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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 )



- 7 -

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 )．
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表 2-1 RAW264 に お け る タ デ ア イ の 抗 炎 症 性 物 質 の NO お よ び PGE2

産 生 抑 制 の 50%阻 害 濃 度 ( IC50)値

物 質 名
NO 産 生 PGE2 産 生

IC50( mM ) IC50( mM )

quercetin-3-O-b-D-glucuronide 64.8b
± 6.1 97.7c

± 2.8

quercetin-3-O-b-D-glucopyranoside >200 >200

quercerin-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-
>200 139.9b

± 10.4methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

kaempferol-3-O-D-glucopyranoside >200 183.1a ± 4.7

isorhamnetin-3-O-D-glucopyranoside >200 >200

kaempferol-3-O-[6"-(3-hydroxy-3-
>200 >200methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
>200 >200

3-O-b-D-glucopyranoside

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-

3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)- >200 >200

b-D-glucopyranoside]

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
>200 >200

3-O-[6''-O-(acetyl)-b-D-glucopyranoside]

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
158.7a

± 1.8 83.8c
± 4.9

3-O-[2''-O-(acetyl)-b-D-glucuronide]

TMF 18.8c,d ± 0.9 16.7d ± 1.1

ケ ル セ チ ン 13.2c,d
± 2.1 11.8d

± 1.3

ケ ン ペ ロ ー ル 29.5c ± 1.7 3.9d ± 0.8

イ ソ ラ ム ネ チ ン 23.5c,d
± 3.2 6.1d

± 1.2

カ フ ェ イ ン 酸 >200 >200

ク ロ ロ ゲ ン 酸 >200 >200

ト リ プ タ ン ス リ ン 3.9d
± 0.2 1.1d

± 0.3

デ ー タ は 平 均 ± 標 準 誤 差 （ n=3） で 示 し た ． a, b, c, d は ， 異 な る 文

字 間 で 有 意 差 が 5%以 下 で あ る 事 を 示 す ．
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NO 産 生 抑 制 能 と PGE2 産 生 抑 制 能 を 測 定 し た 結 果 ， フ ラ ボ ノ ー ル

配 糖 体 は い ず れ も NO 産 生 抑 制 能 お よ び PGE2 産 生 抑 制 能 は ア グ リ コ

ン に 比 べ て 低 か っ た ． 過 去 の 報 告 で タ デ ア イ の 抗 炎 症 物 質 は ト リ

プ タ ン ス リ ン
9 ) 10 ) ， イ ン デ ィ ゴ

11 ) ， イ ン デ ィ ル ビ ン
12 ) で あ る と 報

告 さ れ て い る ． 一 方 で 我 々 は ， 主 要 な ポ リ フ ェ ノ ー ル と し て TMF

を ア グ リ コ ン に 有 す る フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 含 ま れ て い る こ と を

報 告 し た 14 )． フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 中 で NO 産 生 抑 制 能 が 確 認 で き

た の は 糖 部 が グ ル ク ロ ン 酸 で あ る quercetin-3-O-b-D-glucuronide と

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[2''-(acetyl)-β-D-glucuronide]で あ っ た ． 過

去 の 報 告 で ， マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 で あ る RAW264 は LPS で 刺 激 す る

と ， b-グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ を 分 泌 し ， そ の 結 果 ， quercetin-3-O-b-D-glucuronide

は 脱 抱 合 さ れ ケ ル セ チ ン の 状 態 で 細 胞 に 取 り 込 ま れ る こ と が 明 ら か

と な っ て い る
24 )
．こ の こ と か ら quercetin-3-O-b-D-glucuronide と 3,5,4'-trihydroxy-

6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[2''-(acetyl)-β-D-glucuronide] は ， LPS 刺 激 を 受 け た

RAW264 細 胞 が 分 泌 し た b-グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ に よ っ て 分 解 さ れ ， 細

胞 内 に ア グ リ コ ン が 取 り 込 ま れ た た め に 抗 炎 症 作 用 を 示 し た の で は

な い か と 考 え ら れ る ． フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は 通 常 ， 腸 で ア グ リ コ ン

と 糖 に 分 解 さ れ て か ら 吸 収 さ れ グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 や 硫 酸 抱 合 体 と

し て ， 生 体 内 の 様 々 な 臓 器 に 運 ば れ て か ら ， 再 度 脱 抱 合 さ れ 抗 炎 症

作 用 な ど の 機 能 を 果 た し て い る と 考 え ら れ る 18-42,44)． し た が っ て ， フ

ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の ア グ リ コ ン の 抗 炎 症 活 性 を 把 握 す る こ と が 重 要

で あ る と 推 察 さ れ る ． タ デ ア イ 葉 の 主 要 な フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の ア

グ リ コ ン で あ る TMF の NO 産 生 抑 制 能 は ケ ル セ チ ン よ り や や 弱 い が

ケ ン ペ ロ ー ル や イ ソ ラ ム ネ チ ン よ り も 強 い 活 性 を 示 し た ．一 方 ，PGE2

産 生 抑 制 能 は ， ケ ル セ チ ン ， ケ ン ペ ロ ー ル ， そ し て イ ソ ラ ム ネ チ ン

よ り も 低 か っ た ． ト リ プ タ ン ス リ ン の NO 産 生 の 50 ％ 阻 害 濃 度 が 3.9

± 0.2 µM に 対 し ， TMF で は 18.8 ± 0.9 µM で あ っ た ． 一 方 ， ト リ プ タ

ン ス リ ン の PGE2 産 生 の 50 ％ 阻 害 濃 度 が ， 1.1 ± 0.3 µM に 対 し ， TMF

で は 16.7 ± 1.1 µM で あ っ た ． こ の 結 果 か ら ， 過 去 の 報 告 の 通 り ト リ
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プ タ ン ス リ ン は 抗 炎 症 物 質 と し て 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た ．

2 - 3 - 3 タ デ ア イ 葉 主 要 フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 体 内 吸 収

フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 抗 炎 症 作 用 は ， ア グ リ コ ン と 比 べ て 低 い こ

と が 分 か り ， こ の 結 果 は Ishikawa-Takano ら の 結 果 と 一 致 し た 30 )
． 一 方

で ，こ れ ま で に 記 述 し た 通 り ，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 で 吸 収 さ れ る
18 )

19 )． ま た ， 体 内 に 吸 収 さ れ た ア グ リ コ ン は ， 肝 臓 で グ ル ク ロ ン 酸 や

硫 酸 と 抱 合 す る が ， 炎 症 性 刺 激 に よ り 脱 抱 合 化 が 促 進 さ れ ， ア グ リ

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

に は TMF 配 糖 体 が 豊 富 に 含 ま れ て い る が ， こ れ ら の 体 内 吸 収 に つ

い て は 不 明 で あ る ． そ こ で ， TMF 配 糖 体 の 体 内 吸 収 を 調 べ る た め ，

DIAION HP-20 お よ び Chromatorex ODS カ ラ ム を 用 い て ， タ デ ア イ 葉 80%メ

タ ノ ー ル 抽 出 物 よ り ， 4 つ の TMF 配 糖 体 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン の 精 製

を 行 っ た ． 精 製 し た タ デ ア イ 葉 由 来 TMF 配 糖 体 フ ラ ク シ ョ ン を

UPLC-ESI-TOF/MSE で 分 析 し た 結 果 を 図 2-4 に 示 す ．

図 2-4 TMF 配 糖 体 フ ラ ク シ ョ ン の UPLC-ESI-TOF/MSE 分 析 結 果
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タ デ ア イ 葉 由 来 TMF 配 糖 体 フ ラ ク シ ョ ン を 分 析 し た と こ ろ ，

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

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

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

6,7-methylenedioxyflavone-3-O-[2''-(acetyl)-b-D-glucuronide] の み が 検 出 さ れ た ．ま た ，

TMF 配 糖 体 以 外 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は 精 製 過 程 で 除 去 さ れ た こ と

に よ り 検 出 さ れ な か っ た ． こ の TMF 配 糖 体 フ ラ ク シ ョ ン を 用 い て ，

TMF 配 糖 体 の 体 内 吸 収 に つ い て 調 べ る た め ， ICR マ ウ ス に TMF 配 糖

体 フ ラ ク シ ョ ン 溶 解 液 を 経 口 投 与 し ， 一 時 間 後 の 血 中 成 分 を

UPLC-ESI-TOF/MSE
に て 分 析 し た (図 2-5 )．
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図 2-5 ICR マ ウ ス 血 漿 の ア セ ト ン 抽 出 物 の UPLC-ESI-TOF/MSE 分 析 結 果

TMF を 反 映 す る m/z 313 を タ ー ゲ ッ ト イ オ ン と し て ， TMF 配 糖 体 フ ラ

ク シ ョ ン 投 与 区 と ， 水 を 投 与 し た コ ン ト ロ ー ル 区 の ICR マ ウ ス 血 漿

中 成 分 を 分 析 し た ．ま た ，TMF 配 糖 体 フ ラ ク シ ョ ン を 酸 加 水 分 解 し ，

ア グ リ コ ン の TMF を 再 結 晶 化 し て 得 た TMF 単 離 物 も 同 様 に 分 析 し

た ．
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TMF 配 糖 体 フ ラ ク シ ョ ン を マ ウ ス に 経 口 投 与 し ， 1 時 間 後 の 血 中

