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第 1 章 全 体 の 序 論

1 - 1 タ デ ア イ (Polygonum tinctorium Lour. )と は

タ デ ア イ （ Polygonum tinctorium Lour.） は ， 東 南 ア ジ ア 原 産 の 一 年 生 植

物 で ， 古 く か ら 藍 染 め の 染 料 原 料 と し て 用 い ら れ て い る ． タ デ ア

イ は 3 月 か ら 4 月 に 種 を 播 き ， 7 月 に は 草 丈 40 ～ 70 cm に 生 育 す る ．

8 月 中 旬 か ら 紅 色 の 小 花 が 穂 状 に 開 花 し ， 後 に 赤 褐 色 小 粒 状 で 光 沢

の あ る 種 子 を つ け る
1 )． 藍 染 め に は 開 花 前 の タ デ ア イ 葉 と 茎 が 利 用

さ れ ， 伝 統 的 に 藍 染 め が 盛 ん な 徳 島 県 や 島 根 県 で は ， 7 月 に タ デ ア

イ の 葉 と 茎 の 刈 り 取 り を 行 う ． 生 育 し た 開 花 前 の タ デ ア イ 写 真 を

図 1-1 に 示 す ．

図 1-1 生 育 し た 開 花 前 の タ デ ア イ (Polygonum tinctorium Lour. )写 真

徳 島 県 な ど の 日 本 の 一 部 の 地 域 で は ， タ デ ア イ は 刺 身 の つ ま や

タ デ 酢 な ど の 食 品 原 料 と し て も 利 用 さ れ て い る
2）． ま た 一 方 で ， タ

デ ア イ に は 薬 用 植 物 と し て の 一 面 が あ り ， 中 国 で は 大 青 葉 （ タ イ

セ イ ヨ ウ ） と い う 名 前 で ， 脳 炎 ， 流 行 性 感 冒 ， 急 性 伝 染 性 肝 炎 ，
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細 菌 性 下 痢 ， 急 性 胃 腸 炎 ， 急 性 肺 炎 な ど の 多 く の 急 性 の 病 気 や ハ

チ 刺 さ れ な ど に 二 千 年 以 上 前 か ら 用 い ら れ て き た 2 )． 韓 国 で は タ デ

ア イ は Naju Jjok と 呼 ば れ る 伝 統 的 な 薬 の 原 料 で あ り ， 解 熱 お よ び 解

毒 目 的 で 使 用 さ れ て い る
3）．

1 - 2 タ デ ア イ の 生 理 活 性 物 質

タ デ ア イ の 生 理 活 性 物 質 に つ い て は ， 含 窒 素 化 合 物 の ト リ プ タ

ン ス リ ン が 抗 癌 作 用
4 ) 5 )
， ヘ リ コ バ ク タ ー ・ ピ ロ リ に 対 す る 抗 菌 作

用 6 )， 抗 炎 症 作 用 7 ) 8 ) を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る ． タ デ ア イ 葉 か

ら つ く ら れ る 青 色 色 素 と し て 知 ら れ る 含 窒 素 化 合 物 の イ ン デ ィ ゴ

は ， 腸 管 バ リ ア 能 を 高 め る こ と で 抗 大 腸 炎 作 用 を 示 し 9 ) 10 )， 同 じ く

青 色 色 素 の 一 つ と し て 知 ら れ る 含 窒 素 化 合 物 の イ ン デ ィ ル ビ ン は

抗 ア レ ル ギ ー 作 用
11 ) お よ び 抗 炎 症 作 用 を 示 す

12 )
． ま た ， タ デ ア イ

に 含 ま れ る フ ェ ノ ー ル 酸 の 没 食 子 酸 ， カ フ ェ イ ン 酸 は 抗 酸 化 能 を

示 す こ と が 報 告 さ れ て い る 13 ) 14 )．一 方 で ，ポ リ フ ェ ノ ー ル の 一 種 で ，

フ ラ ボ ン を 基 本 骨 格 と す る 有 機 化 合 物 の フ ラ ボ ノ イ ド 化 合 物 も タ デ

ア イ の 機 能 性 物 質 と し て 報 告 さ れ て い る ． タ デ ア イ に 含 ま れ る フ ラ

ボ ノ ー ル の ケ ル セ チ ン は 抗 酸 化 作 用 16 ) お よ び 抗 炎 症 作 用 17 ) を 示 し ，

6-メ ト キ シ ケ ン ペ ロ ー ル ， ケ ン ペ ロ ー ル お よ び 3,5,4'-ト リ ヒ ド ロ キ

シ -6,7-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ラ ボ ン は 抗 菌 作 用 18 )
を 示 す ． 3,5,4'-ト リ ヒ

ド ロ キ シ -6,7-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ラ ボ ン は 他 に も 抗 血 液 凝 固 作 用 19 )

を こ と が 報 告 さ れ て い る ． 表 1-1 に ， こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る タ

デ ア イ の 生 理 活 性 物 質 に つ い て 記 載 す る ．
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表 1-1 タ デ ア イ (Polygonum tinctorium Lour. )の 生 理 活 性 物 質

物 質 名 生 理 機 能

＜ 含 窒 素 化 合 物 ＞

ト リ プ タ ン ス リ ン 抗 癌 作 用 4 ) 5 )， 抗 菌 作 用 6 )，

抗 炎 症 作 用
7 ) 8 )

イ ン デ ィ ゴ 抗 大 腸 炎 作 用 9 ) 10 )

イ ン デ ィ ル ビ ン 抗 ア レ ル ギ ー 作 用
11 )

抗 炎 症 作 用 12 )

＜ フ ェ ノ ー ル 酸 ＞

没 食 子 酸 抗 酸 化 作 用
13 ) 14 )

カ フ ェ イ ン 酸 抗 酸 化 作 用 13 ) 14 )

＜ フ ラ ボ ノ イ ド 化 合 物 ＞

ケ ン ペ ロ ー ル 抗 菌 作 用
18 )

6-メ ト キ シ ケ ン ペ ロ ー ル 抗 菌 作 用 18 )

ケ ル セ チ ン 抗 酸 化 作 用
16 )， 抗 炎 症 作 用

17 )

3,5,4'-ト リ ヒ ド ロ キ シ -6,7-
抗 菌 作 用 18 )， 抗 血 液 凝 固 作 用 19 )

メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ラ ボ ン

タ デ ア イ の 生 理 機 能 の う ち ， フ ェ ノ ー ル 酸 や フ ラ ボ ノ イ ド 化 合 物

が 示 す 抗 酸 化 性 は 様 々 な 疾 病 予 防 に 重 要 な 機 能 と 考 え ら れ て お り ，

近 年 注 目 さ れ て い る 研 究 項 目 の 一 つ で あ る ． ビ タ ミ ン や ポ リ フ ェ ノ

ー ル を 多 く 含 む 野 菜 や 果 物 類 は こ の 抗 酸 化 性 が 比 較 的 高 い と さ れ て

お り ， 様 々 な 研 究 が さ れ て い る ． 以 前 に 我 々 の 研 究 室 で は ， タ デ ア

イ と 一 般 野 菜 の ホ ウ レ ン ソ ウ ， キ ュ ウ リ ， レ タ ス の AWA (ア セ ト ン :

水 :酢 酸 , 70 : 29.5 : 0.5） 抽 出 液 を 用 い て 親 水 性 酸 素 ラ ジ カ ル 吸 収 能

（ H-ORAC） お よ び 2,2-ジ フ ェ ニ ル -1-ピ ク リ ル ヒ ド ラ ジ ル (DPPH) ラ ジ

カ ル 消 去 活 性 に よ る 抗 酸 化 性 を 評 価 お よ び 比 較 し た ． そ の 結 果 ， 一

般 野 菜 の 中 で 最 も 抗 酸 化 性 の 高 か っ た ホ ウ レ ン ソ ウ と 比 較 し て ， タ
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デ ア イ の 抗 酸 化 性 は ， H-ORAC が 12 倍 ， DPPH ラ ジ カ ル 消 去 活 性 が 56

