0.9990 y =4.386e
-3

x 0.9998 

CX 5035.00 2517.50 1007.00 503.50 50.35 5.04 y =4.839e
-3

x 0.9992 y =4.642e
-3

x 0.9996 

ICX 5010.00 2505.00 1002.00 501.00 50.10 5.01 y =3.450e
-3

x 0.9991 y =3.324e
-3

x 0.9999 

HTI 502.50 201.00 100.50 50.25 10.05 - y =1.010e
-2

x 0.9992 y =1.034e
-2

x 0.9998 

HTE 212.00 84.80 42.40 21.20 4.24 - y =6.448e
-3

x 0.9995 y =6.846e
-3

x 0.9998 

GME 287.00 114.80 57.40 28.70 5.74 - y =7.698e
-3

x 0.9999 y =8.231e
-3

x 0.9993 

  



21 

 

 

図 11 組織部位、生育ステージにおける乾燥重要あたりの MIAs 含量（％）の比較（上段：OIAs、下段：IAs） 

A：成木の組織部位別 B：無菌植物体（発芽後 10 および 12 ケ月）の組織部位別 

C：無菌植物体（発芽後 1~10 ケ月）の組織部位および経時別 

A 

B 

C 
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1.3 考察 

カギカズラの in vitroの無菌培養系を確立に成功し、無菌植物体の茎と、釣藤鈎として

用いる成木のとげおよび茎の代謝物の類似性を確認した。本結果は、カギカズラが無菌

条件下でも一貫してMIAsを生合成できることを示しており、無菌植物体を用いたMIAs

生合成研究が、釣藤鈎の品質を保証するための信頼できるモデルシステムとして機能す

る可能性を強調した。 

OIAs は IAs から酸化が進むと考えられるが、成木と比べて無菌植物体における OIAs

が高含量であった。この現象の理由として、in vitro条件下における環境ストレスにより

酸化が進行した可能性が考えられる。また、茎に着目すると、無菌植物体および成木の

いずれにおいても、新しい組織である第 1節が、無菌植物体では第 14節、成木では第 5

節が該当する古い組織よりも高い OIAs 含量を示した。この結果からは、IAs から OIAs

に変わる代謝の制御が生育ステージによる変化することや、生育ステージの若い植物体

の方が古い植物体よりも酸化活性が高い可能性が推察された。一方で、今回用いた成木

サンプルは当年枝であり、生育時間を考慮すると無菌植物体と生育期間はほぼ同等であ

る。このことから、無菌植物体の茎と、釣藤鈎として用いる成木のとげおよび茎の代謝

物が類似したと推察される。時間軸を考慮した条件設定によりこの点は明らかになると

考える。 

カギカズラ含有 MIAs の生合成に焦点をあてると、他の植物における MIAs と同様に

前駆体は strictosidineであるが［41-43］、その全体像は未だ十分に解明されていない。こ

のため、生合成経路の解明は釣藤鈎の品質保証において有用なアプローチになりうる。

しかしながら、カギカズラの成木は大型のつる性植物であり生育に長期間を要するため

栽培管理が難しく、実験材料としての扱いやすさに課題がある。一方、in vitroの無菌培

養系は、制御された生育条件下で遺伝的に均一な植物を短期間に大量に生産することが

でき、代謝物の生合成経路の解明を容易にする効果的なツールである。カギカズラは育

種研究分野において、成木を用いたクローン増殖等の組織培養法開発や、クローン植物

を用いた MIAs を含む代謝物の定量的アッセイが行われきたが［44-47］、in vitro の無菌
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植物体を用いた生合成に関する先行研究はない。培養植物を活用した生合成経路解明に

よる生薬品質向上の例としては「黄連」の研究があり［48］、基原植物 Coptis japonica 

Makinoにおける Benzylisoquinoline alkaloid生合成経路の解明を通じて、関連する代謝物

や制御する遺伝子を特定し、優良系統の選抜や代謝工学を応用した目的成分の効率的な

生産研究が進展している。木本植物を研究材料として使用することは難しいが、カギカ

ズラでは本モデルシステムの活用することにより、 MIAs 生合成解明において、新たな

知見をもたらすと考えられる。これにより、釣藤鈎における RCや HTIの代謝制御解明

等の基礎研究に貢献することが示唆された。 

無菌植物体を用いたメタボローム分析からは、組織部位や異なる生育ステージにおけ

る主要MIAsの蓄積の特徴が確認された。MIAsの生合成に関しては、Catharanthus roseus 

(L.) G. Donにおいて、葉の異なる種類の細胞で多段階の酵素反応を通じて合成され、発

達や成長に関連する調節機構が存在することが示唆されている［49-51］。カギカズラの

MIAsについても、茎頂や茎、葉の上部で高含量であること、葉における OIAsが経時的

に増加する傾向が確認されたことから、これらの組織について生合成における役割の検

証が必要であると考える。 

さらに、生薬の使用部位に関して考察すると、成木のとげと茎の代謝物のプロファイ

ルは類似しており、RC をはじめとした OIAs、HTIをはじめとした IAsはいずれの組織

にも含まれていた。加えて、無菌植物体において、茎における経時的な MIAs 含量の変

動が小さいことが示された。釣藤鈎の使用部位としてとげを用いることについては、本

草考証による検証が行われてきたが［52］、本結果は成木のとげと茎の品質の類似性や、

品質の一貫した安定性を示しており、品質管理の観点からも生薬の原料としての適性が

示唆された。 

 

 本研究では、生薬含有成分のバラつきを生み出す内因性要因に対処するためにカギ

カズラの in vitroの無菌培養系を確立した。また、無菌植物体を用いてメタボローム解析

を行い、MIAsの生合成に関する基盤情報と考察を得た。メタボローム解析により生薬品
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質の多面的な側面が補完される可能性を示したことは、生薬の品質保証におけるひとつ

の有効な手段になることを示唆した。MIAs の代謝については直接的に論じることはな

かったが、今後、無菌植物体を材料として安定同位体標識を用いた代謝物の経時的変化

の解析や新規中間体の候補化合物探索、さらに遺伝子発現量の評価を行うことで、本研

究の結果を検証する知見が得られると期待される。  
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第 2部 