成 分 を UPLC-ESI-TOF/MSE
に て 分 析 し た と こ ろ ， リ テ ン シ ョ ン タ イ ム 9.1

分 時 に TMF を 反 映 す る m/z 313 の 物 質 の ピ ー ク が 確 認 さ れ た ． こ の ピ

ー ク は TMF 単 離 物 の ピ ー ク と 一 致 し た こ と か ら ， TMF 配 糖 体 フ ラ ク

シ ョ ン 中 の 配 糖 体 は ， ア グ リ コ ン の 状 態 で 血 中 に 存 在 し て い た と 考

え ら れ る ． フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は ， 腸 内 に お い て ， ケ ル セ チ ン 配 糖

体 は 腸 内 細 菌 や b-グ ル コ シ ダ ー ゼ ， lactase phloridizin hydrolase に よ り ア グ

リ コ ン と 糖 鎖 部 位 に 分 解 さ れ る 18 ) 19 )． 分 解 後 の ア グ リ コ ン は 腸 管 に

て 吸 収 さ れ ， 吸 収 さ れ た ア グ リ コ ン は 肝 臓 に て glucuronosyltransferase ま

た は sulfotransferase に よ り グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 ま た は 硫 酸 抱 合 さ れ 血 中

に 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 20-22 )． 本 実 験 で は TMF 単 体 が 血 漿

中 か ら 検 出 さ れ た た め ， 肝 臓 に て グ ル ク ロ ン 酸 や 硫 酸 で 抱 合 さ れ る

前 の TMF を 血 中 か ら 回 収 し た と 考 え ら れ る ．

TMF 配 糖 体 が 体 内 に ア グ リ コ ン と し て 吸 収 さ れ て い る こ と か ら ，

他 の フ ラ ボ ノ ー ル と 同 様 に ， ア グ リ コ ン が 抗 炎 症 作 用 を 発 揮 す る こ

と が 考 え ら れ る ． 表 2-1 よ り ， ト リ プ タ ン ス リ ン は タ デ ア イ 成 分 の

中 で は 最 も 抗 炎 症 作 用 が 強 く ， TMF と 比 較 し て NO 産 生 抑 制 能 は 4.8

倍 ， PGE2 産 生 能 は 15.2 倍 で あ る ． こ こ で ， タ デ ア イ 葉 80%メ タ ノ ー

ル 抽 出 物 中 に 含 ま れ る TMF 配 糖 体 お よ び ト リ プ タ ン ス リ ン の 定 量

値 を 表 2-2 に 示 す ．
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表 2-2 タ デ ア イ 葉 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の 乾 燥 重 量 中 に お け る TMF

配 糖 体 お よ び ト リ プ タ ン ス リ ン の 定 量 値

物 質 名 mg/g DW

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
10.8 (7.1)

3-O-b-D-glucopyranoside

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-

3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)- 46.0 (23.3)

b-D-glucopyranoside]

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
26.0 (15.8)

3-O-[6''-O-(acetyl)-b-D-glucopyranoside]

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
32.7 (19.3)

3-O-[2''-O-(acetyl)-b-D-glucuronide]

ト リ プ タ ン ス リ ン 2.3

タ デ ア イ 葉 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の 乾 燥 重 量 1 g あ た り に 含 ま れ

る 各 化 合 物 の 定 量 値 を 示 す ． 括 弧 内 の 数 値 は ， 80%メ タ ノ ー ル 抽

出 物 に お け る TMF 配 糖 体 量 の う ち ， ア グ リ コ ン で あ る TMF 相 当

量 を 表 し て い る ． TMF 相 当 量 は ， TMF 配 糖 体 と TMF の 分 子 量 よ り

求 め た 計 算 値 で 示 し た ．

表 2-2 よ り ， 葉 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 に お け る TMF 配 糖 体 の 合

計 値 は ト リ プ タ ン ス リ ン の 約 50 倍 で あ る た め ， こ れ ら の 配 糖 体 が

ア グ リ コ ン に 変 換 さ れ る と 考 え る と ， タ デ ア イ の 有 す る 抗 炎 症 作 用

は ト リ プ タ ン ス リ ン よ り も TMF が 大 き く 貢 献 し て い る と 考 え ら れ

る ． 本 試 験 よ り ， TMF 配 糖 体 は 体 内 で 分 解 さ れ て ア グ リ コ ン と し て

血 中 に 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ る こ と か ら ， タ デ ア イ 葉 に 特 徴 的 に

含 ま れ て い る 配 糖 体 の ア グ リ コ ン の TMF は タ デ ア イ の 主 要 な 抗 炎

症 物 質 だ と 考 え ら れ る ．
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2 - 3 - 4 タ デ ア イ 葉 主 要 フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 抗 酸 化 性

炎 症 は 酸 化 ス ト レ ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と か ら ， 抗 酸 化 性

と 抗 炎 症 作 用 に は 深 い 関 連 が あ る ． 実 際 に ， 炎 症 を 含 む 多 く の 非 感

染 性 疾 患 の 特 徴 と し て ， 加 齢 と と も に 有 病 率 が 上 昇 す る こ と か ら ，

老 化 な ど の 関 連 が 強 く 示 唆 さ れ て き て い る ． 老 化 ， が ん ， 生 活 習 慣

病 な ど の 予 防 に は ， 体 内 で 増 え た 活 性 酸 素 の 除 去 が 重 要 と さ れ て い

る ． フ ラ ボ ノ ー ル 化 合 物 の 共 通 の 機 能 と し て 抗 酸 化 性 が あ げ ら れ る

が ， タ デ ア イ 葉 の 主 要 な TMF 配 糖 体 に つ い て の 抗 酸 化 性 に つ い て

の 報 告 は な い ． そ こ で ， こ れ ら の 抗 酸 化 性 を H-ORAC 法 に て 評 価 し ，

す で に 報 告 の あ る ケ ル セ チ ン お よ び ケ ン ペ ロ ー ル と 比 較 し た (表

2-3 )．

表 2-3 TMF 配 糖 体 お よ び TMF， ケ ル セ チ ン ， ケ ン ペ ロ ー ル の ト ロ

ロ ッ ク ス 換 算 (mol TE/mol )で の H-ORAC 値

物 質 名 H-ORAC (mol TE/mol )

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
6.03b,c ± 0.06

3-O-b-D-glucopyranoside

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-

3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)- 6.50c
± 0.15

b-D-glucopyranoside]

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
5.67b,c ± 0.08

3-O-[6''-O-(acetyl)-b-D-glucopyranoside]

3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
5.37b,c ± 0.15

3-O-[2''-O-(acetyl)-b-D-glucuronide]

TMF 2.22d ± 0.38

ケ ル セ チ ン 11.34a ± 0.30

ケ ン ペ ロ ー ル 3.64c,d
± 0.61

デ ー タ は 平 均 ± 標 準 誤 差 （ n=3） で 示 し た ． a, b, c, d は ， 異 な る 文 字

間 で 有 意 差 が 5%以 下 で あ る 事 を 示 す ．
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TMF 配 糖 体 の 抗 酸 化 性 は ケ ル セ チ ン と 比 べ る と 低 か っ た が ， ケ ン

ペ ロ ー ル よ り も 高 い 値 を 示 し た ． ま た ， 抗 炎 症 作 用 と は 逆 に ， TMF

配 糖 体 は ア グ リ コ ン の TMF や ケ ン ペ ロ ー ル よ り も 高 い 抗 酸 化 性 を

示 し た ． TMF 配 糖 体 は タ デ ア イ 葉 の 主 要 な フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 で あ

る た め ， タ デ ア イ 葉 の 抗 酸 化 性 に 大 き く 貢 献 す る と 推 察 さ れ る ．

2 - 4 考 察

抗 炎 症 作 用 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 調 べ る た め ， タ デ ア イ 葉 と 茎 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出

物 を DIAION HP-20 で 精 製 し 夾 雑 物 を 取 り 除 い た サ ン プ ル の NO 産 生 抑

制 能 を 測 定 し た と こ ろ ， タ デ ア イ 葉 の み に NO 産 生 抑 制 能 が 確 認 さ

れ た (図 2-1 )． そ こ で ， タ デ ア イ の 葉 と 茎 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 を

UPLC-ESI-TOF/MSE で 分 析 し た と こ ろ ， タ デ ア イ 葉 に は ， こ れ ま で に 私

た ち の 研 究 室 で 同 定 し て い る 11 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 確 認 さ れ

た が 14 )， タ デ ア イ 茎 か ら は ， 11 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の う ち ，

quercetin-3-O-b-D-glucuronide と quercerin-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-

glucopyranoside] し か 検 出 さ れ な か っ た ． さ ら に タ デ ア イ 葉 か ら は ， 抗

炎 症 作 用 を 示 す と 報 告 の あ る ト リ プ タ ン ス リ ン が 2.3 mg/gDW 検 出 さ

れ た (表 2-2 )． こ れ ら の こ と か ら ， 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 化 合 物 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 る ． 続 い て ， タ デ ア イ 葉 に 含 ま れ て