倍 高 い こ と が 明 ら か と な っ た
20 )． さ ら に ， フ ォ ー リ ン -チ オ カ ル ト

法 を 用 い て ， タ デ ア イ に 含 ま れ る 総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 有 量 を 調 べ た

と こ ろ ， タ デ ア イ に は ホ ウ レ ン ソ ウ の 15 倍 以 上 の ポ リ フ ェ ノ ー ル

が 含 ま れ て い る こ と が 明 ら か と な り
20 )， タ デ ア イ の 高 い 抗 酸 化 性 は

ポ リ フ ェ ノ ー ル の 寄 与 が 大 き い と 考 え ら れ た ．

1 - 3 タ デ ア イ に 含 ま れ る 主 要 ポ リ フ ェ ノ ー ル

以 前 に 我 々 の 研 究 室 で ， タ デ ア イ の 葉 茎 か ら ポ リ フ ェ ノ ー ル 類

を 抽 出 お よ び 精 製 し ， 超 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー エ レ ク ト ロ

ス プ レ ー 方 式 イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 (UPLC-ESI-TOF/MS )に てE

分 析 し た と こ ろ ， カ フ ェ イ ン 酸 ， ク ロ ロ ゲ ン 酸 ， ケ ン ペ ロ ー ル ，

ケ ル セ チ ン ， ケ ル セ チ ン -3-O-グ ル ク ロ ニ ド が 検 出 さ れ た が ， 未 同 定

の 物 質 も い く つ か 確 認 さ れ た 21 )． こ れ ら の 物 質 の 構 造 を

UPLC-ESI-TOF/MSE
，

13C-核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク ト ル (NMR )， 1H-NMR， DEPT，

2D-NMR (C-H COSY, HMBC )， 赤 外 吸 収 ス ペ ク ト ル ( FT-IR )な ど を 用 い て

分 析 を し た 結 果 ， 11 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 構 造 が 明 ら か と な っ

た ． こ の う ち ， 主 要 な 物 質 は ， フ ラ ボ ノ イ ド 化 合 物 の 3,5,4'-ト リ ヒ

ド ロ キ シ -6,7-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ラ ボ ン ( 3,5,4'-trihydroxy-6,7-

methylenedioxyflavone, 以 後 TMF と 表 記 ) を ア グ リ コ ン と し て 有 す る フ ラ

ボ ノ ー ル 配 糖 体 で あ る こ と を 確 認 し た
22 )． こ れ ら の う ち ， 3,5,4'-

trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-b-D-

glucopyranoside]， 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[6''-O-(acetyl)-b-D-

glucopyranoside]， 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[2''-O-(acetyl)-b-D-

glucuronide] は 過 去 に 報 告 さ れ た 事 の 無 い 新 規 物 質 で あ っ た 22 )． 3,5,4'-

trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-b-D-glucopyranoside]

は タ デ ア イ 葉 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 中 に 最 も 多 く 含 ま れ て お り ， 3-

ヒ ド ロ キ シ -3-メ チ ル グ ル タ ル (HMG )酸 を 側 鎖 と し て 有 す る 化 合 物 で
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あ る ． 過 去 の 報 告 で HMG 基 を 有 す る フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は ， コ レ

ス テ ロ ー ル の 合 成 に 関 わ る 律 速 酵 素 の HMG-CoA 還 元 酵 素 を 阻 害 し ，

血 中 コ レ ス テ ロ ー ル を 低 下 さ せ る と 報 告 さ れ て い る ． さ ら に ， フ ラ

ボ ノ イ ド 化 合 物 の ダ イ ゼ イ ン 23 )， ナ リ ン ゲ ニ ン 24 )， ル チ ン 25 )な ど は

HMG-CoA 還 元 酵 素 阻 害 活 性 を 持 ち ， コ レ ス テ ロ ー ル の 低 下 作 用 を 示

す こ と が 確 認 さ れ て い る ． こ れ ら の こ と か ら ， 過 去 に 我 々 の 研 究 室

で ， タ デ ア イ に 含 ま れ る TMF を ア グ リ コ ン と す る 配 糖 体 (TMF 配 糖

体 )の HMG-CoA 還 元 酵 素 阻 害 活 性 を 調 べ た と こ ろ ， TMF 配 糖 体 は 高

脂 血 症 治 療 薬 の ロ バ ス タ チ ン と ほ ぼ 同 等 レ ベ ル の 阻 害 活 性 を 示 す こ

と が 明 ら か と さ れ た
22 )． TMF 配 糖 体 は ， タ デ ア イ 葉 80%メ タ ノ ー ル

抽 出 物 中 に 豊 富 に 含 ま れ て い る フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 で あ り ， コ レ ス

テ ロ ー ル 合 成 阻 害 活 性 の 他 に も 機 能 性 を 有 す る こ と が 期 待 さ れ る ．

1 - 4 タ デ ア イ と 抗 炎 症 作 用

徳 島 県 薬 草 図 鑑 に よ る と ， タ デ ア イ の 生 葉 汁 は 塗 布 す る こ と で 火

傷 ， 口 内 炎 ， 唇 の あ れ ， 腫 物 ， ハ チ や そ の 他 毒 虫 の 刺 し 傷 に 効 果 が

あ る と さ れ て お り
1 )， タ デ ア イ 葉 に は 抗 炎 症 作 用 を 示 す 生 理 活 性 物

質 が 存 在 し て い る と 推 察 さ れ る ． タ デ ア イ の 抗 炎 症 作 用 に つ い て

は ， 含 窒 素 化 合 物 の ト リ プ タ ン ス リ ン や ， 青 色 色 素 の イ ン デ ィ ゴ

お よ び イ ン デ ィ ル ビ ン で 既 に 報 告 さ れ て い る ． タ デ ア イ の 酢 酸 エ

チ ル 抽 出 物 に 含 ま れ る ト リ プ タ ン ス リ ン は ， マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー

ジ 様 細 胞 の 一 酸 化 窒 素 (NO ) 産 生 お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン ( PG )

E2 産 生 を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
7 )
． さ ら に ， デ キ ス ト ラ ン

硫 酸 ナ ト リ ウ ム 投 与 に て 炎 症 性 腸 疾 患 を 誘 発 さ せ た マ ウ ス に 対 し ，

ト リ プ タ ン ス リ ン は 炎 症 性 腸 疾 患 の 症 状 を 緩 和 さ せ る こ と が 報 告 さ

れ て い る
7 ) 26 )． ま た ， 青 色 色 素 の イ ン デ ィ ゴ お よ び イ ン デ ィ ル ビ ン

も 炎 症 を 緩 和 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 9 ) 12 )． 青 色 色 素 の イ ン デ ィ

ゴ お よ び イ ン デ ィ ル ビ ン は ， タ デ ア イ 生 葉 に ほ と ん ど 含 ま れ て お ら
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ず ， イ ン デ ィ カ ン と い う 無 色 の 前 駆 体 と し て 存 在 し て い る ． タ デ ア

イ の 葉 中 の イ ン デ ィ カ ン は ， b-グ ル コ シ ダ ー ゼ に よ り 加 水 分 解 さ れ

て イ ン ド キ シ ル と な り ， イ ン ド キ シ ル が さ ら に 酸 化 さ れ る こ と で イ

ン ド キ シ ル 二 量 体 の イ ン デ ィ ゴ ま た は イ ン デ ィ ル ビ ン が 生 じ る こ と

が 知 ら れ て い る
10 )
． 一 方 で ， こ れ ま で に 我 々 の 研 究 室 で は ， タ デ

ア イ 葉 に ケ ル セ チ ン や ケ ン ペ ロ ー ル ， TMF を ア グ リ コ ン と す る TMF

配 糖 体 な ど の フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 が 多 く 含 ま れ て い る こ と を 確 認 し

て い る
21 ) 22 )

