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1.は じ め に

近年,わ が国におけるアレルギー性疾患患者数

は増加の一途をたどっている。アレルギーは1～

IV型の4つ に分類され,そ の主たるものは1型 ア

レルギーである。1型 アレルギーの機序として,

肥満細胞膜上の高親和性受容体に結合したlgE抗

体にアレルゲンが結合することが刺激となって肥

満細胞の脱穎粒が起こり,ヒ スタミンや新たに生

成されるロイコトリエ ン等の脂質メディエータが

放出されて炎症が惹起されることが知られてい

る。また脱穎粒にともなって肥満細胞から放出さ

れる様々な炎症性サイトカインが好酸球等を活性

化させ,ア レルゲン暴露から数時間以上経過 した

後に発現する炎症を引き起こすことも知られてい

る。したがって,肥 満細胞はアレルギー予防・治

療の重要な標的のひとつとなりうる。実際,脱 穎

粒抑制薬はアレルギーに対する医薬品の主要なも

のであり,こ の中でクロモグリク酸ナトリウム,

トラニラスト,ア ンレキサノクスなどは天然物か

ら単離された成分をリード化合物として創製され

た医薬品である。最近ではキク科植物由来フラボ

ノイド類およびショウガ科植物由来フェニルプロ

パノイ ド類の脱穎粒抑制効果が確認され,今 後さ

らなる詳細な構造活性相関や作用機序の解明など

を経て医薬品へ応用されることが期待 されてい

るL㌔

本研究では,ア レルギー疾患治療薬のリー ド化

合物の開拓および機能性食品への応用を志向し

て,抗 アレルギー作用に関連した薬効が伝承され

ているタイ産および中国産食用ハーブ類に着目し

た。約80種のハーブ類の抽出液について,肥 満細

胞のモデル細胞としてラット好塩基球白血病細胞

株(RBL-2H3細 胞)を 用い,脱 穎粒の際にヒスタ

ミン等と共に放出されるβ一ヘキソサミニダーゼ

遊離量を脱穎粒の指標とした簡便なスクリーニン

グ法によって抗アレルギー作用を評価し,活 性の

高い植物抽出物より抗アレルギー物質の単離 ・同

定を行った。更にマウスを用いた受身皮膚アナフ

ィラキシー(PCA)試 験により,invivoに おける

効果 も評価 した。

2.実 験材料および方法

2.1ハ ーブ類抽出液の調製

風乾したハーブ81種を破砕したのち,乾 燥重量

の10倍量(v/w)の50%メ タノールを加えて室温

で一晩放置した。抽出液を減圧濾過 して得られた

濾液の一部を濃縮乾固し,50%ジ メチルスルポキ

シ ド(DMSO)に 溶解し,こ れを被験溶液とした。

ここで植物体0.lg由来の抽出物が溶媒1mlに 溶解

している時の濃度を1抽 出単位(1n)と し,以 下

この単位を用いた。被験溶液は0.Ol,0.1,lnと な

るように溶解した。

2.2細 胞培養およびinvitro脱穎粒阻害試験

RBL-2H3細 胞は10%ウ シ胎児血清添加DMEM

を基本培地として37℃,5%CO2環 境下で培養し

た。コンフルエ ント前の細胞を24ウェル平底プレ

ー トに8×105cells/wellずつ播種し,24時 間培養
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した後,以 下 に述べ る脱穎粒 阻害試験 に用 いた。