い る フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 お よ び こ れ ら の 配 糖 体 の ア グ リ コ ン ， フ ェ

ノ ー ル 酸 ， ト リ プ タ ン ス リ ン に つ い て NO お よ び PGE2 産 生 抑 制 能 を

測 定 し た (表 2-1 )． そ の 結 果 ， ト リ プ タ ン ス リ ン は 過 去 の 報 告 の 通

り 10 )， 高 い NO お よ び PGE2 産 生 抑 制 能 が 確 認 さ れ た ． フ ラ ボ ノ ー ル

配 糖 体 に つ い て は ， グ ル ク ロ ニ ド を 糖 鎖 に も つ quercetin-

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

glucuronide] 以 外 は 活 性 が 見 ら れ な か っ た ． し か し な が ら ， ア グ リ コ
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ン と な る ケ ル セ チ ン ， ケ ン ペ ロ ー ル ， イ ソ ラ ム ネ チ ン ， そ し て TMF

に は 顕 著 な NO お よ び PGE2 産 生 抑 制 能 が み ら れ た ． 酸 加 水 分 解 し た

タ デ ア イ 葉 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 が ， 高 い NO 産 生 抑 制 能 を 示 し た

の は ， フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 分 解 さ れ て ア グ リ コ ン に な っ た か ら だ

と 考 え ら れ る (図 2-1 )． ま た ， タ デ ア イ 葉 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 ， TMF が 主 要 な ア グ

リ コ ン で あ る こ と が 確 認 さ れ た (図 2-3 )． フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は ，

消 化 器 官 で 分 解 さ れ ， ア グ リ コ ン と し て 体 内 に 取 り 込 ま れ る こ と が

報 告 さ れ て い る 18 ) 19 )． こ の た め ， タ デ ア イ 葉 に 多 く 含 ま れ る フ ラ ボ

ノ ー ル 配 糖 体 も ， 体 内 で 分 解 さ れ て ア グ リ コ ン の 状 態 に な る こ と で

抗 炎 症 作 用 を 示 す こ と が 期 待 さ れ る ． そ こ で ， DIAION HP-20 お よ び

Chromatorex ODS カ ラ ム を 用 い て ， タ デ ア イ 葉 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 よ

り ， TMF 配 糖 体 を 豊 富 に 含 む フ ラ ク シ ョ ン の 精 製 を 行 っ た (図 2-4 )．

TMF 配 糖 体 フ ラ ク シ ョ ン を ICR マ ウ ス に 経 口 投 与 し ， 1 時 間 後 の 血

漿 中 の 成 分 を 分 析 し た と こ ろ ， ア グ リ コ ン の TMF が 検 出 さ れ た (図

2-5 )． こ の 結 果 よ り ， TMF 配 糖 体 フ ラ ク シ ョ ン 中 の 配 糖 体 は ， ア グ

リ コ ン の 状 態 で 血 中 に 存 在 し て い た と 考 え ら れ る ． 腸 管 で 吸 収 さ れ

た ア グ リ コ ン は ， 肝 臓 に て glucuronosyltransferase ま た は sulfotransferase に よ

り グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 ま た は 硫 酸 抱 合 さ れ 血 中 に 存 在 す る こ と が 報 告

さ れ て い る 20-22 )． 本 実 験 で は TMF の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 や 硫 酸 抱 合

体 は 検 出 さ れ な か っ た た め ， 肝 臓 に て グ ル ク ロ ン 酸 や 硫 酸 で 抱 合 さ

れ る 前 の TMF を 血 中 か ら 回 収 し た と 考 え ら れ る ． TMF 配 糖 体 が 体 内

に ア グ リ コ ン と し て 吸 収 さ れ て い る こ と か ら ， ア グ リ コ ン の TMF

が 体 内 で 抗 炎 症 作 用 を 発 揮 す る こ と が 考 え ら れ る ． 表 2-1 よ り ， ト

リ プ タ ン ス リ ン は タ デ ア イ 成 分 の 中 で は 最 も 抗 炎 症 作 用 が 強 く ，

TMF と 比 較 し て NO 産 生 抑 制 能 は 4.8 倍 ， PGE2 産 生 能 は 15.2 倍 で あ る ．

一 方 で ， 表 2-2 よ り ， 葉 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 に お け る TMF 配 糖

体 の 合 計 値 は ト リ プ タ ン ス リ ン の 約 50 倍 ， ア グ リ コ ン の TMF 換 算

合 計 値 と 比 べ て 約 28 倍 で あ っ た ． こ れ ら の こ と か ら ， タ デ ア イ の
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有 す る 抗 炎 症 作 用 は ト リ プ タ ン ス リ ン よ り も TMF が 大 き く 貢 献 し

て い る と 考 え ら れ る ．

以 上 よ り ， タ デ ア イ の 抗 炎 症 物 質 に つ い て は ， 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 の

報 告 が こ れ ま で に さ れ て い る ． し か し ， タ デ ア イ 生 葉 に は イ ン デ

ィ ゴ ， イ ン デ ィ ル ビ ン は ほ と ん ど 存 在 せ ず ， 現 在 の と こ ろ ， ト リ

プ タ ン ス リ ン が 抗 炎 症 作 用 の 活 性 本 体 と 推 定 さ れ て い る ． し か し

な が ら ， 今 回 の 研 究 で 量 的 面 か ら 推 察 し て ， TMF 配 糖 体 が 実 質 的 な

抗 炎 症 物 質 で あ る こ と が 推 察 さ れ た ．
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第 3 章 タ デ ア イ の 各 生 育 段 階 で の フ ラ ボ ー ル 配 糖 体 の 構 造 解 析 お

よ び 定 量

3 - 1 序 論

タ デ ア イ は 日 本 で 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 )． そ の 一 方 で 日 本 の 一 部 の 地 方 で は ，

タ デ ア イ は タ デ 酢 な ど の 食 品 原 料 と し て も 利 用 さ れ て い る ． 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 い る
2 )． ま た ， 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 ， 解 毒 目 的 で 使 用 さ れ て い る 3）． タ デ ア

イ の 機 能 性 物 質 に つ い て は ， 抗 酸 化 物 質 と し て 没 食 子 酸 や カ フ ェ イ

ン 酸
4 )， 抗 ア レ ル ギ ー 作 用 を 示 す イ ン デ ィ ル ビ ン

5 )， ヘ リ コ バ ク タ

ー ・ ピ ロ リ に 対 す る 抗 菌 作 用 6 ) 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 7 ) を

示 す 物 質 と し て TMF， 抗 癌 作 用 8 ) お よ び 抗 炎 症 作 用 9 ) を 示 す 物 質 と

し て ト リ プ タ ン ス リ ン が 報 告 さ れ て い る ． こ れ ま で に 我 々 の 研 究 室

で は ，タ デ ア イ 葉 に ，ケ ル セ チ ン ，ケ ン ペ ロ ー ル ，イ ソ ラ ム ネ チ ン ，

そ し て TMF を ア グ リ コ ン と す る 11 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 存 在 す

る こ と を 確 認 し て い る
10 ) 11）． さ ら に ， TMF 配 糖 体 お よ び こ れ ら の ア

グ リ コ ン が コ レ ス テ ロ ー ル の 生 合 成 に 関 わ る HMG-CoA レ ダ ク タ ー ゼ

を 阻 害 す る こ と を 明 ら か に し た 10 )． ま た ， 第 2 章 で は ， タ デ ア イ 葉

中 の TMF 配 糖 体 は 体 内 で 分 解 さ れ て ア グ リ コ ン の TMF と な り 抗 炎

症 作 用 を 示 す こ と が 示 唆 さ れ た ．

タ デ ア イ の 葉 が 薬 用 部 位 と し て 利 用 さ れ て き た 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 薬 用 部 位 と し て 利 用 さ

れ て い る 2 )． 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
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さ れ て お り 2 )， 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
10 )． 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
12）． ま た ， タ デ ア イ の 種

子 お よ び ス プ ラ ウ ト の フ ラ ボ ノ ー ル に つ い て 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 ． そ こ で 本 章 で は ， 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 抗 酸 化 性 に つ い て 検 討 を 行 っ た ．

3 - 2 実 験 材 料 と 実 験 方 法

3 - 2 - 1 実 験 材 料 お よ び 実 験 機 器

タ デ ア イ の 種 子 は タ キ イ 種 苗 (株 ) (京 都 ） か ら 2016 年 ま た は 2017

年 に そ れ ぞ れ 購 入 し た ． Quercetin-3-O-b-D-glucuronide， quercetin-3-O-a-L-

rhamnoside， kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside， 2,2-ジ フ ェ ニ ル -1-ピ ク リ ル ヒ ド ラ