． フ ラ ボ ノ ー ル の ケ ル セ チ ン お よ び ケ ル セ チ ン 配 糖 体 の

ク エ ル シ ト リ ン は ， シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ お よ び リ ポ キ シ ゲ ナ ー

ゼ 経 路 を 調 整 す る こ と に よ り 抗 炎 症 作 用 を 発 揮 す る こ と が 報 告 さ

れ て い る
27 ) 28 )

． ケ ン ペ ロ ー ル は 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー の tumor necrosis

factor-a 活 性 や イ ン タ ー ロ イ キ ン 1b お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン 8 発 現 の

抑 制 ， そ し て こ れ ら メ デ ィ エ ー タ ー の 活 性 を 促 進 す る nuclear factor

kappa b 活 性 を 抑 制 す る こ と で 炎 症 を 抑 制 す る と 報 告 さ れ て い る 29 )
．

こ の よ う に フ ラ ボ ノ ー ル の 抗 炎 症 作 用 に つ い て は す で に 多 く の 報

告 が さ れ て お り ， タ デ ア イ の 抗 炎 症 作 用 に も フ ラ ボ ノ ー ル が 深 く

関 与 し て い る 可 能 性 が あ る ． 以 前 に ， タ デ ア イ 由 来 の 抗 炎 症 物 質

と し て ， ト リ プ タ ン ス リ ン 7 ) 26 ) ， イ ン デ ィ ゴ 9 )， イ ン デ ィ ル ビ ン 12 )

な ど が 報 告 さ れ て い る が ， TMF 配 糖 体 な ど の フ ラ ボ ノ ー ル も ， タ デ

ア イ の 抗 炎 症 作 用 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る ． ま た ， こ れ ま で

に Ishihara ら は ， タ デ ア イ 地 上 部 (葉 と 茎 )の 抽 出 物 を 用 い て タ デ ア イ

の 抗 炎 症 作 用 を 検 討 し て い る が
15 )
， 抗 炎 症 作 用 を 有 す る 物 質 が タ

デ ア イ の 葉 と 茎 の ど ち ら に 含 ま れ て い る か は 未 だ 不 明 で あ る ． そ

こ で ， 今 回 の 研 究 で は ， タ デ ア イ 地 上 部 を 葉 と 茎 に 分 け ， そ れ ぞ

れ の 抽 出 物 に つ い て ， 抗 炎 症 作 用 を ス ク リ ー ニ ン グ し た ．

1 - 5 タ デ ア イ の 生 育 段 階 と 機 能 性

タ デ ア イ の 抗 炎 症 作 用 に つ い て は ， 地 上 部 （ 葉 茎 ） の 抽 出 物
15 )
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あ る い は ト リ プ タ ン ス リ ン 7 ) 26 ) な ど の 物 質 に つ い て の 報 告 が あ る 一

方 で ， 藍 実 （ ラ ン ジ ツ ） と 呼 ば れ る タ デ ア イ 種 子 も 古 く か ら 民 間 薬

的 に 利 用 さ れ て い る ． タ デ ア イ の 葉 と 種 子 は ， 1 日 に 5 ～ 10 g 煎 じ

て 服 用 す る と ， 解 毒 お よ び 解 熱 剤 と し て 効 果 が あ る と 徳 島 県 薬 草 図

鑑 に 記 載 さ れ て お り
1 )， タ デ ア イ 種 子 に も 生 理 活 性 を 示 す 物 質 が 存

在 し て い る と 考 え ら れ る ． こ れ ま で に 我 々 の 研 究 室 で ， タ デ ア イ

葉 に は フ ラ ボ ノ ー ル の TMF を ア グ リ コ ン と す る TMF 配 糖 体 が 豊 富

に 存 在 す る こ と が 分 か っ て い る
22 )． TMF お よ び TMF 配 糖 体 は ， タ デ

ア イ 葉 に 特 徴 的 に 含 ま れ て い る 物 質 群 で あ る が ， こ れ ら が ， 種 子 に

も 含 ま れ て い る の か ， あ る い は 生 育 過 程 で 生 合 成 さ れ て い る の か は

不 明 で あ る ． Jang ら は ， タ デ ア イ の 種 子 ， 未 熟 な 葉 ， 成 熟 し た 葉 の

水 抽 出 物 に つ い て 抗 酸 化 能 や MTT ア ッ セ イ を 用 い て 抗 増 殖 活 性 を

測 定 し て い る が ， 詳 細 な 成 分 の 分 析 は 行 っ て い な い 30）． ま た ， タ デ

ア イ の 種 子 お よ び ス プ ラ ウ ト の フ ラ ボ ノ ー ル を 詳 細 に 調 査 し た 報 告

は 我 々 の 知 る 限 り ま だ な い ． 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 成 熟 し た 葉 茎 と い

っ た 各 生 育 段 階 の タ デ ア イ に 含 ま れ る フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 を 調 査

し ， さ ら に 各 生 育 段 階 に お け る タ デ ア イ 抽 出 物 の 機 能 性 を 評 価 す る

こ と で ， 古 く か ら 薬 用 植 物 と し て 利 用 さ れ て き た タ デ ア イ の 薬 理 的

機 能 解 明 の 一 助 と な る と 考 え ら れ る ．

以 上 よ り 本 研 究 で は ， 薬 用 植 物 で あ り 食 経 験 も あ る タ デ ア イ の

機 能 性 を 明 ら か に す る 目 的 で ， ( 1 ) タ デ ア イ 葉 ま た は 茎 に お け る

TMF 配 糖 体 な ど フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 局 在 と 定 量 ， お よ び こ れ ら 化

合 物 の 抗 炎 症 作 用 へ の 寄 与 に つ い て ， ( 2 ) 各 生 育 段 階 の タ デ ア イ

に 含 ま れ る フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 構 造 解 析 と 各 生 育 段 階 に お け る タ

デ ア イ 抽 出 物 の 機 能 性 に つ い て 検 討 を 行 っ た ． 本 論 文 の 2 章 で は ，

タ デ ア イ に 含 ま れ る フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 の 抗 炎 症 作 用 に つ い て 記

述 す る ． 第 3 章 で は 各 生 育 段 階 の タ デ ア イ 中 フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の

構 造 解 析 と 定 量 ， お よ び 各 生 育 段 階 で の 抗 酸 化 能 に つ い て 記 述 し

た ．
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第 2 章 タ デ ア イ に 含 ま れ る フ ラ ボ ノ ー ル 類 の 抗 炎 症 作 用

2 - 1 序 論

タ デ ア イ は 古 く か ら 薬 用 植 物 と し て ， 解 毒 ， 解 熱 ， 消 炎 な ど の 目

的 で 利 用 さ れ て き た
1 )
． 日 本 の 一 部 の 地 方 で は ， タ デ ア イ は 食 品 原

料 と し て も 利 用 さ れ て い る ． タ デ ア イ の 機 能 性 物 質 に つ い て は ， 抗

酸 化 物 質 2 ) 3 )と し て 没 食 子 酸 や カ フ ェ イ ン 酸 ， 抗 ア レ ル ギ ー 作 用 4 )

を 示 す イ ン デ ィ ル ビ ン ， ヘ リ コ バ ク タ ー ・ ピ ロ リ に 対 す る 抗 菌 作 用

5 ) を 示 す ト リ プ タ ン ス リ ン ， 6-メ ト キ シ ケ ン ペ ロ ー ル ， ケ ン ペ ロ ー

ル お よ び TMF，抗 血 液 凝 固 作 用 6 )
を 示 す 物 質 と し て TMF，抗 癌 作 用 7 )