すなわ ち,抗 ジニ トロフェ ノール(DNP)-lgEモ

ノク ローナ ル抗体 を培 地に加 え(50ng/ml),2時

間イ ンキュ ベー ト後,細 胞 を500,ulの 変法 タ イロ

ー ド緩衝 液(MT)で2回 洗 浄 した。次 に500,ulの

MTお よ び10,ulの 被験 液を加 え10分 間プ レイ ンキ

ュベー トし,抗 原(DNP-HAS,50ng/ml)を 加 え

て30分 間 イ ンキ ュベ ー トした 後,上 清 を採 取 し

た。一 方,細 胞 は0.1%TritonX-100/MTを 添加 し

て溶 解 した。 培養 上 清 な らびに細 胞 溶解 液50,ul

を96ウ ェル平 底マ イク ロプ レー トに移 し,β 一 ヘ

キ ソサ ミニ ダー ゼ活性 を測 定 した。す な わ ち,

100ulの 基 質溶液(3.3mMp一 ニ トロフェニ ルー

N一 アセチ ルー β一D一 グル コサ ミニ ド/0.1Mク

エ ン酸緩衝 液pH4.5)を 加 えて37℃ で30分 間 イ ン

キ ュベー トした後,100,ulの2Mグ リシン緩衝 液

pH10.4を 加 えて 反応 を停 止 し,マ イクロプ レー ト

リーダー で405nmの 吸光 度を測 定 した。以下 の式

によ り遊離 率 を求め た。

β一ヘ キ ソサ ミニ ダーゼ遊離 率(%)=

刺激で遊離したaヘ キソサミニダーゼ量一自然遊離量

細胞内全β一ヘキソサミニダーゼ量一自然遊離量

X100

2.3マ ウスを用いた受身皮膚アナフィラキシ

ー試験

BALB/cマ ウスに抗DNP-IgEモ ノクローナル抗

体(2μg/頭)を 静脈投与することにより受動免

疫した。24時間後に,ア セ トン:オ リーブオイル

(1:1)に 溶解した0.15%2.4一 ジニ トロフルオ

ロベ ンゼ ン25ｵ1を 耳殻に塗布することにより皮

膚アナフィラキシーを惹起 した。惹起1時 間後に

0,5%エ バ ンスブルー/PBS(0.5ml/頭)を 尾静脈

投与し,そ の30分後にエーテル麻酔下で頸椎脱臼

により屠殺 し,耳 殻を採取 して滲出したエバンス

ブルー量を定量した。被験物質は惹起1時 間前に

腹腔あるいは経口投与した。経口投与する場合に

は一夜絶食し,ま た被験物質は0.3%カ ルボキシメ

チルセルロース溶液に溶解 して投与した。採取 し

た耳殻は0.7m1の1M水 酸化カリウム中で37℃ で

一晩インキュベートして溶解後,0 .6Nリ ン酸:ア

セ トン(5:13)の 混合溶媒を9.3ml加えた。激し

く撹拝した後に遠心分離を行い,そ の上清の吸光

度(620nm)を 測定した。

3.結 果および考察

RBL-2H3細 胞の脱穎粒阻害アッセイの結果,食

用ハーブ81種のうちArecacatechu種子が強い阻害

効果を示 した(Tablel)。A.catechu種 子は生薬名

槙榔子(ビ ンロウジ)と いい,シ ュロ科の橿榔の

成熟種子である。駆虫薬として用いられ,抗 酸化

効果,抗 変異原性効果,抗 うつ病効果,血 圧降下

作用など生体での様 々な機能性が報告されてい

る3　61。含有成分としてはarecolineなどのアルカ

ロイドや縮合タンニン,一 種の紅色素などが知ら

れている3。 インド,東 南アジア諸国では檀榔子

の切片に石灰,阿 仙薬時にはショウズクを混ぜこ

れをキンマの葉で包みガムのように噛む咀噛性嗜

好品として賞用されている。本研究ではこのもの

に含まれる肥満細胞脱穎粒阻害成分を追求した。

A.catechu種 子乾燥物(50g)を50%メ タノール

で抽出し,抽 出物を減圧乾固して50%メ タノール

抽出物(15。9g)を 得た。これを水と酢酸エチルで

振盟分配して水可溶性画分(15.38)と 酢酸エチル

可溶性画分(0.6g)に 分画した。それぞれの画分

について阻害活性試験を行った結果,水 可溶性画

分に強い活性が認められたので,Schemelに 示し

たようにこの画分からDiaionHP20お よび逆相

HPLCに より活性成分を単離 し,FAB-mass分 析

およびNMR低 温測定によりプロシアニ ジンB1

(PBI)と 同定した(Fig.1)。 さらに同様の分画

により2～8量 体のプロシアニジンを確認し,こ
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TablelRBL-2H3細 胞における食川ハーブ類抽出物のβ一ヘキソサミニダーゼ遊離阻害効果

1nは0.lgの乾燥試料をlmlの溶媒で抽出したときの濃度

れ らがA.catechu種 子抽出物の脱穎粒阻害活性に

大きく寄与 していることが明らかになった。

プロシアニジンは縮合タンニンの一種で,カ テ

キン類を構成単位として4β一8,あるいは4β一6で

結合したオリゴマーお よびポ リマーから構成さ

れ,リ ンゴ,ブ ドウ,ブ ルーベリーなど多くの高

等植物に広 く見出されている。食品中では苦味,

収敏性を与え,色 素にも寄与することが知られて

いる。A.catechu種 子の成分 としてもすでに5量

体までのプロシアニジンが確認されており7'81,そ

れに加えて本研究で新たに6～8量体も確認された

ことになる。近年,プ ロシアニジンの機能性に関

して抗鶴蝕作用田,血 圧 降下作用61,抗 酸化作

用1°"11,育毛作用'21などの報告がなされている。ま

た,抗 アレルギー作用に関しては,プ ロシアニジ

ン2～15量 体を主成分とするリンゴ由来の縮合タ
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SchemelA.catechu種 子 抽 出 物 の 分 画