ジ ル (DPPH )， 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®)， フ ル オ レ セ イ ン ナ ト リ ウ ム ， Folin-Ciocalteu reagent， HPLC 用

ア セ ト ニ ト リ ル は Sigma（ St. Louis, MO, USA） か ら 得 た ． Kaempferol-3-O-b-D-

glucopyranoside ( astragalin )， isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside は EXTRASYNTHESE
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（ Lyon, France） 製 の も の を 用 い た ． ケ ル セ チ ン ， ケ ン ペ ロ ー ル ， ヘ

ス ペ レ チ ン ， 2,2'-azobis ( 2-amidino-propane ) dihydrochloride (AAPH )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 ． 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 ．

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 infinite F 200 を 用 い た ．

3 - 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 の 種 子 ( voucher number,;16001 ) 5.8 g を 乳 鉢 で 摩 砕 後 ， 80%メ

タ ノ ー ル 100 ml を 加 え ， 超 音 波 洗 浄 機 を 用 い て 20 ℃ ， 20 分 間 ソ ニ

ケ ー シ ョ ン し た ． ADVANTEC No.2 濾 紙 を 用 い て ろ 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 濃 縮 し た ． こ の 抽 出 物

を 蒸 留 水 に 溶 解 し て DIAION HP-20 カ ラ ム ( 200 × 30 mm i.d. )に 注 入 し た

後 ， 蒸 留 水 500 ml で 洗 浄 し ， メ タ ノ ー ル 400 ml で 溶 出 し た ． こ の 溶

出 液 を エ バ ポ レ ー タ ー で 減 圧 乾 固 後 ， 一 晩 真 空 デ シ ケ ー タ ー に て 乾

燥 さ せ ， 42.1 mg の 抽 出 物 を 得 た ． タ デ ア イ の ス プ ラ ウ ト ( voucher

number,;16002 )は ， 2016 年 4 月 2 日 に 播 種 し た 後 ， 4 月 18 日 に 収 穫 し た

も の 1.4 g を 用 い て ， 同 様 の 方 法 で 抽 出 し 30 mg の 抽 出 物 を 得 た ． ま

た 7 月 20 日 に 収 穫 し た タ デ ア イ の 葉 茎 ( voucher number,;16003 ) 16.8 g か ら ，

同 様 の 方 法 で 抽 出 を 行 い ， 600 mg の 抽 出 物 を 得 た ． こ れ ら の サ ン プ
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ル を UPLC-ESI-TOF/MSE で 分 析 に 用 い た ． 2017 年 の サ ン プ ル は ， 種 子

( voucher number,;17001 )を 2017 年 3 月 29 日 に 播 種 し た 後 ， ス プ ラ ウ ト

( voucher number,;17002 )を 4 月 14 日 に 収 穫 し た ． ま た ， タ デ ア イ の 葉 茎

( voucher number,;17003 )は 7 月 3 日 に 収 穫 し ， 前 述 と 同 様 の 方 法 で 抽 出 を

行 っ た ．

3 - 2 - 3 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 10 ) 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
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3 - 2 - 4 タ デ ア イ 種 子 抽 出 物 の ア ル カ リ 分 解

タ デ ア イ 種 子 の 抽 出 物 1.0 mg を ， 50%メ タ ノ ー ル 0.5 ml に 溶 解 し ，

20%水 酸 化 カ リ ウ ム 水 溶 液 0.5 ml を 加 え ， 一 晩 室 温 に て 反 応 さ せ た ．

塩 酸 で 中 和 後 ，Grace 社 (Columbia, Maryland , USA ) 製 Alltec C18 Maxiclean cartridge

カ ラ ム に 注 入 後 ，蒸 留 水 5 ml で 洗 浄 し ，メ タ ノ ー ル 5 ml で 溶 出 し た ．

こ の メ タ ノ ー ル 溶 出 画 分 を UPLC-ESI-TOF/MSE
に よ り 分 析 し た ．

3 - 2 - 5 HPLC に よ る フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 定 量 分 析

タ デ ア イ 種 子 ，ス プ ラ ウ ト ，葉 茎 の 各 凍 結 乾 燥 物 を 乳 鉢 で 摩 砕 後 ，

種 子 摩 砕 物 の 場 合 は 900 mg， ス プ ラ ウ ト と 葉 茎 は 各 100 mg を 15 ml 容

の フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ に 入 れ ， 80 ％ メ タ ノ ー ル 10 ml と 内 部 標 準 と

し て DMSO に 溶 解 し た 1.0 mg/ml ヘ ス ペ レ チ ン 溶 液 を 200 µl 加 え た ． 30

秒 間 ボ ル テ ッ ク ス し た 後 ， ブ ラ ン ソ ン 超 音 波 洗 浄 機 を 用 い て 水 温 20

℃ で 20 分 間 ソ ニ ケ ー シ ョ ン し 抽 出 し た ． こ の 抽 出 物 を ， 遠 心 分 離

機 を 用 い て 3000 rpm， 5 分 間 遠 心 処 理 し た ． 上 清 を 回 収 後 ， 再 度 ， 80

％ メ タ ノ ー ル 10 ml を 加 え 同 様 の 抽 出 を 行 っ た ． 回 収 し た 上 清 を

Kiriyama No.4 濾 紙 を 用 い て 吸 引 濾 過 し た 後 ， 80 ％ メ タ ノ ー ル で 20 ml

に フ ィ ル ア ッ プ し た ． こ の う ち 1.0 ml を 取 り ， 窒 素 ガ ス で 乾 固 後 ，

HPLC の 移 動 相 で あ る 0.1 ％ ギ 酸 水 溶 液 ／ ア セ ト ニ ト リ ル （ 95:5 ,v/v） 1

ml で 溶 解 し た ． こ の サ ン プ ル を 孔 径 0.22 µm の メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ

ー ( Shimadzu GLC， 東 京 )で 濾 過 後 ， HPLC に 供 し た ． カ ラ ム は YMC (京

都 )製 の ODS-AM カ ラ ム ( 150 × 3.0 mm i.d, 粒 径 5 µm )を 用 い た ． 流 速 は

0.4 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 ． 各 フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 定 量 値 は ， 試 料 の 乾 燥 重 量

あ た り の ヘ ス ペ レ チ ン 相 当 量 （ µg HesE/gDW） と し て 示 し た ．
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3 - 2 - 6 総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 お よ び 抗 酸 化 性 の 測 定

総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 は フ ォ ー リ ン チ オ カ ル ト 法 13 ) 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 ．

Hydrophilic oxygen radical absorbance capacity (H-ORAC )の 測 定 は ， 以 前 に 我 々

の 研 究 室 で 報 告 し た 方 法 と 同 様 14 ) に ， Watanabe ら の 方 法 15 ) 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 ．

タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 2,2-ジ フ ェ ニ ル -1-ピ ク リ ル ヒ

ド ラ ジ ル (DPPH )ラ ジ カ ル 消 去 能 の 測 定 は 過 去 に 報 告 の あ る 方 法 を

一 部 改 変 し て 行 っ た
16 ) 17 )． 50%メ タ ノ ー ル に 溶 解 さ せ た 400 mM DPPH 30

µl， 200 mM MES 緩 衝 液 ( pH 6.0 ) 30 ml お よ び 50%メ タ ノ ー ル 30 ml， 50%

メ タ ノ ー ル に 溶 解 さ せ た 試 料 も し く は Trolox 30 ml を 96 穴 プ レ ー ト に

分 注 し た 後 ， 20 分 間 室 温 暗 所 で 反 応 さ せ た ． 反 応 後 ， Thermo Fisher

Scientific K.K. (神 奈 川 )の Multiskan GO マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 520 nm

の 吸 光 度 を 測 定 し ， 試 料 乾 燥 重 量 1 g あ た り の Trolox 換 算 量 ( mmol

TE/g DW ) を 算 出 し た ．

3 - 2 - 7 統 計 処 理

デ ー タ は 平 均 ± 標 準 誤 差 で 示 し た ． 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 <
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0.05 の 場 合 に 有 意 で あ る と し た ．

3 - 3 結 果

3 - 3 - 1 タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の

成 分 分 析

我 々 の 研 究 室 で は 既 に タ デ ア イ 葉 ま た は 茎 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出

物 中 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 に つ い て 同 定 し て い る 10 )． ま た ， 第 2 章

で も 記 述 し た と お り ， タ デ ア イ 茎 に は ほ と ん ど フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体

が 見 ら れ な か っ た が ， タ デ ア イ 葉 に は 多 く の TMF 配 糖 体 が 含 ま れ

て い る こ と が 明 ら か と な っ て い る ． し か し ， タ デ ア イ の 生 育 段 階 を

通 じ て TMF 配 糖 体 が 存 在 し て い る か は 不 明 で あ る ． そ こ で ， タ デ

ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 80 ％ メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の フ ラ ボ ノ

ー ル 配 糖 体 を 分 析 し た ． タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 80 ％

メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 を UPLC-ESI-TOF/MSE で 分 析 し