シナニッケイに関するメタデータを用いた多変量解析 

2.1 緒言 

 生薬含有成分の組成および含量は多岐にわたる要因により変動し、外因性要因として

は、生育環境（土壌、温度、水分、pH 等）や、収穫時期、収穫後処理等が挙げられる。

ここでは、桂皮の含有成分に影響を及ぼす外因性要因に対処するため、栽培条件、形態

および品質に関するメタデータを取得し、多変量解析を用いて成分変動要因の探索を行

った。 

最初に、桂皮の主要産地である東興、西江および広南地域において、シナニッケイの

形態および成分含量を比較し、主要な 3 産地における区別点を把握した。続いて、CAL

含量の変動要因を検証することにより、栽培環境や形態データを用いた桂皮の品質管理

における指標に関する知見を得ることを目指した。 
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2.2 結果 

2.2.1 産地、樹齢による形態および成分含量の変化 

現地調査は、2019年 4月に実施した。中国産桂皮の産地として東興（広西壮族自治区

防城港市東興市）、西江（広西壮族自治区玉林市容県）、広南（広東省肇慶市高要区）の 3

地点を選定した。現地調査では、畑で育てた苗を山の斜面に定植し、林として栽培管理

が行われている様子を確認した。樹皮の剝皮は刃物と水牛の角を加工した道具を用いた

（図 12）。東興桂皮として 1～18年生の 61サンプル、西江桂皮として 1~21年生の 74サ

ンプル、広南桂皮として 1~20年生の 73サンプル、合計 208サンプルを採取した（表 5）。 

メタデータとしては、37項目を取得した （表 6）。栽培環境データとして標高および土

壌に関する 24項目、形態データとして樹高、幹周、樹皮の厚み、油層の厚み、および油

層の割合を取得した。本研究における油層は、桂皮を横切した際の、内側の黒変部位を

さす（図 13）。また、成分データとして、換算したサンプルの乾燥物に対する桂皮含有

主要 5成分 ［53］ （cinnamic acid、CAL、2-methoxycinnamaldehyde、2-hydroxycinnamaldehyde、

coumarin）（図 14）の含量と乾燥減量値を取得した。 

取得したデータついて、シナニッケイの産地および樹齢による変化を評価した。デー

タは箱ひげ図で示した。 

形態データに関して、樹高、幹周、樹皮の厚みは樹齢と共に増加した。一方で油層は、

収穫される 5～8年生にて形成され始め、その後やや増加する傾向がみられた。いずれの

形態データにおいても、3産地間差は小さいことを確認した（図 15）。 

成分データに関して、cinnamic acidは樹齢が若いほど高含量であり、CALは樹齢と共

に高含量化する傾向がみられた。2-methoxycinnamaldehyde、2-hydroxycinnamaldehyde 

coumarin については、各樹齢における含量のバラつきが大きく、顕著な傾向は確認でき

なかった。15-17年生の東興桂皮のサンプルの中に 2-methoxycinnamaldehydeが高含量の

ものが存在したが、いずれの成分データも 3産地間差は小さいことを確認した （図 16）。 
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図 12 現地調査の様子 

A：育苗中の畑 B：シナニッケイの林-1 C：シナニッケイの林-2 

D：サンプリングに用いた道具 E：サンプリング F：樹高データの収集 

A B 

C D 

E F 
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表 5 シナニッケイのサンプル一覧 

 

 

樹齢（年） 

合計数 
1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

東興 4 – – 3 10 7 4 10 3 1 – 1 – 4 4 7 3 – – – 61 

西江 1 4 – 1 8 1 3 10 6 7 6 8 1 4 5 1 4 3 – 1 74 

広南 1 – 1 1 9 1 3 10 7 7 5 6 4 8 3 3 2 1 1 – 73 

 

表 6 取得したメタデータ一覧 

 

データの分類 方法 項目 

栽培環境 現地調査 

・標高（m） 

・樹齢（年） 

・土壌 24 項目* 

形態 

現地調査 
・樹高（m） 

・幹周（cm） 

ラボ実験 

・樹皮の厚み（cm） 

・油層の厚み（cm） 

・油層の割合 

成分 ラボ実験 

乾燥重量あたりの桂皮主要成分含量（%） 

・cinnamic acid: CA 

・cinnamaldehyde: CAL 

・2-methoxycinnamaldehyde: MCAL 

・2-hydroxycinnamaldehyde: HCAL 

・coumarin 

関連項目 

・乾燥減量（%） 

*土壌評価項目の詳細 

基本情報 

  pH （性酸性酸））、全性酸）、電気伝導） （mmho/cm）、  

  陽イオン交換容量(me/100g；保肥力) 

成分含量（%、ppm） 

  有機物、NO3-N、P、K、SO4-S、Zn、  

  Fe、Mn、Cu、Ca、Mg、Na 

 

土壌における各成分の飽和）（%） 

  飽和 H、飽和 K、飽和 Ca、飽和 Mg、飽和 Na 

土壌における各土質の割合（%） 

  砂の割合、シルトの割合、粘土の割合 
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図 14 桂皮に含まれる主要 5 成分 

図 13 桂皮油層の様子；樹皮内側の黒変部位 

cinnamic acid cinnamaldehyde 

2-methoxycinnamaldehyde 2-hydroxycinnamaldehyde 

coumarin 
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図 15 シナニッケイの産地、樹齢による形態の変化 
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図 16 シナニッケイの産地、樹齢による乾燥重要あたりの成分含量（％）の変化 

CA：cinnamic acid、CAL：cinnamaldehyde、 

MCAL：2-methoxycinnamaldehyde、HCAL：2-hydroxycinnamaldehyde 
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2.2.2 産地間における区別点の解析 

取得した 37項目×208サンプルのデータセットを作成し、多変量解析を行った。最初

に、3産地のシナニッケイにおける区別点を解析するために、t-分布型確率的近傍埋め込

み法（以下、t-SNE）を実施した。t-SNEは 2008年頃に開発されたデータのクラスタリン

グやパターンを把握する手法の 1 つであり、高次元データを圧縮して可視化することが

できる。その際、非線形な構造を保持しつつ、データの局所的な構造を強調できるため、

似た特性を持つデータポイントを近くに位置する近接性を強調することができ、データ

の分布やパターンの直感的な理解が可能である。遺伝子データ、テキストデータ、画像

データ等の特徴量が多いデータセットに使用され、食品栄養成分の視覚化にも応用され

ている［54］。今回はデータを二次元マップに圧縮した。 

t-SNE によるクラスタリングの結果、スコアプロットにおいて、3 産地のシナニッケ

イは区別されたが、産地内でも複数のグルーピングが見られ、一貫した傾向は確認され

なかった（図 17）。そこで、クラスタリングされた変動要因を判別するためにローディ

ングプロットを確認した。ローディングプロットでは、どの変動要因がクラスタリング

に寄与しているかを確認でき、原点から離れるほど寄与が大きいことを示している。原

点周辺に形態データや成分データが集まり、原点から離れたところに栽培環境データが

プロットされていることが確認された（図 18）。このことから、形態データや成分デー

タよりも栽培環境データの影響を受けてクラスタリングされていることが示唆された。

すなわち、3 産地は栽培環境データで区別されていることが確認された。産地の違いが

栽培環境データで区別されていることから、本結果に矛盾はないと考える。箱ひげ図を

用いた比較と同様に、t-SNE においても 3 産地間で形態や品質に差異はないことが示唆

された。 
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スコアプロット 

● 東興 

● 西江 

● 広南 

ローディングプロット 

● 栽培環境データ 

× 形態データ 

□ 成分データ 

A B 

 