を 示 す 物 質 と し て ト リ プ タ ン ス リ ン が 報 告 さ れ て い る ． 徳 島 県 薬 草

図 鑑 に は ， タ デ ア イ の 生 葉 汁 は 塗 布 す る こ と で 火 傷 ， 口 内 炎 ， 唇 の

あ れ ， 腫 物 ， ハ チ や そ の 他 毒 虫 の 刺 し 傷 に 効 果 が あ る と 記 載 さ れ て

お り 8 )， タ デ ア イ 葉 に は 抗 炎 症 作 用 を 示 す 生 理 活 性 物 質 が 存 在 し て

い る と 推 察 さ れ る ． タ デ ア イ の 抗 炎 症 物 質 に つ い て は ， タ デ ア イ

の 酢 酸 エ チ ル 抽 出 物 に 含 ま れ る 含 窒 素 化 合 物 の ト リ プ タ ン ス リ ン
9 )

10 ) や ， 青 色 色 素 の イ ン デ ィ ゴ
11 ) お よ び イ ン デ ィ ル ビ ン

12 ) な ど が 既

に 報 告 さ れ て い る ． 青 色 色 素 の イ ン デ ィ ゴ お よ び イ ン デ ィ ル ビ ン

は ， イ ン デ ィ カ ン と い う 無 色 の 前 駆 体 と し て 葉 に 存 在 し て お り ， イ

ン デ ィ カ ン が 加 水 分 解 後 さ ら に 酸 化 さ れ る こ と で イ ン デ ィ ゴ ま た は

イ ン デ ィ ル ビ ン が 生 じ る た め ， タ デ ア イ 生 葉 中 に は ほ と ん ど 含 ま れ

て い な い 13 )． 一 方 で ， こ れ ま で に 我 々 の 研 究 室 で は ， タ デ ア イ 葉 に

ケ ル セ チ ン や ケ ン ペ ロ ー ル ， TMF を ア グ リ コ ン と す る TMF 配 糖 体 な

ど の フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 が 多 く 含 ま れ て い る こ と を 確 認 し て い る

14 )． フ ラ ボ ノ ー ル の 抗 炎 症 作 用 に つ い て は ， ケ ル セ チ ン 15 ) 16 )， ケ ン

ペ ロ ー ル 17 ) な ど で 多 く の 報 告 が さ れ て い る ． そ の た め ， タ デ ア イ

の 抗 炎 症 作 用 に TMF 配 糖 体 な ど の フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 も 大 き く 関

与 し て い る 可 能 性 が 高 い が 詳 細 は 明 ら か で な い ．
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フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は ， 経 口 摂 取 後 ， 体 内 で ア グ リ コ ン と 糖 に 分

解 さ れ ， ア グ リ コ ン が 腸 管 で 吸 収 さ れ て 血 中 に 取 り 込 ま れ る こ と が

知 ら れ て い る 18 ) 19 )． ケ ル セ チ ン な ど の フ ラ ボ ノ ー ル は ， 体 内 に 吸 収

さ れ た 後 ， 肝 臓 で グ ル ク ロ ン 酸 や 硫 酸 と 抱 合 す る こ と が 報 告 さ れ て

お り
20-22 )， 血 中 に て 抱 合 体 と な っ た フ ラ ボ ノ ー ル は ， 好 中 球 や マ ク

ロ フ ァ ー ジ の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 に 結 合 し ， 脱 抱 合 さ れ る こ と が 報

告 さ れ て い る
23-25 )． こ の 脱 抱 合 化 は ， 炎 症 性 刺 激 に よ り 増 強 さ れ る

た め 24 )， 血 中 に 吸 収 さ れ た フ ラ ボ ノ ー ル は 炎 症 部 位 に お い て ， 抗 炎

症 作 用 を 発 揮 す る と 推 察 さ れ る ． タ デ ア イ に 含 ま れ る フ ラ ボ ノ ー ル

配 糖 体 の う ち ， ケ ル セ チ ン や ケ ン ペ ロ ー ル の 配 糖 体 に つ い て は 既 に

体 内 吸 収 の 報 告 が さ れ て い る が ， タ デ ア イ 葉 に 主 要 に 存 在 す る TMF

配 糖 体 に つ い て の 報 告 は な い ．

こ れ ら の こ と か ら ， TMF 配 糖 体 な ど の フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 の タ デ

ア イ に お け る 局 在 と 含 有 量 ， お よ び こ れ ら 化 合 物 の 抗 炎 症 能 お よ

び 体 内 吸 収 に つ い て 調 べ る こ と は ， タ デ ア イ の 抗 炎 症 作 用 の 解 明

に お い て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る ． 本 章 で は ， 葉 と 茎 に お け る 抗

炎 症 性 物 質 の 局 在 を 調 べ ， タ デ ア イ に 多 く 含 ま れ て い る TMF お よ

び そ の 配 糖 体 を 定 量 す る と と も に ， NO 産 生 抑 制 、 PGE2 産 生 抑 制 作

用 を 指 標 と し て タ デ ア イ の 抗 炎 症 作 用 に 寄 与 し て い る 物 質 を 明 ら

か に し た ．

2 -2 実 験 材 料 と 実 験 方 法

2 - 2 - 1 実 験 材 料 と 実 験 機 器

タ デ ア イ の 種 子 は タ キ イ 種 苗 (株 ) (京 都 ） か ら 購 入 し た ． quercetin-3-

O-b-D-glucuronide， ト リ プ タ ン ス リ ン ， 6-ヒ ド ロ キ シ -2,5,7,8-テ ト ラ メ チ

ル ク ロ マ ン -2-カ ル ボ ン 酸 ( Trolox®)， リ ポ ポ リ サ ッ カ リ ド ( LPS,

Escherichia coli 127:B8 由 来 )， フ ル オ レ セ イ ン ナ ト リ ウ ム ， HPLC 用 ア セ
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ト ニ ト リ ル は Sigma（ St. Louis, MO, USA） か ら 得 た ． kaempferol-3-O-D-

glucopyranoside ( astragalin )， イ ソ ラ ム ネ チ ン ， isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside

は EXTRASYNTHESE（ Lyon, France） 製 の も の を 用 い た ． ケ ル セ チ ン ，

quercetin-3-O-b-D-glucopyranoside， ケ ン ペ ロ ー ル ， 2,2'-azobis ( 2-amidino-propane )

dihydrochloride (AAPH )， Eagle's minimal essential medium (MEM )， ペ ニ シ リ ン ス

ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 (× 100 )，MEM non-essential amino acids 溶 液 (× 100 )，

Dulbecco's phosphate-buffered saline without Ca2+ and MG2+ ions (D-PBS ( - ) ) (× 100 )，

ト リ プ シ ン ， polyoxyethylene ( 10 ) octylphenyl ether お よ び そ の 他 試 薬 は ， 富

士 フ ィ ル ム 和 光 純 薬 工 業 （ 大 阪 ） か ら 得 た ． Fetal bovine serum ( FBS )は

Biowest (Nuaillé, France )か ら 得 た ． プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2 EIA Kit (No.

514010 )は Cayman chemical (Ann Arbor, MI, USA )製 の も の を 用 い た ． Pierce BCA

protein assay kit お よ び Nunc cell culture Petri dishes は ， Thermo FisherScientific

(Waltham, MA, USA )か ら 得 た ． 96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト は Corning (Corning,

NY, USA )製 の も の を 用 い た ． DIAION HP-20 は 三 菱 ケ ミ カ ル ア ク ア ・ ソ

リ ュ ー シ ョ ン ズ (旧 社 名 , 日 本 錬 水 )(東 京 )よ り 得 た ． Chromatorex ODS

1024T は 富 士 シ リ シ ア （ 春 日 井 ） よ り 得 た ．

高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） 分 析 に は Shimadzu（ 京 都 ）

製 の LC-2010A と Chromatopac C-R8A を 使 用 し た ． UPLC-ESI-TOF/MSE
に は

Waters Corporation (Milford, MA, USA )の ACQUITY Ultra Performance Liquid

Chromatography (UPLC )シ ス テ ム と SYNAPT G2 HDMS シ ス テ ム を 使 用 し た ．

超 音 波 破 砕 機 は ， ブ ラ ン ソ ン 超 音 波 洗 浄 機 （ 日 本 エ マ ソ ン 製 ， 神 奈

川 ）を 用 い た ．凍 結 乾 燥 機 は ， TOKYO RIKAKIKAI（ 東 京 ）製 の FDU-1110

を 用 い た ． マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー は Thermo FisherScientific (Waltham,