た 結 果 を 図 3-1， 表 3-1， 3-2 に 示 す ． ま た ， 分 析 結 果 よ り ， 同 定 さ れ

た フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 構 造 式 を 図 3-2 に 示 す ．
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図 3-1 タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の

UPLC-ESI-TOF/MSE 分 析 結 果
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略 語 : Glu, glucose; Rha, rhamnose; GluA, glucuronic acid; HMG, 3-hydroxy-3-methylglutary;

X, binding site unknown. 図 3-1 に 記 載 の 番 号 を ピ ー ク No. と し て 示 す ．

表 3-1 タ デ ア イ フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の UPLC-ESI-TOF/MSE 分 析 結 果

ピ ー ク No., 物 質 名 m/z [M-H] － m/z product ion

1 Quercetin-3-O-b-D-glucuronide 477.06 301.04 [M-H-GluA]

2 Quercerin-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-
607.13 301.03 [M-H-HMG-Glu]methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

3 Kaempferol-3-O-b-D-glucopyranoside 447.05 285.02 [M-H-Glu]

4 Quercetin-3-O-a-L-rhamnoside 447.10 301.03 [M-H-Rha]

5 Isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside 477.06 315.03 [M-H-Glu]

6 Kaempferol-3-O-[6"-(3-hydroxy-3- 591.09 447.06 [M-H-HMG]
methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside] 285.02 [M-H-HMG-Glu]

7 Kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside 431.10 285.04 [M-H-Rha]

8 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside]
489.10 447.1 [M-H-acetyl]

301.03 [M-H-acetyl-Rha]

9 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside]
489.10 447.1 [M-H-acetyl]

301.03 [M-H-acetyl-Rha]

10 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 473.10 285.04 [M-H-acetyl-Rha]

11 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
475.10 313.03 [M-H-Glu]

3-O-b-D-glucopyranoside

12 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
489.07 313.03 [M-H-GluA]

3-O-b-D-glucuronide

13 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
619.13 475.08 [M-H-HMG]

3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-

b-D-glucopyranoside]
313.03 [M-H-HMG-Glu]

14 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone- 517.09 475.08 [M-H-acetyl]
3-O-[6''-O-(acetyl)-b-D-glucopyranoside] 313.04 [M-H-acetyl-Glu]

15 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 473.10 285.04 [M-H-acetyl-Rha]

16 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone- 531.07
3-O-[2''-O-(acetyl)-b-D-glucuronide] 313.03 [M-H-CH3COOH-GluA]
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表 3-2 タ デ ア イ フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の UV ス ペ ク ト ル 分 析 結 果

ピ ー ク No., 物 質 名 Wavelength for UV maximum (nm)

1 Quercetin-3-O-b-D-glucuronide 255, 265sh, 351

2 Quercerin-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-
254, 265sh, 351methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

3 Kaempferol-3-O-b-D-glucopyranoside 265, 344

4 Quercetin-3-O-a-L-rhamnoside 254, 265sh, 348

5 Isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside 269, 337

6 Kaempferol-3-O-[6"-(3-hydroxy-3-
265, 347methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

7 Kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside 265, 344

8 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 253, 265sh, 347

9 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 254, 265sh, 347

10 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 264, 339

11 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
277, 339

3-O-b-D-glucopyranoside

12 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
277, 340

3-O-b-D-glucuronide

13 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-

3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)- 277, 340

b-D-glucopyranoside]

14 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
277, 340

3-O-[6''-O-(acetyl)-b-D-glucopyranoside]

15 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 264, 344

16 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
264, 344

3-O-[2''-O-(acetyl)-b-D-glucuronide]

略 語 : X, binding site unknown; sh, shoulder. 図 3-1 に 記 載 の 番 号 を ピ ー ク No.

と し て 示 す ．
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図 3-2 タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の

構 造 式

構 造 式 に 付 随 の 番 号 は ， 図 3-1 に 記 載 の 番 号 を 示 す ．
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タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 か ら は そ れ ぞ れ 合 わ せ て 16 の

フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 確 認 さ れ た ． ま た ， 2016 年 お よ び 2017 年 に 収

穫 し た も の を 比 較 す る と ， 構 成 成 分 は 同 じ で あ っ た ． ケ ル セ チ ン お

よ び ケ ン ペ ロ ー ル の ラ ム ノ ー ス を 糖 鎖 と す る 配 糖 体 は ， タ デ ア イ 種

子 か ら の み 確 認 さ れ た ． そ こ で ， タ デ ア イ 種 子 80%メ タ ノ ー ル 抽 出

物 を ア ル カ リ 加 水 分 解 し ， 側 鎖 部 位 を 糖 部 か ら 切 り 離 し た 際 の 分 析

結 果 を 図 3-3 に 示 す ．

図 3-3 タ デ ア イ 種 子 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の ア ル カ リ 加 水 分 解 後

の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の UPLC-ESI-TOF/MSE 分 析 結 果
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略 語 : Quercetin-Glu, Quercetin-3-O-b-D-glucuronide; Kaempferol-Glu, Kaempferol-3-O-D-

glucopyranoside; Quercetin-Rha, Quercetin-3-O-a-L-rhamnoside; Kaempferol-Rha,

Kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside; TMF-Glu, 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-b-

D-glucopyranoside

タ デ ア イ 種 子 の 80 ％ メ タ ノ ー ル 抽 出 物 を ア ル カ リ 分 解 す る と ，

化 合 物 No. 8， 9， 10， 15 の ケ ル セ チ ン お よ び ケ ン ペ ロ ー ル の ア セ チ

ル ラ ム ノ ー ス 配 糖 体 の ピ ー ク が 消 失 し ， 化 合 物 No. 4， 7 の

quercetin-3-O-a-L-rhamnoside お よ び kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside の ピ ー ク が 増 加

し た ． こ れ ら の ピ ー ク は ， 試 薬 の そ れ ぞ れ の ピ ー ク と 一 致 し た ． 種

子 で は ケ ル セ チ ン お よ び ケ ン ペ ロ ー ル の ア セ チ ル ラ ム ノ ー ス 配 糖 体

が 主 成 分 で あ る が ， 生 育 段 階 が ス プ ラ ウ ト に な る と ， こ れ ら の 配 糖

体 は 確 認 さ れ ず ，isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside, kaempferol-3-O-[6"(3-hydroxy-3-

methylglutaryl)-b-D-glucopyranoside が 主 成 分 と な り ， ま た ， TMF を ア グ リ コ

ン と し て 持 つ 配 糖 体（ 化 合 物 No. 11-14，16）が 確 認 さ れ た ．化 合 物 No. 12

の 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-3-O-b-D-glucuronide は ， ス プ ラ ウ ト に

の み 検 出 さ れ た ． 化 合 物 No. 11 と 12 の UPLC の photo diode array で の UV

ス ペ ク ト ル を 比 較 し た と こ ろ ， と も に 吸 収 極 大 波 長 は 277， 340 nm

で あ っ た ． 化 合 物 No. 12 に つ い て の 報 告 は ， 我 々 の 知 る 限 り ま だ な

い ． さ ら に ， 成 熟 し た 葉 茎 で は 化 合 物 No. 11， 13， 14 が 主 要 な フ ラ

ボ ノ ー ル 配 糖 体 で あ っ た ． 第 2 章 で 示 し た 通 り ， タ デ ア イ 茎 か ら は

quercetin-3-O-b-D-glucuronide と quercerin-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-

glucopyranoside]の 2 つ し か 確 認 さ れ ず ， TMF 配 糖 体 は 含 ま れ て い な い こ

と を 明 ら か に し て い る ． し た が っ て ， こ れ ら の 主 要 な フ ラ ボ ノ ー ル

配 糖 体 は 葉 で 生 合 成 さ れ て い る と 考 え ら れ る ． 種 子 ， ス プ ラ ウ ト お

よ び 葉 茎 の 生 育 段 階 に お い て ，す べ て に 検 出 さ れ た の は 化 合 物 No. 2，

6， 13 で あ り い ず れ も 糖 部 に 3-hydroxy-3-methylglutaryl 基 を 有 す る も の で

あ っ た ．
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3 - 3 - 2 タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の

定 量 分 析

タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 よ り そ れ ぞ れ 合 わ せ て 16 の フ

ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 同 定 さ れ た た め ， 続 け て HPLC に よ る 定 量 分 析

を 行 っ た ．定 量 分 析 に 用 い た HPLC 分 析 結 果 を 図 3-4 に 示 す ．そ し て ，

タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 定 量 値 を

表 3-3， 3-4， 3-5 に 示 す ．
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図 3-4 2016 年 度 生 育 タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 80%メ タ ノ

ー ル 抽 出 物 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の 定 量 的 HPLC 分 析 結 果

略 語 : IS, internal standard (内 部 標 準 で 用 い た ヘ ス ペ レ チ ン )
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表 3-3 タ デ ア イ 種 子 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 定 量 値

ピ ー ク No., 物 質 名
定 量 値 (mg HesE/g DW)
2016 2017

1 Quercetin-3-O-b-D-glucuronide N.D. N.D.

2 Quercerin-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-
0.0454 ± 0.0064 0.0286 ± 0.0008

methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

3 Kaempferol-3-O-b-D-glucopyranoside N.D. N.D.

4 Quercetin-3-O-a-L-rhamnoside 0.129 ± 0.008 0.0922 ± 0.0005

5 Isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside N.D. N.D.

6 Kaempferol-3-O-[6"-(3-hydroxy-3-
0.0960 ± 0.0067 0.0541 ± 0.0013

methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

7 Kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside 0.0415 ± 0.0023 0.0295 ± 0.0005

8 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 0.152 ± 0.021 0.0838 ± 0.0014

9 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 0.131 ± 0.015 0.0747 ± 0.0030

10 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 0.0742 ± 0.0058 0.0444 ± 0.0020

11 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
N.D. N.D.