図 17  t-SNE によるクラスタリングの結果；スコアプロット 

図 18 t-SNE によるクラスタリングの結果；ローディングプロット 

A：データ分類別プロット B：プロットの詳細 
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2.2.3 成分含量の変動要因の解析 

シナニッケイにおける成分含量の変動要因を解析するため、成分データとして取得し

た 5成分について部分最小二乗法（以下、PLS）を実施し、含量値の予測モデルを作成し

た。PLS は回帰分析の一種であり、変数間の関係性をモデル化する手法である。特に、

複数の変数間の関係を同時に考慮することができる点が特徴である。さらに、説明変数

同士に相関が見られる多重共線性への耐性が強く、第二種の過誤を避けることができる

ため、PLS を選択した。また、成分データにおいて 3産地間の差異はないことから、解

析は産地を区別せずに行った。 

本解析では、全てのデータをモデル構築用の訓練データおよびテストデータとして利

用し、クロスバリデーションを用いることで作成したモデルの信頼性を確認した。Q²値

はモデルの汎化能力を評価する指標であり、値が 1に近いほど高い予測性能を意味する。

一方、R²値は作成したモデルがデータの変動をどれだけ説明できているか、その適合度

を示す指標であり、1 に近いほどモデルの説明力が高いことを意味する。本解析におい

ては、R²値はテストデータに対する予測性能を評価するために計算した。R²値の算出は

予測残差平方和を基に行い、最適な成分数（以下、best comp.）のもとで評価した。PLS

における best comp.とは、オーバーフィッティング、すなわち訓練データに対する性能は

高くなるがテストデータに対する予測性能が低下する事態を避けるために選ばれる成分

数を指し、モデルがデータを最も効果的に説明し、予測性能を最大化するために重要な

役割を果たす。 

回帰分析を行った結果、CAL含量の予測モデルは Q²値が 0.539、R²値が 0.675であり、

cinnamic acid、2-methoxycinnamaldehyde、coumarinよりも値が高いことが確認された （表 

7）。さらに、best comp.に基づいて、実測値を zスコア化した Y originalと、PLSモデル

から得た予測値 Y predの散布図を描くと、CALの相関係数（r）は 0.821であり、良好な

線形性が得られた（図 19）。2-hydroxycinnamaldehyde については良好な含量予測モデル

が作成されたが、本試験で用いたサンプルの約 4割において定量値が 0%であり、訓練デ

ータ数が不足していたため解析が不十分であったと推察された。 
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CAL含量の予測モデルにおける説明変数の重要度を評価するため、PLS係数を算出し、

棒グラフにまとめた（図 20）。PLS 係数とは回帰係数を指し、各説明変数が応答変数に

与える影響の大きさを表す。数字が大きいほど影響度が高く、正の値は正の相関、負の

値は負の相関を示す。栽培環境データの土壌 pH、標高、形態データの油層の割合、およ

び乾燥減量値は正の相関を持ち、栽培環境データの土壌中の Cuおよび Zn濃度が負の相

関を持つことが確認され、CAL含量に寄与することが示唆された。 

 

 

表 7 各予測モデルにおける Q2値、R2値、および best comp. の一覧 

 

 Q2 R2 best comp. 

cinnamic acid  

0.448 

r= 0.670 

0.491 

r= 0.700 
4 

cinnamaldehyde 
0.539 

r= 0.746 

0.675 

r= 0.821 
5 

2-methoxycinnamaldehyde 
0.214 

r= 0.471 

0.321 

r= 0.567 
8 

2-hydroxycinnamaldehyde 
0.915 

r= 0.957 

0.942 

r= 0.970 
4 

coumarin 
0.025 

r= 0.229 

0.142 

r= 0.378 
4 
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図 19 各成分の実測値と予測値の散布図（X 軸：z スコア化した実測値、Y 軸：予測値） 

CA：cinnamic acid、CAL：cinnamaldehyde、 

MCAL：2-methoxycinnamaldehyde、HCAL：2-hydroxycinnamaldehyde 

CA, r = 0.700 CAL, r = 0.821 

MCAL, r = 0.567 HCAL, r = 0.970 

coumarin, r = 0.378 
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図 20  CAL 含量に対する PLS 係数 
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2.3 考察 

各解析により、3 産地のシナニッケイの形態や成分含量の差異は小さく、栽培環境で

クラスタリングされたことが確認された。これにより、中国 3 産地間で品質に明確な区

別点はないことが示唆された。また、CAL含量に影響を与える要因として、標高、土壌

中の Cu/Zn 含量、土壌 pH が挙げられた。これらの栽培環境データは定植前に確認でき

るため、検証を進めることで、栽培適地の選定につながる可能性が示唆された。土壌に

関してシナニッケイは林で管理していることから、客土のような土壌の入れ替えは非常

に大掛かりであり、また施肥による土壌改良は効果が不確実であるため、育苗時や定植

時の判断基準として活用することが望ましいと考える。このため、土壌は環境の影響を

大きく受けることを考慮し、年間を通した変動確認等の追加の検証が必要である。 

現地での聞き取り調査から、現地採取者は桂皮の品質を判断する際に油層の色と厚み

を確認していることがわかった。本解析では、油層の割合と CAL含量に正の相関がある

ことが確認され、油層を用いた経験に基づく品質判断がデータとして実証された。油層

の割合は、実験設備を必要とせず誰でも即時に確認することができるため、収穫した桂

皮の品質管理において重要な指標となる。具体的には、CAL含量のバラつきを抑え、製

品の均一性を保つことが可能である。また、油層の厚みが一定の基準を満たしている場

合、製品の市場価値を高めることにも寄与する。このように、油層の厚みは品質管理に

おいて実用的かつ簡便な指標として活用できることが示された。 

さらに、油層の形成時期が 5～8年生であり、現行の中国産シナニッケイの収穫時期は

妥当であると考えられた。樹齢に伴う成分含量の変化として、cinnamic acid は樹齢が若

いほど高含量であり、CALは樹齢と共に増加する傾向がみられたが、シナニッケイの生

合成において、cinnamic acid が CALの前駆体であるため矛盾はない［55］。さらに、生

合成の観点では、6年生のシナニッケイにおいて phenylpropanoidを合成する遺伝子が高

い発現を示す報告もされている［56］。一方で、本研究では CAL 含量は樹齢と共に高く

なる傾向があり、また、10 年生のシナニッケイにおいて CAL 含量が最も高くなると報

告した先行研究もある ［57］。したがって、収穫適期については樹木の栽培管理の手間や
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得られる収量、病気や枯死のリスクなどを考慮し、慎重に検討する必要があると考える。 