MA, USA ) の Multiskan GO を 用 い た ． 蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー

は TECAN (川 崎 )製 の infinite F 200 を 用 い た ．

2 - 2 - 2 タ デ ア イ 由 来 ポ リ フ ェ ノ ー ル の 抽 出 お よ び 精 製 法

タ デ ア イ は 収 穫 後 ， す ぐ に 葉 と 茎 に 分 割 し ， 凍 結 乾 燥 を 行 っ て ミ
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ル で 粉 末 化 し た ． こ の 粉 末 各 0.5 g を 三 角 フ ラ ス コ に と り ， 80 ％ メ

タ ノ ー ル を 100 ml 加 え て ， 室 温 に て マ グ ネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー で 1 時

間 撹 拌 し て 抽 出 し た ． 抽 出 後 ， 各 抽 出 液 を ア ド バ ン テ ッ ク No.2 濾 紙

で 濾 過 し た ． そ の 後 ， ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 40 ℃ で

減 圧 乾 固 し ， タ デ ア イ 葉 と 茎 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 を 得 た ． そ の

後 ， 各 抽 出 物 は ， 糖 類 や タ ン パ ク 質 を 取 り 除 く た め ， DIAION HP-20

カ ラ ム （ 長 さ 200 × 内 径 10 mm） に 通 し ， 蒸 留 水 30 ml で 洗 浄 後 ， メ

タ ノ ー ル 30 ml で 溶 出 し た ． こ の 溶 出 物 を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ

ー を 用 い て 40 ℃ で 減 圧 乾 固 し ， タ デ ア イ 葉 と 茎 の 精 製 物 を 得 た ．

タ デ ア イ 抽 出 物 お よ び フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 の 酸 加 水 分 解 は 以 下

の 方 法 で 行 っ た ． タ デ ア イ の 80 ％ メ タ ノ ー ル 抽 出 物 を DIAION HP-20

カ ラ ム に か け 100 ％ メ タ ノ ー ル で 溶 出 し た フ ラ ク シ ョ ン 10 mg ま た

は フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 10 mg を ， メ タ ノ ー ル 2.5 ml に 溶 解 し ， 2.4 M

の 塩 酸 水 溶 液 2.5 ml を 加 え ， 90 ℃ で 2 時 間 ， 加 熱 還 流 を 行 っ た ． 反

応 後 ， 1.2 M の 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 液 を 加 え て 中 性 に 調 整 し ， エ バ ポ

レ ー タ ー を 用 い て 40 ℃ で 減 圧 乾 固 し た ． そ の 後 ， 乾 燥 物 は 水 で 溶

解 し ， DIAION HP-20 カ ラ ム （ 長 さ 200 × 内 径 10 mm） に 通 し て ， 蒸 留

水 30 ml で 洗 浄 後 ， メ タ ノ ー ル 30 ml で 溶 出 し た ． こ の 溶 出 物 を ロ ー

タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 40 ℃ で 減 圧 乾 固 し ， タ デ ア イ 抽 出

物 お よ び フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 酸 加 水 分 解 物 を 得 た ．

2 - 2 - 3 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone (TMF )配 糖 体 の 単 離 お よ び

TMF の 調 製 法

こ れ ま で に 我 々 の 研 究 室 で 検 討 し ， 論 文 で 報 告 さ れ て い る 通 り に

行 っ た 14 )． タ デ ア イ の 葉 20.9 g を 5 mm 角 に 裁 断 し た も の に ， 80%メ

タ ノ ー ル 1 L を 加 え 2 時 間 加 熱 還 流 を 行 っ た ． ADVANTEC No.2 濾 紙 を

用 い て 濾 過 後 ， 濾 液 を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 40 ℃ で

減 圧 乾 固 し ， 抽 出 物 を 1.45 g 得 た ． こ の 抽 出 物 を 30 ％ メ タ ノ ー ル に
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溶 解 し て DIAION HP-20 カ ラ ム ( 270 × 30 mm i.d. )に 注 入 し た 後 ， 30 %，

50%， 70%， 100%メ タ ノ ー ル 各 400 ml で 溶 出 し た ． 40 ℃ で 減 圧 乾 固 し

た 100 %メ タ ノ ー ル 溶 出 区 （ 307 m g） を 30 ％ メ タ ノ ー ル に 溶 解 後 ，

さ ら に Chromatorex ODS 1024T ( 210 × 30 mm, i.d. )に 注 入 し ，30 %，40%，50%，

55%， 60%， 70%， 100%メ タ ノ ー ル 各 250 ml で 溶 出 し た ． 55 ％ お よ び 60

％ メ タ ノ ー ル 溶 出 区 を 減 圧 乾 固 し ， そ れ ぞ れ 35.7 mg， 104.3 mg の 精 製

物 を 得 た ． quercerin-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]，

kaempferol-3-O-[6"-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside] は 40%お よ び 50%

メ タ ノ ー ル 溶 出 区 か ら ，3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[6''-(acetyl)-β-

D-glucopyranoside] は 55 ％ メ タ ノ ー ル 溶 出 区 か ら ， 3,5,4'-trihydroxy-6,7-

methylenedioxyflavone-3-O-β-D-glucopyranoside， 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-

3-O-[6''-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]， 3,5,4'-trihydroxy-6,7-

methylenedioxyflavone-3-O-[2''-(acetyl)-β-D-glucuronide] は 60%メ タ ノ ー ル 溶 出 区 か

ら HPLC を 用 い て 精 製 し た ． ま た ， 55%お よ び 60%メ タ ノ ー ル 溶 出 フ

ラ ク シ ョ ン を 減 圧 乾 固 し ， 得 ら れ た サ ン プ ル を TMF 配 糖 体 フ ラ ク

シ ョ ン と し た ． HPLC で の カ ラ ム は YMC (京 都 )の ODS-AM ( 150 × 6.0 mm

i.d. , 粒 径 3 mm )を 用 い た ． カ ラ ム 温 度 は 40 ℃ ， 流 速 は 1.0 ml/min に 設

定 し た ． 移 動 相 は ， 0.1%ギ 酸 /ア セ ト ニ ト リ ル が 75:25 ( v/v )の 溶 液 を

用 い て イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク 溶 出 し た ． 検 出 は ， 340 nm の 吸 収 を モ ニ タ

ー し た ．こ の 結 果 ，3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-β-D-glucopyranoside，

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[6''-(acetyl)-β-D-glucopyranoside]， 3,5,4'-

trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[6''-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)- β-D-

glucopyranoside]， 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[2''-(acetyl)-β-D-glucuronide]

は そ れ ぞ れ 7.9， 26.0， 5.9， 6.0 mg 得 ら れ た ． ま た ， TMF 配 糖 体 ア グ リ

コ ン の TMF の 調 整 は ， こ れ ま で に 我 々 の 研 究 室 で 検 討 さ れ た 手 法 14 )

の 通 り に 行 っ た ． 豊 富 に TMF 配 糖 体 を 含 む 精 製 物 へ 100% メ タ ノ ー

ル と 2.4 M の 塩 酸 を 加 え て 2 時 間 90 ℃ し て ， 蒸 留 水 で 希 釈 後 に オ ル

テ ッ ク カ ラ ム へ 注 入 し て 20% メ タ ノ ー ル で 洗 浄 後 ， 100%メ タ ノ ー

ル 溶 出 画 分 を 回 収 し ， 得 ら れ た 溶 出 画 分 内 に て 再 結 晶 化 さ せ る 事 で

TMF を 調 製 し た ．
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2 - 2 - 4 フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の UPLC-ESI-TOF/MSE 分 析

UPLC-ESI-TOF/MSE
に よ る 分 析 は 以 前 に 我 々 の 研 究 室 で 報 告 し た 方 法

と 同 様 に 行 っ た
14 ) UPLC-ESI-TOF/MSE

は Waters Corporation (Milford, MA, USA )