3-O-b-D-glucopyranoside

12 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
N.D. N.D.

3-O-b-D-glucuronide

13 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-

3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)- 0.0143 ± 0.0012 0.00934 ± 0.00015

b-D-glucopyranoside]

14 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
N.D. N.D.

3-O-[6''-O-(acetyl)-b-D-glucopyranoside]

15 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] 0.0233 ± 0.0013 0.0155 ± 0.0003

16 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
N.D. N.D.

3-O-[2''-O-(acetyl)-b-D-glucuronide]

略 語 : X, binding site unknown; N.D., not detectable. 図 3-1 に 記 載 の 番 号 を ピ ー ク

No. と し て 示 す ． デ ー タ は 平 均 ± 標 準 誤 差 ( n=3 )で 示 し た ．
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表 3-4 タ デ ア イ ス プ ラ ウ ト の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 定 量 値

ピ ー ク No., 物 質 名
定 量 値 (mg HesE/g DW)

2016 2017

1 Quercetin-3-O-b-D-glucuronide 0.501 ± 0.061 1.49 ± 0.03

2 Quercerin-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-
1.41 ± 0.14 2.01 ± 0.07

methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

3 Kaempferol-3-O-b-D-glucopyranoside 0.349 ± 0.075 1.38 ± 0.12

4 Quercetin-3-O-a-L-rhamnoside N.D. N.D.

5 Isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside 2.79 ± 0.33 8.01 ± 0.23

6 Kaempferol-3-O-[6"-(3-hydroxy-3-
3.83 ± 0.35 5.71 ± 0.16

methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

7 Kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside N.D. N.D.

8 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] N.D. N.D.

9 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] N.D. N.D.

10 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] N.D. N.D.

11 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
N.D. N.D.

3-O-b-D-glucopyranoside

12 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
0.897 ± 0.104 1.50 ± 0.03

3-O-b-D-glucuronide

13 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-

3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)- 2.52 ± 0.27 2.69 ± 0.02

b-D-glucopyranoside]

14 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
0.884 ± 0.086 0.902 ± 0.016

3-O-[6''-O-(acetyl)-b-D-glucopyranoside]

15 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] N.D. N.D.

16 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
1.36 ± 0.14 1.57 ± 0.03

3-O-[2''-O-(acetyl)-b-D-glucuronide]

略 語 : X, binding site unknown; N.D., not detectable. 図 3-1 に 記 載 の 番 号 を ピ ー ク

No. と し て 示 す ． デ ー タ は 平 均 ± 標 準 誤 差 ( n=3 )で 示 し た ．
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表 3-5 タ デ ア イ 葉 茎 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 定 量 値

ピ ー ク No., 物 質 名
定 量 値 (mg HesE/g DW)

2016 2017

1 Quercetin-3-O-b-D-glucuronide 1.76 ± 0.03 1.91 ± 0.02

2 Quercerin-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-
1.70 ± 0.04 2.57 ± 0.07

methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

3 Kaempferol-3-O-b-D-glucopyranoside 1.78 ± 0.04 1.20 ± 0.01

4 Quercetin-3-O-a-L-rhamnoside N.D. N.D.

5 Isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside 4.16 ± 0.09 4.01 ± 0.03

6 Kaempferol-3-O-[6"-(3-hydroxy-3-
6.62 ± 0.61 7.19 ± 0.06

methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]

7 Kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside N.D. N.D.

8 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] N.D. N.D.

9 Quercetin-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] N.D. N.D.

10 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] N.D. N.D.

11 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
14.6 ± 0.8 9.04 ± 0.20

3-O-b-D-glucopyranoside

12 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
N.D. N.D.

3-O-b-D-glucuronide

13 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-

3-O-[6''-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)- 27.4 ± 1.3 20.7 ± 0.3

b-D-glucopyranoside]

14 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
15.1 ± 0.6 15.4 ± 0.3

3-O-[6''-O-(acetyl)-b-D-glucopyranoside]

15 Kaempferol-3-O-[x''-O-(acetyl)-a-L-rhamnoside] N.D. N.D.

16 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
4.60 ± 0.11 5.10 ± 0.08

3-O-[2''-O-(acetyl)-b-D-glucuronide]

略 語 : X, binding site unknown; N.D., not detectable. 図 3-1 に 記 載 の 番 号 を ピ ー ク

No. と し て 示 す ． デ ー タ は 平 均 ± 標 準 誤 差 ( n=3 )で 示 し た ．
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2 年 分 の タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト 及 び 葉 茎 の 各 80 ％ メ タ ノ ー ル

抽 出 物 中 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 を HPLC で 定 量 し た と こ ろ ， 2016 年

お よ び 2017 年 と で 成 分 の 定 量 値 は 同 様 の 傾 向 を 示 し た ． 化 合 物 No.

13， 14 は タ デ ア イ が 生 育 す る に つ れ 増 加 し ， こ れ ら は ス プ ラ ウ ト 時

と 比 べ て 葉 茎 で 10 倍 以 上 の 量 と な っ た ． 葉 茎 中 の フ ラ ボ ノ ー ル 配

糖 体 に お け る TMF 配 糖 体 の 割 合 は ， 2016 年 で は 79.4 ％ ， 2017 年 で は

74.9 ％ で あ っ た ．以 前 に ，我 々 の 研 究 グ ル ー プ で は ，化 合 物 No. 11，13，

14， 15 及 び そ れ ら の ア グ リ コ ン で あ る TMF が コ レ ス テ ロ ー ル の 生 合

成 に 関 わ る 酵 素 の HMG-CoA レ ダ ク タ ー ゼ を 阻 害 す る こ と を 明 ら か に

し た
10 )． さ ら に ， 第 2 章 で 述 べ た 通 り ， LPS 刺 激 し た RAW264 細 胞 を

用 い た 試 験 で ， TMF が NO お よ び PGE2 産 生 を 抑 制 し ， 抗 炎 症 作 用 を

示 す こ と を 明 ら か に し て い る ． こ れ ら の こ と よ り ， TMF 配 糖 体 が 生

育 し た タ デ ア イ の 主 要 な フ ラ ボ ノ イ ド で あ り ， こ れ ら が タ デ ア イ の

機 能 に 関 わ っ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ．

3 - 3 - 3 タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 と

抗 酸 化 性

以 前 に 我 々 の 研 究 室 で ， タ デ ア イ と 一 般 野 菜 の ほ う れ ん 草 ， キ ュ

ウ リ ， レ タ ス の AWA 抽 出 液 を 用 い て H-ORAC お よ び 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 と こ ろ ， 一 般 野 菜 の 中 で

最 も 抗 酸 化 性 の 高 か っ た ほ う れ ん 草 と 比 較 し て ， タ 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 18 )． 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 18 )， 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 推 察 さ れ る ． 第 2 章 で ， タ デ ア イ 葉 に 多 く 含 ま れ る

TMF 配 糖 体 に つ い て は 抗 酸 化 性 を 確 認 し て い る が ， こ れ ま で の 実 験

結 果 よ り ， タ デ ア イ 種 子 や ス プ ラ ウ ト ， そ し て 葉 茎 で 主 要 と な る フ
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ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 異 な る こ と が 明 ら か と な っ て い る ． タ デ ア イ の

種 子 や 葉 は ， 解 毒 ， 解 熱 ， 消 炎 に 有 効 で あ る と さ れ て い る が
2 )， タ

デ ア イ の 各 生 育 段 階 に お い て ， 最 も 機 能 性 を 有 す る 段 階 が い つ な の

か は 明 確 で は な い ． そ こ で ， タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 総

ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 と 抗 酸 化 性 を 評 価 し た (図 3-5 )．
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図 3-5 2016 年 度 お よ び 2017 年 度 の タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎

の 総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 お よ び H-ORAC， DPPH ラ ジ カ ル 消 去 活 性 測 定

結 果
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タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 と 抗 酸 化

性 を 評 価 し た 結 果 ， 2016 年 お よ び 2017 年 収 穫 分 の い ず れ も 葉 茎 の 総

ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 が 多 く ， 強 い 抗 酸 化 性 を 示 し た ． こ の こ と か ら ，

抗 酸 化 物 質 の ソ ー ス と し て は 生 育 し た 葉 茎 を 利 用 す る の が 適 切 と 考

え ら れ る ．

3 - 4 考 察

我 々 の 研 究 室 で は 既 に タ デ ア イ 葉 ま た は 茎 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出