また、乾燥減量値と CAL含量に正の相関があったことは、収穫後の加工工程の最適化

により、CAL含量が維持される可能性を示唆している。過度な乾燥により、桂皮の主た

る揮発性成分である CALの含量を低下させる可能性があるため、乾燥方法を最適化する

ことにより CAL 含量を管理できると考えられる。乾燥工程における温度や時間の調整、

湿度管理等について検討することで、より高品質な桂皮の生産が可能になると期待され

る。 

 

本研究では、生薬含有成分のバラつきを生み出す外因性要因への対処するため、シナ

ニッケイの栽培環境、形態、成分に関するメタデータの多変量解析を行い、CAL含量の

変動要因を探索した。また、最適な生産条件や経験的な品質の良否判断に関する考察を

行った。多変量解析によって、メタデータ間の関係性を示すことができたことは、生薬

品質の管理体制が強化される可能性を示しており、シナニッケイの生薬原料としての品

質保証における有効な手段となることが期待される。今後は、栽培環境データのさらな

る積み増しと、加工工程も含めたメタデータを収集、解析することで、本研究の結果を

検証し、求める品質を満たし、均一な品質のシナニッケイの生産に向けた知見が得られ

ると考えられる。 

 

  



42 

 

総括 

生薬含有成分に影響を及ぼす内因性および外因性要因に対処し、原料生薬の生産工程

において望ましい品質を保証するため、含有成分の管理に関する知見を構築することを

目的とし、オミクスデータおよびメタデータを活用したアプローチを提案した。 

第 1部「カギカズラ無菌植物体におけるメタボローム解析」では、カギカズラの in vitro

無菌培養系を確立し、MIAsの組織部位や生育ステージによる含量変動を評価した。この

結果、MIAsの動態を考察し、生合成に関する基盤情報を得ることができた。第 2部「シ

ナニッケイに関するメタデータを用いた多変量解析」では、栽培、形態および成分に関

するメタデータを取得し、中国主要産地における形態および成分含量を比較することに

より、主要な 3産地間における区別点を把握した。また、CAL含量の変動要因を検証し、

栽培環境や形態データを用いた桂皮の品質管理における指標に関する知見を得た。 

我が国において生薬は法的規制である日局のもとで管理されているが、医薬品として

利用する際にはその特性を理解し、適切に活用する必要がある。生薬成分は天然由来の

化合物から成り、化合物同士が相互に作用することで効果を発揮するため、多成分系で

あることを踏まえた品質管理が重要である。本研究では、メタボローム解析を通じて生

合成研究を行い、メタデータを用いた多変量解析により成分の変動要因を解明すること

が、生薬の生産工程における品質保証、特に含有成分の管理に関して有益な知見を提供

する可能性を示唆した。さらに、オミクスデータの一環としてゲノミクスやトランスク

リプトミクスを取り入れることで、基原植物の遺伝的特性を考慮した品質管理が可能と

なり、より効果的な生薬生産が促進されことが期待される。 

また、オミクスデータやメタデータの活用は、釣藤鈎や桂皮以外の生薬にも展開可能

であり、生薬の品質向上にとどまらず、漢方薬の品質向上にも寄与する可能性がある。

今後、漢方処方の品質データや、生薬および漢方処方の薬理データ、患者の投薬情報や

バイタルデータ等のさらなるデータを収集し、分析および解析技術の高度化を進めるこ

とで、伝統医学における科学的理解の深化が期待される。本研究が、今後の漢方医学に

おける生薬および漢方薬の品質保証に新たな視点をもたらすことを期待する。  
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実験の部 

第１部 

植物材料 

千葉県鴨川市に自生しているカギカズラ 2 個体から、果実（種子を含む）と地上部を

採取した。果実は 2022年 11月に、成木の地上部は 2024年 7月に同じ木から採取した。

採取した標本（THS 110225、110226）は、㈱ツムラ生薬標本庫に保管されている。 

 

培養 

カギカズラの果実は 40 °C で一晩風乾し、乳鉢と乳棒を用いて脱種した。種子はふる

いを用いて精製した後、1〜2%の次亜塩素酸ナトリウム水溶液に浸して表面を滅菌する

ために 10〜15分間振とうし、滅菌水で 3回洗浄した。その後 1/2濃度のムラシゲ－スク

ーグ無機塩類、1/2濃度の B5ビタミン、15 g L-1のスクロース、8 g L-1の寒天を含む固体

培地をいれたφ90 mmのペトリ皿に播種した。2ヶ月の培養後、苗はφ40 mmのガラス

チューブに移した （図 21）。植物は生育に応じて継代培養した。in vitro植物体は温度 25℃、

日長 16時間、蛍光灯（50 µmol m-2 S-1）の下で維持した。 

 

図 21 無菌培養の手順 
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実験材料 

・植物サンプル 

成木の地上部は、茎先端、葉、茎、とげ、および果実の 5つの組織に分けた（図 22A、

丸で囲んだ部位を使用）。in vitro植物体は継代していない植物を使用した。発芽後 1ヶ月

および 2ヶ月の苗は、全草をサンプリングした（図 22B、N= 6および 10 ：真真は発芽後

2ケ月）。発芽後 3〜10ヶ月の植物は、葉、茎、根の組織に分けた（図 22C、N= 2〜9：

真真は発芽後 10ケ月）。発芽後 10ヶ月および 12ヶ月の植物（図 22D、N= 6 ：真真は発

芽後 10ケ月）は、組織をさらに茎頂、葉、茎、根に分けた。葉と茎については、植物の

茎頂側を第 1節として節ごとに付番した。 

すべてのサンプルはディープフリーザーにより−80 ℃で予備凍結し、凍結乾燥機を用

いて乾燥した。 

図 22 サンプリング方法の詳細  

A：成木 B：発芽後 2 ケ月の植物体 

C：発芽後 10 カ月の植物体 D：発芽後 10 カ月の植物体 

A 

B C D 
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・試薬、試液 

研究に用いたすべての試薬は、特級あるいは LC-MSグレード以上である。標準物質は

以下の供給元から購入し、精製を行わずに使用した。rhynchophylline （RC）および hirsutine

（HTI）は富士フィルム和光純薬㈱から、isorhynchophylline（IRC）は Toronto Research 

Chems, Inc. から、corynoxeine（CX）、isocorynoxeine（ICX）、corynoxine B、corynoxine、

hirsuteine （HTE）、および geissoschizine methyl ether （GME）はMed Chem Express LCCか

ら入手した。 strictosidine、 5-carboxystrictosidine、 vincoside lactam、 strictosamide、

corynantheine、cadambine、および 3-dihydrocadambineは生薬釣藤鈎から単離、精製した

ものを用いた。 

 