Procyanidin61 Procyanidins(n=0‐5)

Fig.lA.catechu種 子抽 に含 まれ る プ ロ シ ア ニ ジ ン類 の 構 造

ンニンが細胞内への 〉_Ca一流入を制御することに

より肥満細胞の脱穎粒を抑制することが報告され

おり正3,本研究の結果と合致する。

本研究では更にプロシアニジン類の重合度と活

性の関係についての知見を得るため,(+)カ テ

キン,(一)一 エピカテキン,プ ロシアニジン2,3

量体およびより重合度の高いプロシアニジン多量

体の混合物 をRBL-2H3細 胞の脱穎粒阻害試験に

供した。その結果,重 合度が高くなるほど活性が

強くなる傾向が認められた(Table2)。 また,共

にプロシアニジン2量 体であるPB1,PB2に おい

てはPBIの 方が活性が強いことから,重 合度の違

いだけでなく構成単位の立体構造も活性に影響す

ることが示唆された。

以上のようにA.catechu種 子抽出物がinvitroに

おける肥満細胞脱穎粒阻害成分を含むことが明ら

かとなったので,こ のものがinvivoにおいても有

効であるか否かについてマウスのPCA試 験によ

り評価 した。Fig.2Aに 示 したように,A.catechu

種子抽出物水可溶性部を腹腔投与した群は,溶 媒
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Table2TRBL-2113細II包 にお け る プ ロ シ ア ニ ジ ン オ リゴ マ ー のa一 ヘ キ ソサ ミニ ダ ー ゼ 阻くi効果

Fig.2A.catechu種r抽 出物がマウスの受身皮膚アナフィラキシー(血管透過性充進)に 及ぼす影響

(PBS)を 腹腔投与した陰性対照群に比べて有意

に低値を示 し,ま たその抑制効果は濃度依存的で

あり,更 に陽性対照として用いたケ トチフェンよ

りも抑制 効 果が高 か った。した が って,A.

catechu種子抽出物は生体内でも肥満細胞の脱穎

粒を抑制することが示唆された。一方,経 口投与

した場合にはやはり脱穎粒を抑制する傾向が見 ら

れたものの,統 計的な有意差は認められなかった

(Fig.2B)。 プロシアニジン単量体,す なわちカ

テキンは小腸で吸収され,そ れ自体およびそのメ

チル化体が尿中で確認 されている'↓'51。プロシア

ニジン2量 体についても,コ コアのPB2お よび

PB5が ラットの小腸で少量ではあるが吸収される

という報告や'61,PB2も しくはそれを含むココア

飲料を摂取 した場合のヒトおよびラットの血中お

よび尿中に低いレベルで確認されたという報告が

なされている'7～'91。それに対し,プ ロシアニジン

3量 体以上ではinvivoで吸収が確認されている例

はほとんどない。摂取した高分子プロシアニジン

は小腸ではほとんど吸収されず,大 部分が大腸に

到達し大腸フローラによって様々な芳香族有機酸

に分解されこれらが生体内で様々な機能性を示す

という見方が一般的のようであるis.z°1。これらの

ことを考慮すると,A.catechu種 子抽出物を経口

投与した場合にはプロシアニジン多量体が生体内

に吸収されて肥満細胞の脱穎粒に影響を及ぼすと

は考えにくく,経 口投与したA.catechu種 子抽出

物が有効であるとすれば,腸 内細菌による代謝産

物がその効果を担っていると考えるべきであろ

う。今後,プ ロシアニジンの生体内への吸収 ・代

謝の動態がより詳細に明らかにされることが期待

される。

本研究を遂行するにあた り,研 究助成金を賜 り

ました浦上食品 ・食文化振興財団に心より感謝申

し上げます。
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Water-solublefractionof50%aqueous-methanolextractofArecacatechuseed,aThai

edibleplant,wasfoundtoinhibitreleaseofβ 一hexosaminidase,amarkerofantigen-IgE-

mediateddegranulation,inRBL-2H3.Fromtheactivefraction,procyanidinBIwasisolatedas

anactivecompound.Inaddition,procyanidinoligomerswerefoundtocontributetothe

inhibitoryaction.Intraperitonealinjectionofthewater-solublefractionofA.catechuseed

extractsuppressedthepassivecutaneousanaphylaxisinmice,suggestingthattheextract

inhibitsthedegranulationofmastcellsinvivo.Howeveritremainsdebatablewhetheroral

administrationoftheextractisalsoeffective.