の ACQUITY Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC ) シ ス テ ム と SYNAPT

G2 HDMS シ ス テ ム を 使 用 し た ． UPLC カ ラ ム は Waters ACQUITY UPLC BEH

C18 ( 100 × 2.1 mm i.d., 粒 径 1.7 µm )を 使 用 し た ． カ ラ ム 温 度 は 40 ℃ ， 流

速 は 0.3 ml/min， 検 出 は photodiode array ( PDA ) detector を 用 い て 340 nm で

行 っ た ． 移 動 相 は ， 10 分 で 0.1%ギ 酸 ／ ア セ ト ニ ト リ ル 90： 10 ( v/v )

か ら 50： 50 ( v/v )の 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た ． MSE
は negative mode で 測

定 し ， 以 下 の 条 件 で 行 っ た ． 測 定 感 度 は sensitive mode あ る い は high

resolution mode で 測 定 し た ．

電 圧 ： キ ャ ピ ラ リ ー 2.5 kV， サ ン プ リ ン グ コ ー ン 50V，

Extraction Cone 4.0 V

温 度 ： ソ ー ス 150 ℃ ， Desolvation 500 ℃

ガ ス 流 速 ： コ ー ン ガ ス 50L/h Desolvation ガ ス 1000 L/h

ス キ ャ ン タ イ ム ： 0.5 秒

Colision energy: Function 1， [Low energy ] Trap colision energy ON 6 V

Transfer colision energy OFF

Function 2， [High energy ] Ramp trap colision energy ON 6-45 V

Ramp transfer colision energy OFF

2 - 2 - 5 総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 の 測 定 ， フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 お よ び

ト リ プ タ ン ス リ ン の 分 析 と 定 量

総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 は フ ォ ー リ ン チ オ カ ル ト 法
26 ) に よ り 測 定 し ，

乾 燥 重 量 1 g あ た り の 没 食 子 酸 換 算 量 (mg GAE/g DW )で 示 し た ．

フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の HPLC 分 析 お よ び 定 量 に は ， Shimadzu（ 京 都 ）
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製 の LC-2010A と Chromatopac C-R8A を 使 用 し ， カ ラ ム は Phenomenex

(Torrance, CA, USA ) 製 の Kinetex C18 カ ラ ム ( 150 × 4.6 mm i.d, 粒 径 5 µm ) を

用 い た ．流 速 は 0.8 ml/min、検 出 波 長 は 340 nm に 設 定 し た ．移 動 相 は ，40

分 で 0.1%ギ 酸 水 溶 液 ／ ア セ ト ニ ト リ ル 95： 5 ( v/v )か ら 60： 40 ( v/v )の

直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た ． ま た ， タ デ ア イ 葉 の 水 お よ び メ タ ノ ー

ル 抽 出 物 に 含 ま れ る TMF 配 糖 体 の 定 量 は ， 各 単 離 物 の 定 量 値 よ り

算 出 し た ．

ト リ プ タ ン ス リ ン の 定 量 は ， タ デ ア イ 葉 お よ び 茎 の 抽 出 物 を 50

％ ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 ( v/v )に 溶 解 し ， ト リ プ タ ン ス リ ン を HPLC

で 定 量 し た ． カ ラ ム は 東 ソ ー (東 京 ） の TSK-gel Octyl-80 Ts ( 150 × 4.6 mm

i.d. )を 使 用 し た ． 溶 出 は 50 ％ ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 ( v/v )で イ ソ ク ラ

テ ィ ッ ク で 溶 出 し た ． カ ラ ム 温 度 は 40 ℃ ， 流 速 は 0.5 ml/min に 設 定

し た ． 検 出 は 250 nm で 行 っ た ．

2 - 2 - 6 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 (RAW264 )の 培 養

マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 (RAW264 )を 理 化 学 研 究 所 (埼 玉 )よ

り 購 入 し た ． RAW264 は ， 10% fatal calf serum お よ び 1% ペ ニ シ リ ン ス ト

レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 ， 1% MEM non-essential amino acids 溶 液 を 加 え た Eagle's

MEM を 使 用 し ， 95% atmosphere， 5% CO2， 37 ℃ の 条 件 下 で 培 養 し た ． 細

胞 解 凍 後 2 週 間 の 予 備 培 養 を 経 て ， D-PBS ( - )に 溶 解 し た 0.25 ％ ト リ

プ シ ン に て RAW 264 を 剥 離 し ，96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 5 × 105 cells/ml

の 濃 度 で 100 µl 播 種 し た ． 細 胞 を 播 種 し て 1 時 間 後 ， マ イ ク ロ プ レ

ー ト へ の 細 胞 の 接 着 を 確 認 し ， LPS を 最 終 濃 度 1 µg/ml に な る よ う 添

加 し ， 95% atmosphere， 5% CO2， 37 ℃ の 条 件 下 で 24 時 間 イ ン キ ュ ベ ー

ト し た ． タ デ ア イ 精 製 物 ま た は 酸 加 水 分 解 物 を 添 加 す る 際 は ， LPS

添 加 と 同 時 に 行 っ た ． 24 時 間 培 養 後 ， 培 養 上 清 を 回 収 し ， D-PBS ( - )

で 2 回 洗 浄 後 ， 1 ％ polyoxyethylene ( 10 ) octylphenyl Ether 50 µl を 各 well に 添 加

し て 10 分 間 振 盪 さ せ 細 胞 溶 解 液 を 得 た ． 細 胞 溶 解 液 中 の タ ン パ ク
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質 量 は PreiceTM BCA protein assay kit を 用 い て ， 波 長 562 nm に お け る 吸 光 度

を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た ．

2 - 2 - 7 一 酸 化 窒 素 (NO ) 産 生 抑 制 能 の 測 定

培 養 終 了 後 の 培 養 上 清 を 50 µl 回 収 し ，NO 濃 度 測 定 に 使 用 し た ．NO

濃 度 は グ リ ー ス 法 に よ り 求 め た
27 )
． 測 定 し た NO 濃 度 は タ ン パ ク 質

1 mg あ た り の 量 に 換 算 し た ．

2 - 2 - 8 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2 (PGE2) 産 生 抑 制 能 の 測 定

培 養 終 了 後 の 培 養 上 清 を 20 µl 回 収 し ， PGE2濃 度 測 定 に 使 用 し た ．

PGE2 濃 度 は PGE2 EIA Kit (Cayman chemical, Ann Arbor, MI, USA )に て 測 定 し た ．

測 定 し た PGE2 濃 度 は タ ン パ ク 質 1 mg あ た り の 量 に 換 算 し た ．

2 - 2 - 9 TMF 配 糖 体 の 体 内 吸 収

Japan SLC (静 岡 ) よ り 10 週 齢 の ICR マ ウ ス 雌 を 購 入 し た ． 予 備 飼

育 期 間 と し て マ ウ ス に オ リ エ ン タ ル 酵 母 (東 京 )の MF 試 料 を 1 週 間

与 え ， そ の 後 ， 試 験 開 始 の 16 時 間 前 よ り 絶 食 処 理 を 行 っ た ． 絶 食

処 理 後 ， 10%プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 水 溶 液 に 0.2% (w/v ) TMF 配 糖 体