LC-MS/MS分析 

・溶液調製 

乾燥した植物サンプル 1〜8 mgをφ2.3 mmのセラミックビーズを含む 2.0 mLのチュ

ーブに量りとり、TissueLyser II （QIAGEN K.K.）を使用して 30 Hzで 5分間粉砕した。抽

出溶媒として、80%(v/v) methanol に 0.1%(v/v) formic acid を加えたものを使用し、4 mg 

mL⁻¹の濃度になるように添加した。その後、TissueLyser IIを用いて 10 Hzで 20分間振と

うし、代謝物を抽出した。抽出液は 11,700 × gで 5分間遠心分離した後、上清の 10～100 

μLを新しい 2.0 mLのチューブに移し、遠心エバポレーターを用いて乾固した。残渣は、

内部標準物質として 1 mM lidocaineを含む 10倍量の抽出溶媒に溶解し、最終的な抽出液

の濃度を 0.4 mg mL⁻¹に調製した。ブランク溶液は、植物サンプルをいれずに同じ手順で

準備した。標準物質は 80%(v/v) methanolを用いて溶解した。定量に用いた 7成分につい

ては、段階希釈し、各希釈液に 1 mM lidocaineを加えた。RC、IRC、CX、および ICXは

6段階希釈、HTI、HTE、および GMEは 5段階希釈し、標準溶液とした。これらを Ultra-

Free MC Hydrophilic PTFE （Merck K.K.）フィルターを通してろ過した後、分析に供した。 
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・分析条件 

調製した溶液は、Vanquish UPLC システムおよび orbitrap 型質量分析計 Exploris 240

（Thermo Fisher Scientific K.K.）を使用して分析を行った。分析中の検出感度の変動を考

慮するため、10サンプルごとに QCサンプルを 1回分析した。測定条件は以下の通りで

ある。 

カラム ： ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 

（2.1 × 100 mm、粒子径 1.8 µm、Agilent Technologies K.K.） 

移動相 ： A；H2O : formic acid = 1000 : 1 

B；acetonitrile : H2O : formic acid = 1000 : 100 : 1 

分析条件 ： 0–0.5 min.；5% B、0.5–10 min.；30% B、10–17 min.；99.5%B、 

17–18.5 min.；99.5% B、18.5–18.6 min.；5% B、 

18.6–20 min.；5% B （Linear gradient conditions） 

流速 ： 0–17 min.；0.6 mL min.-1、17–18.5 min.；1 mL min.-1、 

18.5–20 min.；0.6 mL min.-1 

オーブン温度 ： 40 ℃ 

注入量 ： 10 µL 

 

質量スペクトルは、以下のパラメータの下でエレクトロスプレーイオン化（ESI）によ

って取得した。 

Spray Voltage ： Positive Ion；3,500 V Negative Ion；2,500 V 

Sheath Gas ： 60 arbitrary units 

Aux Gas ： 15 arbitrary units 

Ion Transfer Tube Temp.  

Vaporizer Temp. 

： 350 ℃ 

MS設定 ： Polarity；Positive 

Orbitrap Resolution；30,000 

Scan Range；m/z 120–1,200 

MS/MS設定 ： Full scan-Data Dependent MS2でデータ取得した 

Polarity；Positive 

Orbitrap Resolution；15,000 

Scan Range；m/z 120–1,200 

Data Dependent Mode；Cycle Time 

Time between Master Scan；1 sec. 

Collision Energy；normalized 10、30 and 50% 
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・多変量解析 

LC-MS 分析により得られたピークは、保持時間（0.5–17 min.）および面積値（> 106）

に基づいて選択した。データの補正はブランク溶液およびQCサンプルを使用して行い、

保持時間および m/z 情報を用いてアライメントを実施した。データ取得には Compound 

Discoverer 3.3（Thermo Fisher Scientific K.K.）を使用した。取得した 812ピークの面積値

は内部標準物質の面積値で除算した後に多変量解析に用いた。 

主成分分析（PCA）は、検出されたすべてのピークを用いて実施し、データは z スコ

アとして正規化した。解析結果は、JMP 17.2.0 （SAS Institute Japan Ltd.）Principal Components

プラットフォームを使用して図示した。さらに、17成分 （No. 1~11、14~19）は標準物質

を用いてピーク同定を行い、ピークは MS スペクトル（m/z）、推定分子式、フラグメン

トイオン、および保持時間に基づいて同定した。残りの 5成分 （No. 12、13、20~22）は

MSスペクトル （m/z）、推定分子式、保持時間から推定した。アノテーションした成分に

ついて、各サンプルの平均値を zスコア化した後、HCAを実施した。HCAはWard法を

用いてクラスタリングを行い、ヒートマップを作成した。これらの解析結果は、JMPの

Hierarchical Clusterプラットフォームを使用して図示した。 

 

・アルカロイド定量 

LC-MS分析から得られたピーク面積値を用いて内部標準法により定量を行った。定量

に用いた RC、IRC、CX、ICX、HTI、THE、および GMEの純度は 100%であると仮定し

た。ピークの確認は Free Style 1.8（Thermo Fisher Scientific K.K.）を使用した。すべての

検量線は原点を通過させ、定量値を Trace Finder 5.1（Thermo Fisher Scientific K.K.）を使

用して計算した。その後、Excel ver.2409（Microsoft）を使用して植物サンプルの乾燥重

量あたりの含量を算出し、百分率で表した。 
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第２部 

実験材料 

・植物サンプル 

シナニッケイの樹皮は、地面から高さ 110～150 cmの部位を剝皮した。サンプル量を

確保するため、3 年生は木全体から樹皮を剥がし 30 個体を合わせて 1 サンプルとした。

1、2年生は苗全体から樹皮を剥がし、100個体を合わせて 1サンプルとした。すべての

サンプルは現地で乾燥処理後、日本へ送付した。サンプルは㈱ツムラに保管されている。 

 