物 中 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 を 同 定 し て お り ， そ の 結 果 ， タ デ ア イ 葉

に は 多 く の TMF 配 糖 体 が 含 ま れ て い る こ と が 分 か っ て い る 10 )． し か

し ， タ デ ア イ の 生 育 段 階 を 通 じ て TMF 配 糖 体 が 存 在 し て い る か は

不 明 で あ る ． タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 80 ％ メ タ ノ ー ル

抽 出 物 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 を UPLC-ESI-TOF/MSE で 分 析 し た と こ ろ ，

タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 か ら は そ れ ぞ れ 合 わ せ て 16 の フ

ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 確 認 さ れ た (図 3-1， 3-2， 表 3-1， 3-2 )． 2016 年 お

よ び 2017 年 に 収 穫 し た タ デ ア イ で 構 成 成 分 に 違 い は 見 ら れ な か っ

た ． 各 生 育 段 階 の う ち タ デ ア イ 種 子 か ら の み ， ケ ル セ チ ン お よ び ケ

ン ペ ロ ー ル の ラ ム ノ ー ス を 糖 鎖 と す る 配 糖 体 が 確 認 さ れ た ．さ ら に ，

タ デ ア イ 種 子 の 80 ％ メ タ ノ ー ル 抽 出 物 を ア ル カ リ 分 解 す る と ， 化

合 物 No. 8， 9， 10， 15 の ケ ル セ チ ン お よ び ケ ン ペ ロ ー ル の ア セ チ ル

ラ ム ノ ー ス 配 糖 体 の ピ ー ク が 消 失 し ， 化 合 物 No. 4， 7 の

quercetin-3-O-a-L-rhamnoside お よ び kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside の ピ ー ク が 増 加

す る こ と が 確 認 で き た (図 3-3 )． ま た ， タ デ ア イ 種 子 で は ケ ル セ チ

ン お よ び ケ ン ペ ロ ー ル の ア セ チ ル ラ ム ノ ー ス 配 糖 体 が 主 成 分 で あ る

が ，生 育 段 階 が ス プ ラ ウ ト に な る と ，こ れ ら の 配 糖 体 は 確 認 さ れ ず ，

isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside お よ び kaempferol-3-O-[6"(3-hydroxy-3-

methylglutaryl)-b-D-glucopyranoside が 主 成 分 と な り ， ま た ， TMF を ア グ リ コ

ン と し て 持 つ 配 糖 体 （ 化 合 物 No. 11-14, 16） が 確 認 さ れ た ． こ れ ら の

TMF 配 糖 体 の う ち ， 化 合 物 No. 12 の 3,5,4'-trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone-
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3-O-b-D-glucuronide は ス プ ラ ウ ト に の み 検 出 さ れ た ． 化 合 物 No. 11 と 12

の UPLC の photo diode array で の UV ス ペ ク ト ル を 比 較 し た と こ ろ ， と も

に 吸 収 極 大 波 長 は 277， 340 nm で あ っ た ． 化 合 物 No. 12 に つ い て の 報

告 は ， 我 々 の 知 る 限 り ま だ な い ． さ ら に ， 成 熟 し た 葉 茎 で は 化 合 物

No. 11， 13， 14 が 主 要 な フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 で あ っ た ． 第 2 章 で 示 し

た 通 り ，タ デ ア イ 茎 か ら は quercetin-3-O-b-D-glucuronide と quercerin-3-O-[6"-O-(3-

hydroxy-3-methylglutaryl)-β-D-glucopyranoside]の 2 つ し か 確 認 さ れ ず ， TMF 配 糖

体 は 含 ま れ て い な い こ と を 確 認 し て い る ． し た が っ て ， こ れ ら の 主

要 な フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は 葉 で 生 合 成 さ れ て い る と 考 え ら れ る ． タ

デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 80 ％ メ タ ノ ー ル 抽 出 物 中 の フ ラ

ボ ノ ー ル 配 糖 体 を 定 量 し た と こ ろ (表 3-3，3-4，3-5 )，化 合 物 No. 13，14

は ス プ ラ ウ ト 時 と 比 べ て 葉 茎 で 10 倍 以 上 の 量 と な る こ と が 明 ら か

と な っ た ． 葉 茎 中 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 に お け る TMF 配 糖 体 の 割

合 は ， 2016 年 で は 79.4 ％ ， 2017 年 で は 74.9 ％ で あ っ た ． 以 前 に ， 我

々 の 研 究 グ ル ー プ で は ， 化 合 物 No. 11， 13， 14， 15 及 び そ れ ら の ア

グ リ コ ン で あ る TMF が コ レ ス テ ロ ー ル の 生 合 成 に 関 わ る 酵 素 の

HMG-CoA レ ダ ク タ ー ゼ を 阻 害 す る こ と を 明 ら か に し た 10 )． さ ら に ，

第 2 章 で 述 べ た 通 り ，LPS 刺 激 し た RAW264 細 胞 を 用 い た 試 験 で ，TMF

が NO お よ び PGE2 産 生 を 抑 制 し ， 抗 炎 症 作 用 を 示 す こ と を 明 ら か に

し て い る ． こ れ ら の こ と よ り ， TMF 配 糖 体 は 生 育 し た タ デ ア イ の 主

要 な フ ラ ボ ノ イ ド で あ り ， こ れ ら が タ デ ア イ の 機 能 に 関 わ っ て い る

可 能 性 が 示 唆 さ れ る ． さ ら に 今 回 ， タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉

茎 の 総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 と 抗 酸 化 性 を 評 価 し た 結 果 ， 2016 年 お よ び

2017 年 収 穫 分 の い ず れ も ， TMF 配 糖 体 を 豊 富 に 含 む 葉 茎 の 総 ポ リ フ

ェ ノ ー ル 量 が 最 も 多 く ， 強 い 抗 酸 化 性 を 示 す こ と を 確 認 し た (図

3-5 )． タ デ ア イ の 種 子 お よ び 葉 は 古 く か ら 薬 用 植 物 と し て 利 用 さ れ

て き た が 2 )， 今 回 の 結 果 よ り ， 抗 酸 化 物 質 の ソ ー ス と し て は TMF 配

糖 体 を 豊 富 に 含 む 生 育 し た 葉 茎 を 利 用 す る の が 適 切 と 考 え ら れ る ．
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第 4 章 結 論

4 - 1 要 約 （ 日 本 語 ）

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

物 で ， 藍 染 め の 染 料 原 料 と し て 利 用 さ れ て き た ． ま た ， 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 ． 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 や 韓 国 で は 古 く よ り 解 毒 ・ 解 熱 ・ 消 炎

な ど の 目 的 で 用 い ら れ て き た ． 以 前 に 我 々 の 研 究 室 で ， タ デ ア イ 葉

か ら ポ リ フ ェ ノ ー ル 酸 を 抽 出 お よ び 精 製 し ， UPLC-ESI-TOF/MSE に て 分

析 し た と こ ろ ， タ デ ア イ 葉 に は 11 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 含 ま れ

て い る こ と が 分 か っ た ． こ れ ら の 物 質 の 構 造 を UPLC-ESI-TOF/MSE
，

13C-NMR， 1H-NMR， DEPT， 2D-NMR (C-H COSY, HMBC )， FT-IR な ど を 用 い

て 分 析 を 行 い ， 構 造 を 明 ら か に し た と こ ろ ， 3,5,4'-trihydroxy-6,7-

methylenedioxyflavone (TMF ) を ア グ リ コ ン と す る 配 糖 体 が タ デ ア イ 葉 の

主 要 な フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 で あ る こ と を 明 ら か と し た ． タ デ ア イ 葉

に 含 ま れ る TMF 配 糖 体 は 4 つ が 確 認 さ れ ， そ の う ち の 3 つ は 新 規 物

質 で あ っ た ． ケ ル セ チ ン な ど の フ ラ ボ ノ ー ル の 生 理 活 性 機 能 に つ い

て は こ れ ま で に 多 く 報 告 さ れ て お り ， TMF お よ び TMF 配 糖 体 も 他 の

フ ラ ボ ノ ー ル と 同 様 に 生 理 活 性 機 能 を 有 し タ デ ア イ の 効 能 に 貢 献 し

て い る こ と が 期 待 さ れ る が ， そ の 詳 細 は 明 ら か で 無 い ．

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 ， 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 ，

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

が 活 性 本 体 で あ る と 既 に 報 告 さ れ て い る が ， こ の う ち イ ン デ ィ ゴ と

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 ず ， タ デ ア

イ 葉 に 豊 富 に 含 ま れ て い る フ ラ ボ ノ ー ル 類 も 抗 炎 症 能 に 寄 与 す る こ



- 70 -

と が 期 待 さ れ る ． タ デ ア イ 葉 と 茎 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の 一 酸 化

窒 素 (NO ) 産 生 抑 制 能 を 測 定 し た と こ ろ ， 葉 の み に NO 産 生 抑 制 能

が 確 認 さ れ た ． タ デ ア イ の 葉 と 茎 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 を