フ ラ ク シ ョ ン を 溶 解 し た サ ン プ ル を 10 ml/ kg body weight の 量 で ICR マ

ウ ス に 経 口 投 与 し た ． ま た ， 試 験 の コ ン ト ロ ー ル 区 と し て 10%プ ロ

ピ レ ン グ リ コ ー ル 水 溶 液 を 別 の ICR マ ウ ス に 経 口 投 与 し た ． 経 口 投

与 し て 1 時 間 後 ， 70% エ タ ノ ー ル で 消 毒 し た マ ウ ス 尾 静 脈 よ り 血 液

100 ml を PCR 用 エ ッ ペ ン チ ュ ー ブ へ 回 収 し た ． 採 血 後 の 血 液 は 1500 ×g

で 10 分 間 室 温 に て 遠 心 分 離 し ， 上 清 を 回 収 し て 0.1 倍 量 の 0.58 M 酢

酸 を 加 え ， -80 ℃ で 保 管 し た ． 保 管 し た サ ン プ ル は ， 解 凍 後 ， 7.5 倍

量 の ア セ ト ン を 加 え ， ボ ル テ ッ ク ス で 良 く 混 合 し ， 9800 ×g で 30 分
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間 遠 心 分 離 し た ． 遠 心 分 離 後 の 上 清 を 回 収 し ， 窒 素 乾 固 し た 後 に ，

50% ア セ ト ニ ト リ ル 50 µl に て 血 漿 中 成 分 を 抽 出 し た ． 抽 出 し た サ ン

プ ル は 0.22 µm 孔 シ リ ン ジ フ ィ ル タ ー (島 津 ジ ー エ ル シ ー ， 東 京 )

に て 処 理 し ， UPLC-ESI-TOF/MSE に て 分 析 し た ．

本 試 験 の 動 物 実 験 は ， 動 物 実 験 委 員 会 で 審 査 お よ び 承 認 さ れ ， 学

長 に 許 可 さ れ た 実 験 で あ り ， 島 根 大 学 キ ャ ン パ ス 動 物 実 験 専 門 委 員

会 規 則 に 基 づ い て 実 施 し た ．

2 - 2 - 10 Hydrophilic oxygen radical absorbance capacity (H-ORAC ) 法 に よ る

抗 酸 化 性 測 定

Hydrophilic oxygen radical absorbance capacity (H-ORAC )の 測 定 は ， Watanabe ら

の 方 法
28 ) に 準 じ て 行 っ た ． 96 well マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い ， 測 定 試

料 20 µl， 75 mM リ ン 酸 緩 衝 液 ( pH 7.0 )に 94.5 nM フ ル オ レ セ イ ン 溶 液

( pH 7.0 ) 200 µl を 加 え ， 37 ℃ に 保 っ た 蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ

ー infinite F 200 (TECAN 製 ， 川 崎 ) を 用 い て ， フ ル オ レ セ イ ン の 蛍 光 強

度 を 励 起 波 長 485 nm， 測 定 波 長 535 nm で 測 定 し た ． 10 分 後 ， 75 mM リ

ン 酸 緩 衝 液 ( pH 7.0 )に 溶 解 し た 31.7 µM の AAPH 溶 液 75 µl を 加 え ， 振

盪 撹 拌 後 ， 添 加 2 分 後 か ら 2 分 間 隔 で 90 分 間 ， 蛍 光 強 度 の 経 時 変 化

を 測 定 し た ． 蛍 光 強 度 を 経 時 的 に 記 録 し た グ ラ フ の 曲 線 下 面 積 を 算

出 し ， H-ORAC 値 は 1 mol あ た り の Trolox 相 当 量 （ mol TE/mol） と し て 表

し た ．

2 - 2 - 11 統 計 処 理

デ ー タ は 平 均 ± 標 準 誤 差 で 示 し た ． 2 群 の 比 較 に は Student's t 検 定

を 用 い た ． NO 産 生 お よ び PGE2 産 生 の IC50 値 ， H-ORAC 測 定 値 の 実 験

結 果 の 統 計 処 理 に は ， one-way analysis of variance (ANOVA )解 析 後 Tukey 法

に よ る 検 定 を 行 い ， p < 0.05 の 場 合 に 有 意 で あ る と し た ．
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2 - 3 結 果

2 - 3 - 1 タ デ ア イ 葉 と 茎 の 抽 出 物 に お け る 一 酸 化 窒 素 (NO )産 生

抑 制 能

こ れ ま で に ， Ishihara ら は タ デ ア イ の 地 上 部 （ 葉 と 茎 ） の 水 ， メ タ

ノ ー ル お よ び 酢 酸 エ チ ル 抽 出 物 に お け る NO 産 生 抑 制 能 を 確 認 し て

い る が ， 抗 炎 症 性 物 質 が 葉 と 茎 の ど ち ら に 含 ま れ て い る か は 検 討

し て い な い
29 )
． 今 回 ， NO 産 生 抑 制 能 を 有 す る 物 質 が ， タ デ ア イ の

葉 と 茎 の い ず れ に 含 ま れ て い る の か を 明 ら か に す る た め に 葉 と 茎

を 分 け ， 各 抽 出 物 の NO 産 生 抑 制 能 を 確 認 し た (図 2-1 )． タ デ ア イ

の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 に は ， 多 く の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 含 ま れ

て い る こ と を ， 既 に 我 々 の 研 究 室 で は 確 認 し て い る 14 )． 過 去 の 研 究

で ， 様 々 な フ ラ ボ ノ イ ド 化 合 物 の PGE2 産 生 抑 制 能 を ラ ッ ト 腹 腔 マ

ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 を 用 い て 調 べ た 報 告 が あ る 30 )． こ の 研 究 で は ， ケ

ル セ チ ン 配 糖 体 の ル チ ン や ク エ ル シ ト リ ン は PGE2 産 生 を 抑 制 し な

い が ， ア グ リ コ ン の ケ ル セ チ ン は PGE2 を 抑 制 す る こ と が 示 さ れ て

い る ．フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は ，フ ラ ボ ン 骨 格 3 位 の ヒ ド ロ キ シ 基 と ，

グ ル コ ー ス や ラ ム ノ ー ス な ど の 糖 部 の ヒ ド ロ キ シ 基 が 脱 水 縮 合 さ

れ グ リ コ シ ド 結 合 し た 化 合 物 で あ る ． フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 を 酸 性

条 件 下 で 水 と 反 応 さ せ る と ， グ リ コ シ ド 結 合 部 が 加 水 分 解 さ れ ア

グ リ コ ン と 糖 部 に 分 か れ る ． 今 回 ， タ デ ア イ 葉 と 茎 の 抽 出 物 を

DIAION HP-20 カ ラ ム で 精 製 し た 標 品 と ， こ の 標 品 を 酸 加 水 分 解 し ，

フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 を ア グ リ コ ン と 糖 に 分 解 し た 酸 加 水 分 解 物 の

NO 産 生 抑 制 能 に つ い て も 確 認 し た (図 2-1 )．
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図 2-1 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 (RAW264 )に お け る タ デ ア イ 葉

(A )お よ び 茎 (B )由 来 の 抽 出 物 を DIAION HP-20 カ ラ ム で 精 製 し た 標 品

と そ れ ら の 酸 加 水 分 解 物 の NO 産 生 抑 制 能

RAW264 は 2.5 × 105 cells/ml の 濃 度 で 100 µl を 96 穴 プ レ ー ト に 播 種 し ，

リ ポ ポ リ サ ッ カ リ ド (LPS )を 最 終 濃 度 1 µg/ml に な る よ う 添 加 し て 24

時 間 培 養 し た ． タ デ ア イ 抽 出 物 を DIAION HP-20 カ ラ ム で 精 製 し た 標

品 ま た は そ れ ら の 酸 加 水 分 解 物 を 添 加 す る 際 は ， LPS 添 加 と 同 時 に
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行 っ た ．

○ ， タ デ ア イ 葉 ま た は 茎 の 抽 出 物 を DIAION HP-20 カ ラ ム で 精 製 し た

標 品 ； ● タ デ ア イ 葉 ま た は 茎 の DIAION HP-20 カ ラ ム で 精 製 し た 標 品

の 酸 加 水 分 解 物

葉 と 茎 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の NO 産 生 抑 制 能 を 測 定 し た と こ