・試薬試液 

研究に用いたすべての試薬は、特級あるいは HPLC グレード以上である。標準物質は

以下の供給元から購入し、精製を行わずに使用した。cinnamic acid （CA）、cinnamaldehyde

（CAL）、および 2-methoxycinnamaldehyde （MCAL）は富士フィルム和光純薬㈱から、2-

hydroxycinnamaldehyde（HCAL）および coumarinは東京化成工業㈱から入手した。 

 

データ取得 

・栽培環境データ 

標高は、気圧センサー内蔵のスマートフォンまたはスマートウォッチを用いてデータ

を取得した。樹齢は、栽培管理を行っている農民への聞き込みと目視による年輪の確認

により決定した。土壌は、落ち葉と 1～2 cmの表土を取り除き、植物の根が含まれない

状態で 20～30 gを採集した。この作業を 1地点につき 5ケ所で繰り返し、1サンプルと

した。自然乾燥させた土は現地からWard Laboratories, Inc.に送付し、24項目の土壌デー

タを入手した。詳細は以下の通りである：pH、Buffer pH（土壌の全酸性度）、EC（土壌

の電気伝導度）、CEC（陽イオン交換容量）、土壌における各成分の含量（有機物、NO3-

N、P、K、SO4-S、Zn、Fe、Mn、Cu、Ca、Mg、Na）、土壌における各成分の飽和度（H、

K、Ca、Mg、Na）、および土壌における各土質の割合（砂、シルト、粘土） 
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・形態データ 

樹高は、木を切り倒した場合には根元から最も高いところまでの実測値を取得した。

それ以外の場合、レーザー距離計を用いて樹高を推定した。幹周は、高さ 120 cmで測定

した。高さが 120 cm未満の場合、最も太い部分を測定した。樹皮の厚みおよび油層の厚

みは、ノギスを用いて１検体につき 3 点以上測定し、平均値を代表値とした。油層の厚

みは樹皮を横切して直ちに計測した。油層の割合は油層の厚みを樹皮の厚みで除算した。 

 

・成分データ 

乾燥減量は、日局 18 5.01 生薬試験法に準拠して取得した。すなわち、試料 2 gをあら

かじめ質量を量ったはかり瓶にとり、その質量を精密に量り 105℃で 6 時間乾燥し、デ

シケーターで放冷した後、質量を精密に量り、その減量を乾燥減量(％)とした。主要 5成

分の定量値は、LC-UV分析から得られたピーク面積値を用いて、外部標準法により取得

した。 

 

LC-UV分析 

・溶液調製 

粉砕したサンプル 0.25 gを遠沈管に量りとり、抽出溶媒として、H2O : acetonitrile = 1 : 

1混液を使用し、20mLを添加した。その後振とう速度 200 r min-1で 10 分間振とうし、

遠心分離後、上清を 50mL のメスフラスコに取った。残留物に対し同様の操作をし、抽

出液を合わせた後、抽出溶媒を加えて正確に 50 mLとし、試料溶液とした。ブランク溶

液は、抽出溶媒を用いた。標準物質は、以下の手順で操作し、標準溶液とした。 

CA ： 約 13 mg を量り、H2O : methanol = 1 : 1混液に溶かして正確に 200 mLと

した。H2O : methanol = 1 : 1混液を用いてこの液を 20倍希釈した。 

CAL ： 約 200 mg を量り、methanolに溶かして正確に 200 mL とした。methanol 

を用いてこの液を 5倍希釈した。 

MCAL ： 約 15 mg を量り、methanolに溶かして正確に 100 mLとした。methanolを
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用いてこの液を 10倍希釈した。 

HCAL ： 約 2 mgを量り、methanolに溶かして正確に 100 mLとした。methanolを

用いて 10倍、50倍、200倍で希釈した。 

coumarin ： 約 25 mg を量り、methanol に溶かして正確に 100 mL とした。H2O : 

methanol = 1 : 1混液を用いてこの液を 5倍希釈した。 

試料溶液、ブランク溶液、標準溶液の一部を取り、11,700 × gで 5分間遠心分離した後、

分析に供した。 

 

・分析条件 

調製した溶液は、ACQUITY™ UPLC® H-Classシステム（Nihon Waters K.K.）を使用し

て分析を行った。測定条件は以下の通りである。 

【CA、CALおよびMCAL】 

カラム ： ACQUITY TM UPLC®HSS T3 

（2.1 × 100 mm、粒子径 1.8 µm、Nihon Waters K.K.） 

移動相 ： A；H2O : acetic acid (100) = 79 : 5 

B；acetonitrile 

分析条件 ： A : B = 4 : 1（Isocratic conditions、15 min.） 

流速 ： 0.45 mL min.-1 

オーブン温度 ： 40 ℃ 

注入量 ： 1.5 µL 

測定波長 ： 272 nm 

  

【HCALおよび coumarin】 

カラム ： ACQUITY TM UPLC®HSS T3 

（2.1 × 100 mm、粒子径 1.8 µm、Nihon Waters K.K.） 

移動相 ： A；H2O : acetic acid (100) = 79 : 5 

B；acetonitrile 

分析条件 ： 0–15 min.；10% B、15–20 min.；95% B、20–30 min.；10 %B 

（Linear gradient conditions、30 min.） 

流速 ： 0.45 mL min.-1 

オーブン温度 ： 30 ℃ 

注入量 ： 5.0 µL 
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測定波長 ： 272 nm 

 

・主要成分定量 

LC-UV分析から得られたピーク面積値を用いて外部標準法により定量を行った。CA、

CAL、MCALおよび coumarinは一点検量線、HCALは多点検量線（4点）を定量に用い

た。CA、CAL、MCAL、coumarinの純度は、UVスペクトルにおける 272 nmでのピーク

の総面積を基に算出し、HCALは純度が 98%で保証されているため、当該値を用いて、

補正を行った。ピーク面積値の確認には、Empower 3（Nihon Waters K.K.）をした。その

後、Excel ver.2409（Microsoft）を使用してサンプルの乾燥重量あたりの含量を算出し、

百分率で表した。CA、CAL、MCAL、coumarin は以下の計算式に沿って算出した。 

 