UPLC-ESI-TOF/MSE で 分 析 し た と こ ろ ， タ デ ア イ 葉 か ら は ， 過 去 の 実 験

結 果 と 同 様 に 11 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 が 確 認 さ れ た が ， タ デ ア イ

茎 か ら は 11 の フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 の う ち ， 2 つ し か 検 出 さ れ な か っ

た ． こ れ ら の こ と か ら ， タ デ ア イ の 抗 炎 症 作 用 は 茎 で な く 葉 に よ る

も の と 考 え ら れ る ． 続 い て ， タ デ ア イ 葉 に 含 ま れ て い る フ ラ ボ ノ ー

ル 配 糖 体 お よ び こ れ ら の 配 糖 体 の ア グ リ コ ン ， そ し て ト リ プ タ ン ス

リ ン に つ い て ， NO お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン ( PG )E2 産 生 抑 制 能 を

測 定 し た と こ ろ ， フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 で は ほ と ん ど 活 性 が 見 ら れ な

か っ た が ， こ れ ら の ア グ リ コ ン は NO お よ び PGE2 産 生 を 抑 制 し た ．

フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 は 消 化 器 官 で 分 解 さ れ ， ア グ リ コ ン と し て 体 内

に 取 り 込 ま れ る こ と が 報 告 さ れ て お り ， TMF 配 糖 体 に つ い て も 調 べ

た と こ ろ ， TMF 配 糖 体 を 豊 富 に 含 む 精 製 物 を 経 口 投 与 し た マ ウ ス 血

中 か ら TMF が 検 出 さ れ た ． こ れ ら の こ と か ら ， TMF 配 糖 体 は 体 内 に

ア グ リ コ ン と し て 吸 収 さ れ る こ と で 抗 炎 症 作 用 を 発 揮 す る と 考 え ら

れ る ． ト リ プ タ ン ス リ ン は タ デ ア イ 葉 の 成 分 中 で 最 も 抗 炎 症 作 用 が

強 く ， TMF と 比 較 し て NO 産 生 抑 制 能 は 4.8 倍 ， PGE2 産 生 抑 制 能 は 15.2

倍 で あ っ た 一 方 で ， 葉 の 80%メ タ ノ ー ル 抽 出 物 で の TMF 配 糖 体 の 定

量 値 は ト リ プ タ ン ス リ ン の 約 50 倍 ， ア グ リ コ ン の TMF 換 算 量 と 比

べ て 約 28 倍 で あ っ た ． タ デ ア イ の 抗 炎 症 作 用 に つ い て は ， 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 が 活 性 本

体 で あ る と こ れ ま で に 報 告 さ れ て き た が ， タ デ ア イ 葉 に お け る 含 有

量 に つ い て の 検 討 を 加 え る と ， TMF が タ デ ア イ の 主 要 な 抗 炎 症 物 質

で あ る と 考 え ら れ る ．

タ デ ア イ 葉 が 薬 用 部 位 と し て 利 用 さ れ て き た 一 方 で ， タ デ ア イ 種

子 も 古 く か ら 薬 用 部 位 と し て 利 用 さ れ て い る ． タ デ ア イ の 葉 と 種 子

は 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 ， タ デ ア イ 種 子 に も 生 理 活 性 を 示 す 物 質



- 71 -

が 存 在 し て い る と 考 え ら れ る ． 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 ． そ こ で 今 回 ， タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 80 ％ メ タ

ノ ー ル 抽 出 物 を UPLC-ESI-TOF/MSE
で 分 析 し た と こ ろ ， タ デ ア イ 種 子 か

ら の み ， ラ ム ノ ー ス を 糖 鎖 と す る 配 糖 体 が 確 認 さ れ た ． さ ら に ， ス

プ ラ ウ ト の み に こ れ ま で に 報 告 さ れ た こ と の な い 3,5,4'-trihydroxy-6,7-

methylenedioxyflavone-3-O-b-D-glucuronide が 検 出 さ れ た ． ま た ， 生 育 年 度 の 異

な る タ デ ア イ 間 で 構 成 成 分 に 変 化 は 見 ら れ な か っ た ． タ デ ア イ の 各

生 育 段 階 に お け る 主 成 分 に 注 目 す る と ， タ デ ア イ 種 子 で は ケ ル セ チ

ン お よ び ケ ン ペ ロ ー ル の ア セ チ ル ラ ム ノ ー ス 配 糖 体 が 主 成 分 で あ る

が ， 生 育 段 階 が ス プ ラ ウ ト に な る と isorhamnetin-3-O-b-D-glucopyranoside お

よ び kaempferol-3-O-[6"(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-b-D-glucopyranoside] が 主 成 分 と な

り ， 成 熟 し た 葉 茎 で は TMF 配 糖 体 が 主 要 な フ ラ ボ ノ ー ル 配 糖 体 と

な る こ と が 分 か っ た ． タ デ ア イ 種 子 ， ス プ ラ ウ ト ， 葉 茎 の 総 ポ リ フ

ェ ノ ー ル 量 と 抗 酸 化 性 を 評 価 し た と こ ろ ， 葉 茎 の 総 ポ リ フ ェ ノ ー ル

量 が 最 も 多 く ， 抗 酸 化 性 も 最 も 高 か っ た ． 葉 茎 中 の フ ラ ボ ノ ー ル 配

糖 体 に お け る TMF 配 糖 体 の 割 合 は ， 2016 年 収 穫 物 で は 79.4 ％ ， 2017

年 収 穫 物 で は 74.9 ％ で あ る た め ， 葉 茎 の 抗 酸 化 性 に は TMF 配 糖 体 が

大 き く 貢 献 し て い る と 考 え ら れ る ． こ れ ら の 結 果 よ り ， 古 く か ら タ

デ ア イ の 種 子 お よ び 葉 は 薬 用 植 物 と し て 利 用 さ れ て き た が ， 抗 酸 化

物 質 の ソ ー ス と し て は TMF 配 糖 体 を 豊 富 に 含 む 生 育 し た 葉 茎 を 利

用 す る の が 適 切 だ と 考 え ら れ る ．



- 72 -

4 - 2 要 約 （ 英 語 ）

Polygonum tinctorium Lour. (indigo plant) has been regarded as a useful medicinal plant for

traditional herbal medicine. The polyphenolic fraction of indigo leaves exhibited anti-

inflammatory activities as determined by the suppressed synthesis of nitric oxide (NO) in cultured

RAW264 macrophage cells. The acid hydrolysate of the fraction showed much more potent effect

than the unhydrolyzed one. In sharp contrast, those fractions of indigo stems had almost no effect.

3,5,4'-Trihydroxy-6,7-methylenedioxyflavone (TMF)-O-glycosides and tryptanthrin were detected

exclusively in the extracts of the leaves. The isolated flavonol species were furthermore tested for

their anti-inflammatory activities against the synthesis of NO and prostaglandin E2 in the cultured

macrophage cells. More potent anti-inflammatory effects were recognized with different aglycones

of flavonols than their flavonol O-glycosides. Although the inhibitory effects of TMF were less

effective than those of tryptanthrin, the levels of flavonol O-glycosides with TMF were much more

abundant than those of tryptanthrin in the leaves. Oral administration of the fraction containing

flavonol O-glycosides with TMF into mice revealed the detection of free TMF in the blood

circulation, indicating that the aglycone moiety can be cleaved by digestive enzymes and absorbed

in the gut. Alternatively, the assay of hydrophilic oxygen radical absorbance capacity revealed that

the isolated species of flavonol O-glycosides with TMF and their aglycone had appreciable

antioxidant activities. Taken together, our findings suggest that the predominant flavonol

O-glycosides with TMF as an aglycone could be promising natural agents for the application to

herbal medicine, nutraceuticals, and food additives.

We have recently shown that flavonol O-glycosides with TMF are predominant flavonoids

in indigo leaves. However, no study has been performed regarding changes in the levels of

flavonoid species during the germination and growth of indigo plant. Here, we attempted to

determine the individual constituents of flavonol O-glycosides and the changes in their contents of

the seeds, sprouts, and aerial parts. These results revealed that only the seeds predominantly

contained flavonol O-(acetyl)- rhamnosides with quercetin or kaempferol as an aglycone. During

the development of the sprouts and aerial parts, flavonol O-glycosides with TMF as an aglycone

became mainly detectable and accounted for 79.4% and 74.9% of total flavonol O-glycosides from

the extracts of aerial parts harvested in 2016 and 2017, respectively. Of the plant organs tested, the
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aerial parts exhibited the highest antioxidant activities concomitant with greatly increased levels of

total polyphenols. Thus, we were able to conduct the identification and quantification of flavonol

O-glycosides from the seeds, sprouts, and aerial parts of indigo plant and to evaluate antioxidant

activities of their extracts. Taken together, our findings clearly provide the evidence that the aerial

parts of indigo plant are a rich source of flavonol O-glycosides with TMF and exhibit much higher

antioxidant activities, indicating the usefulness for the application to food and nutraceutical

purposes.
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