ろ ， ど ち ら の 抽 出 物 も RAW264 の NO 産 生 を 抑 制 し な か っ た ． そ こ で

糖 類 ， タ ン パ ク 質 な ど の 夾 雑 物 を 取 り 除 く 目 的 で DIAION HP-20 カ ラ

ム で 精 製 し た ． こ の 精 製 し た 標 品 を 用 い て NO 産 生 能 を 調 べ た と こ

ろ ，葉 の 精 製 標 品 で NO 産 生 抑 制 能 が 確 認 さ れ た（ 図 2-1）．さ ら に ，

葉 の 精 製 標 品 の 酸 加 水 分 解 物 は 酸 加 水 分 解 前 の 標 品 に 比 べ て ， 強 い

NO 産 生 抑 制 能 を 示 し た ． 一 方 ， 茎 で は ， 酸 加 水 分 解 物 で も NO 産 生

抑 制 能 は 確 認 さ れ な か っ た ．

以 前 に 我 々 は タ デ ア イ 葉 に は 多 く の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 含 ま れ

て い る 事 を 報 告 し た 14 )．葉 の 精 製 標 品 で NO 産 生 が 抑 制 さ れ る の は ，

フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 ， あ る い は ト リ プ タ ン ス リ ン の 抗 炎 症 作 用 に よ

る も の と 推 測 さ れ た ． さ ら に 葉 の 精 製 標 品 の 酸 加 水 分 解 で ， NO 産

生 抑 制 能 が 強 く な っ た 理 由 と し て ， フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が NO 産 生

抑 制 能 の 高 い ア グ リ コ ン と な っ た た め と 推 測 さ れ た ． そ こ で ， タ デ

ア イ 葉 と 茎 の 成 分 を 分 析 す る 目 的 で ， 葉 お よ び 茎 の 各 80%メ タ ノ ー

ル 抽 出 物 を UPLC-ESI-TOF/MSE
分 析 し た ． 分 析 結 果 を 図 2-2 に 示 す ．
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図 2-2 タ デ ア イ 葉 ま た は 茎 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の UPLC-ESI-TOF/MSE

分 析 結 果

タ デ ア イ 葉 か ら は 11 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 を 確 認 で き た ． 私 た

ち の 研 究 室 で は 以 前 に ， タ デ ア イ 葉 か ら 新 規 物 質 を ふ く む 11 種 類

の フ ラ ボ ノ ー ル を 同 定 し て お り ， 今 回 確 認 で き た フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖

体 と 同 一 で あ る こ と を 確 認 し た
14 )
．そ れ ぞ れ の 物 質 名 を 以 下 に 記 す ．

(1) quercetin-3-O-b-D-glucuronide， (2) quercetin-3-O-b-D-glucopyranoside， (3) quercerin-3-O-

[6"-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]， (4) kaempferol-3-O-b-D-

glucopyranoside (astragalin)， (5) isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside， (6) kaempferol-3-O-

[6"-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]， (7) 3,5,4'-trihydroxy-6,7-

methylenedioxyflavone-3-O-β-D-glucopyranoside， (8) 3,5,4'-trihydroxy-6,7-

methylenedioxyflavone-3-O-[6''-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]， (9) 3,5,4'-

trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[6''-(acetyl)-β-D-glucopyranoside]， (10) 3,5,4'-
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trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[2''-(acetyl)-β-D-glucuronide] ， (11) 3,5,4'-trihydroxy-

6,7-methylenedioxyflavone． タ デ ア イ 茎 か ら は ， ケ ル セ チ ン を ア グ リ コ ン

と す る フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の quercetin-3-O-b-D-glucuronide と quercerin-3-O-[6"-

O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside] を 確 認 で き た が ， 他 の フ ラ ボ

ノ ー ル 配 糖 体 は 確 認 で き な か っ た ． 抽 出 物 中 の 総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量

を 測 定 し た と こ ろ ， 葉 で は 76.4 mgGAE/gDW， 茎 で は 191.4 mgGAE/gDW

含 ま れ て お り ， 茎 の 方 が ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 と し て は 多 い も の の ， NO

産 生 能 は 確 認 で き な か っ た ． 抗 炎 症 作 用 を 示 す と 報 告 の あ る ト リ プ

タ ン ス リ ン を HPLC で 定 量 し た と こ ろ ， 葉 に 2.3 mg/gDW 検 出 さ れ た ．

フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は 体 内 で ア グ リ コ ン と 糖 に 分 解 さ れ ， ア グ リ

コ ン が 抗 炎 症 作 用 を 示 す と 報 告 さ れ て い る 24 )． そ こ で ， タ デ ア イ 葉

と 茎 抽 出 物 の DIAION HP-20 精 製 物 を 酸 加 水 分 解 し ， ア グ リ コ ン を 含

む 酸 加 水 分 解 サ ン プ ル の NO 産 生 抑 制 能 を 測 定 し た (図 2-1 )． そ の 結

果 ， タ デ ア イ 葉 は 酸 加 水 分 解 す る 前 の サ ン プ ル よ り 強 い NO 産 生 抑

制 能 を 示 し た ． タ デ ア イ 葉 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の 酸 加 水 分 解 物

を UPLC-ESI-TOF/MSE
で 分 析 し た と こ ろ ， タ デ ア イ 葉 に 含 ま れ る フ ラ

ボ ノ ー ル 配 糖 体 の ア グ リ コ ン で あ る ケ ル セ チ ン ， ケ ン ペ ロ ー ル ，

イ ソ ラ ム ネ チ ン ， TMF が 検 出 さ れ ， フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は ほ と ん ど

確 認 さ れ な く な っ た (図 2-3 )． タ デ ア イ 葉 抽 出 物 が ， 酸 加 水 分 解 物

で NO 産 生 抑 制 能 が 強 く な っ た の は ， こ れ ら の ア グ リ コ ン が 抗 炎 症

作 用 を 発 揮 し た た め だ と 推 察 さ れ る ． 以 上 の 結 果 よ り ， タ デ ア イ

の 抗 炎 症 作 用 を 示 す 物 質 は 葉 に 局 在 し ， フ ラ ボ ノ ー ル お よ び ト リ プ

タ ン ス リ ン が そ の 機 能 を 担 っ て い る と 推 定 さ れ た ．
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図 2-3 タ デ ア イ 葉 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の 酸 加 水 分 解 後 の

UPLC-ESI-TOF/MSE 分 析 結 果

2 - 3 - 2 タ デ ア イ 葉 由 来 フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 と ト リ プ タ ン ス リ ン の

NO お よ び PGE2 産 生 抑 制 能

タ デ ア イ の 抗 炎 症 作 用 を 示 す 物 質 は 葉 に 局 在 し て い る 事 が 分 か っ

た た め ， 葉 に 含 ま れ て い る フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 と ト リ プ タ ン ス リ ン

の 抗 炎 症 能 を 網 羅 的 に 調 べ る こ と に し た ． 我 々 は ， こ れ ま で に タ

デ ア イ 葉 か ら 新 規 物 質 を ふ く む 11 種 類 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 を 同

定 し て い る
14 )
． ま た タ デ ア イ に は フ ェ ノ ー ル 酸 の カ フ ェ イ ン 酸 ， ク

ロ ロ ゲ ン 酸 が 含 ま れ て い る こ と を 報 告 し て い る 31 )． そ の た め ， こ れ

ら の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 お よ び フ ェ ノ ー ル 酸 ， ト リ プ タ ン ス リ ン に

つ い て NO 産 生 抑 制 能 と PGE2 産 生 抑 制 能 を 測 定 し た ． Ishikawa-Takano ら

に よ れ ば ， フ ラ ボ ノ ー ル の 配 糖 体 は ， ア グ リ コ ン と 比 べ る と PGE2

産 生 抑 制 能 が 低 か っ た と 報 告 さ れ て い る
30 )
． ま た ， フ ラ ボ ノ ー ル 配

糖 体 は ， 体 内 で ア グ リ コ ン と 糖 に 分 解 さ れ て 吸 収 さ れ る こ と か ら 18 )

19 )， タ デ ア イ 由 来 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の ア グ リ コ ン に つ い て も 同

様 に 試 験 を 行 っ た (表 2-1 )．


































































