CA含量 (%) = MS1 × AT1 / AS1 / (MT × 2) / 40 / fd × 100 

CAL含量 (%) = MS2 × AT2 / AS2 / (MT × 2) / 10 / fd × 100 

MCAL含量 (%) = MS3 × AT3 / AS3 / (MT × 2) / 10 / fd × 100 

coumarin含量 (%) = MS4 × AT4 / AS4 / (MT × 2) / 5 / fd × 100 

 

MS1~4：純度補正をした標準物質の秤取量(g) 

MT：シナニッケイの秤取量(g) 

AT1~4：試料溶液における定量成分のピーク面積(μV秒) 

AS1~4 ：標準溶液のピーク面積(μV秒) ※システム適合性 6回注入のピーク面積の平均値 

fd：乾燥減量換算係数 ※乾燥減量換算係数 = (100－乾燥減量値(%)) / 100 

 

・試験成立要件 

CA、CAL、および MCAL についてはシステム適合性試験として、各標準溶液 1.5 µL

を用い、上記の分析条件で試験を 6回繰り返した際にピーク面積の相対標準偏差が 1.5％

以下である場合、coumarinについてはシステム適合性試験として、各標準溶液 5.0 µLを

用い、上記の分析条件で試験を 6回繰り返した際にピーク面積の相対標準偏差は 1.5％以
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下である場合、HCAL については、得られた検量線の相関係数が 0.999 以上である場合

に、データを採用した。 

 

多変量解析 

多変量解析は、Rパッケージ（ver 4.2.2）をインストールし、以下の手順に沿って実施し

た。 

・t-分布型確率的近傍埋め込み法（t-SNE）：コマンドプロンプト A 

① 高次元空間での確率的類似度の計算： 

行にサンプル、列にメタデータをまとめたデータセットを作成し、ガウス確率分布を

用いて、高次元空間での各データポイントの近さを計算し、類似度を算出した。 

② 低次元空間での確率的類似度の計算： 

低次元空間において、t-分布を用いた各データポイント間の類似度を計算した。 

③ KLダイバージェンスの最小化： 

①で得た高次元空間での確率的類似度と②で得た低次元空間での確率的類似度の差が

最小化になるように、低次元空間のデータポイントの配置を調整した。最小化には勾

配降下法を用いた。 

④ データの可視化： 

最適化された低次元空間において、メタデータを示す埋め込み記述子を取得し、デー

タポイントの位置が決定した後、2次元マップを作成した。 

 

・部分最小二乗法（PLS）：コマンドプロンプト B 

① データの前処理： 

行にサンプル、列にメタデータをまとめたデータセットを作成し、欠損値を除去した

後、標準偏差が 0の列を除外した。 

② データセットの再構築： 

応答変数として主要 5成分の含量値を定義し標準化した後、説明変数として設定した
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その他のメタデータともにデータセットを再構築した。 

③ PLS回帰モデルの構築： 

部分最小二乗法（PLS）を用いて、応答変数と説明変数の関係をモデル化した。 

④ モデルの評価： 

交差検証を行い、Q²値（モデルの予測精度）を算出した。さらに予測残差平方和を計

算し、best comp. （最適な成分数）を特定した。また、テストデータに対する R²値（モ

デルの適合度）を算出した。 

⑤ データの可視化： 

最適な成分数に基づいて、テストデータに対する PLS モデルの予測値（Y pred）と z

スコア化した実測値 （Y original）の散布図を示した。さらに、各説明変数に対する PLS

係数を棒グラフとして可視化した。 
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【コマンドプロンプト A】 

alldata <- read.csv(“keihi_tSNE” ,header=TRUE,row.names=1,as.is=FALSE, 

fileEncoding="shift-JIS") 

 

countryG <- alldata[, 1] 

uniqG <- unique(countryG) 

 

dataset <- alldata[, -c(1:8)] 

colnames(dataSet) 

 

dataused <- data.frame(countryG = countryG, dataSet = dataSet) 

nonmissdata <- na.omit(dataused) 

 

cnt <- table(nonmissdata[, 1]) 

TFcnt <- cnt > 2 

length(TFcnt) 

classOK <- names(TFcnt)[TFcnt] 

nc <- length(classOK) 

nf <- dim(nonmissdata)[2] 

ns <- dim(nonmissdata)[1] 

newdata <- data.frame() 

for(i in 1:ns){ 

  for(j in 1:nc){ 

    if(!is.na(nonmissdata[i, 1]) & !is.na(classOK[j]) & nonmissdata[i, 1] == classOK[j]){ 

      newdata <- rbind(newdata, nonmissdata[i, ]) 

    } 

  } 

} 

 

nf <- dim(newdata)[2] 

avm <- matrix(0, nrow = nc, ncol = nf - 1) 

 

nc<-length(classOK) 

for(i in 2:nf){ 

  for(cl in 1:nc){ 

    TFc <- classOK[cl] == newdata[, 1] 

    avm[cl, i - 1] <- median(newdata[TFc, i]) 

  } 

} 
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# median data 

avdata <- data.frame(paste0("A", classOK), avm) 

 

#[4] scaling by av and original data 

colnames(avdata) <- colnames(newdata) 

mergedata1 <- rbind(newdata, avdata) 

scaledata <- scale(mergedata1[, -c(1)]) 

 

graphics.off() 

if(!require(Rtsne)){ 

  install.packages("Rtsne") 

  library(Rtsne) 

} 

 

set.seed(123) 

 

#[5] tSNE 

mtype <- "tSNE" 

aa <- data.frame(mergedata1[, -c(1)]) 

 

tSNE <- Rtsne(aa) 

score <- data.frame(as.character(mergedata1[, 1]), tSNE$Y) 

 

#[6] Separation of av and original data 

TFdata <- substring(score[, 1], 1, 1) != "A" 

scc <- score[TFdata, ] 

indivSC <- data.frame(as.character(scc[, 1]), scc[, 2:3]) 

avSC <- score[!TFdata, ] 

labeldata <- indivSC[, 1] 

 

# [7] mapping: score and loading prots 

par(mfrow = c(1, 2)) 

xselect <- 1 

yselect <- 2 

 

## [7b]------------ 2D plot ----------------- 

xmax <- max(indivSC[, xselect + 1]); xmax <- as.integer(xmax); xmax <- xmax + 1 

xmin <- min(indivSC[, xselect + 1]); xmin <- as.integer(xmin); xmin <- xmin - 1 

# ------------------------------ 

ymax <- max(indivSC[, yselect + 1]); ymax <- as.integer(ymax); ymax <- ymax + 1 
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ymin <- min(indivSC[, yselect + 1]); ymin <- as.integer(ymin); ymin <- ymin - 1 

## -- merging of x and y axes 

xscale <- xmax - xmin; yscale <- ymax - ymin 

usescale <- max(xscale, yscale) 

xmax <- xmin + usescale; ymax <- ymin + usescale 

 

# [7c] - construction of groupdata ------ 

xgroup <- tapply(indivSC[, xselect + 1], indivSC[, 1], list) 

ygroup <- tapply(indivSC[, yselect + 1], indivSC[, 1], list) 

ngroup <- length(unique(indivSC[, 1])) # the number of class 

 

# [7d] - Score plot 

par(ps = 10, mgp = c(1, 0, 0)) 

xl <- paste0("Z", xselect) 

yl <- paste0("Z", yselect) 

plot(x = 0, y = 0, type = "n", xlim = c(xmin, xmax), ylim = c(ymin, ymax), xlab = xl, ylab = 

yl, 

     xaxt = "n", yaxt = "n", main = paste0("Score plot between ", xl, " and ", yl)) 

 

for(i in 1:ngroup){ 

  if(i < 9){ 

    points(xgroup[[i]], y = ygroup[[i]], col = i, pch = 19, cex = 0.5)  # i 

  } else if(i < 17){ 

    points(xgroup[[i]], y = ygroup[[i]], col = ((i + 1) %% 9), pch = 6, cex = 0.5) 

  } else { 

    points(xgroup[[i]], y = ygroup[[i]], col = ((i + 2) %% 9), pch = 3, cex = 0.5) # 

  } 

} 

 

abline(v = 0); abline(h = 0) 

axis(side = 1, tck = 0.01, at = seq(xmin, xmax, by = 0.5))   

axis(side = 2, tck = 0.01, at = seq(ymin, ymax, by = 0.5)) 

n <- 1 + ngroup 

colordata <- c(2:n) 

legenddata <- c(gav) 

pchdata <- c(rep(19, 8), rep(6, 8), rep(3, 3)) 

# legend("topright", legend = legenddata, pch = pchdata, col = colordata, cex = 0.3) 

 

# [7] Loading plot 

FD <- cor(mergedata1[, -c(1)], score[, c(xselect + 1, yselect + 1)]) 
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plot(FD, type = "n", xlim = c(-1, 1), ylim = c(-1, 1), main = "Loading plot") 

text(FD[, 1], FD[, 2], labels = rownames(FD), cex = 0.7) 

abline(v = 0); abline(h = 0) 

 

# [8] output 

FDdata <- data.frame(FD = numeric(0)) 

ofilename1 <- paste0("DataFD", mtype, ".csv") 

colnames(FDdata) <- paste0(mtype, colnames(FDdata)) 

write.csv(FDdata, file = ofilename1) 

 

ofilename2 <- paste0("Data", mtype, ".csv") 

finaldata <- data.frame(group = mergedata1[, 1], score[, c(2, 3)], score[, -1]) 

write.csv(finaldata, file = ofilename2) 

 

 

 

 

【コマンドプロンプト B】 

graphics.off() 

if(!require(pls)){ 

  install.packages("pls") 

  library(pls) 

} 

#------------------------------ 

if(!require(pls)){ 

  install.packages("pls") 

  library(pls) 

} 

 

alldata <- read.csv(“keihi_PLS”, as.is = FALSE, strip.white = TRUE,  

                   header = TRUE,fileEncoding="shift-JIS") 

 

names(alldata) 

label <- alldata[, 1] 

#------------------------------------------- 

alldata <- alldata[, -c(1,2)] 

 

tall <- t(alldata) 

tomall <- na.omit(tall) 

alldata <- t(tomall) 
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dim(alldata) 

alldata <- alldata[, apply(alldata, 2, sd) != 0] 

 

#------------------------------------- 

ymatrix<- alldata[,9:13] 

yname <- "Cinnamaldehyde" 

#Cinnamicacid 

#Cinnamaldehyde 

#X2Methoxycinnamaldehyde 

#X2Hydroxycinnamladehyde 

#Coumarin 

 

ycol <- which(colnames(ymatrix) == yname) 

Yorg <- scale(ymatrix[,ycol]) 

Xorg <- scale(alldata[,-c(9:13)]) 

 

dataUsed <- data.frame(Yorg,Xorg) 

names(dataUsed)[1] <- yname 

#========== Set Y ========== 

yset <- 1  

#=========================== 

#------------------------- 

xname <- colnames(dataUsed[,-c(1)]) 

nf <- ncol(dataUsed)-1 

 

#---------------------------------------------------------------- 

result1.pls <-

plsr(as.formula(paste0(yname,"~",paste0(xname,collapse="+"))),data=dataUsed,scale=

TRUE,validation="LOO") 

names(result1.pls) 

plspress <- result1.pls$validation$PRESS 

ncomponent <- which.min(plspress) 

#---[sum((dataUsed$Y-Ypred1)^2) == plspress]-------------------- 

Ypred1 <- result1.pls$validation$pred[,,ncomponent] 

#--- Q2 

tss <- sum((dataUsed[,1]-mean(dataUsed[,1]))^2) 

Q2 <- 1 - plspress/tss 

bestc <- which.max(Q2) 

par(mfrow=c(2,2)) 
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#[Figure 1, not embedded] 

Q2max <- substring(max(Q2), 1, 5)  

namesarg <- c(1:length(Q2)) 

barplot(Q2, names.arg=namesarg, xlab="# of comp.", ylab="Q2", 

        main=paste0("Q2max =", Q2max, "(best comp.=",bestc,")" )) 

 

#[Figure 2, not embedded] 

Q2C <- substring(cor(dataUsed[,1],Ypred1),1,5) 

plot(dataUsed[,1], Ypred1, main=paste0("Q2=", Q2max,"(r=",Q2C,")"), 

     xlab=c("Yorginal"), ylab=c("Ypred.")) 

 

#[Figure 3] 

Ypred2 <- predict(result1.pls, newdata=dataUsed, ncomp = bestc) 

rss <- sum((dataUsed[,1]-Ypred2)^2) 

R2 <- 1-rss/tss 

R2 

r2 <- cor(dataUsed[,1], Ypred2) 

plot(dataUsed[,1], Ypred2, xlab="Yoriginal", ylab="Ypred", 

     main=paste0( "R2=", substring(R2,1,5), "(r=",substring(r2,1,5),")") ) 

abline(a=0, b=1, col="red") 

 

#[Figure 4] 

par(cex=0.5) 

barplot(coefficients(result1.pls, ncomp=bestc)[,1,1], horiz=TRUE, las=1, main=yname) 

abline(v=0, lty=1) 
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