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はじめに

　植物が含有する成分には，フェニルプロパノイド
類，フラボノイド類，テルペノイド類，ステロイド
類およびアルカロイド類などがある。これらのなか
には有毒な成分もあるが，一方では，抗酸化作用，
抗がん作用，抗炎症作用，α－グルコシダーゼ阻害
作用などの有益な生理作用を有するものも数多く知
られている１－５）。
　フェニルプロパノイド類はシキミ酸経路を経て生
合成される C6-C3を基本とした化合物の総称である。
フェニルアラニンが脱アミノ化されてケイヒ酸が生
成されるところから始まる。ケイヒ酸はパラ位に水
酸化を受けると，p －クマル酸となる。フェニルプ
ロパノイド類には，このような C6-C3を基本とした
ものに加え，C3部分がラクトン化したクマリンや，
C3部分がβ－酸化されて C6-C1となった没食子酸や
バニリンが，また，2分子から多数の分子が縮合し
たリグナンやリグニンが含まれる。フェニルプロパ
ノイド類のベンゼン環に水酸（OH）基が１個以上
置換されたものは前述の生理活性を有するものが多
い。
　フラボノイド類は，野菜類や柑橘類などに広く分
布しており，シキミ酸経路と酢酸 - マロン酸経路か
ら生合成される C6-C3-C6の構造を持つ化合物の総称
である。Ａ環，Ｃ環およびＢ環からなり，骨格の違
いによりフラバン，フラバノール，フラバノン，フ
ラバノール，フラバノノール，フラボン，フラボ

ノール，イソフラボンなどに分類される。多くの
OH 基を持つポリフェノール型のフラボノイド類は
強い抗酸化作用を示すものが多く，なかでもケルセ
チンや茶の成分である（－）－エピガロカテキン－３－
ガレートなどは有名である６）。
　ところで，抗酸化作用を有するものは，老化，発
がんおよび生活習慣病の要因となる活性酵素を消去
し，健康維持に貢献できると考えられる。特に，食
品として経口摂取でき，消化管を通して吸収され，
各組織で抗酸化作用を発揮し得るものを見いだすこ
とは，非常に重要である。一方，わが国では，糖尿
病患者が激増していることもあり，2008年４月か
ら特定健診制度がスタートし，糖尿病等の生活習慣
病に関する健康診査が義務化された。このような背
景で糖尿病治療薬として，小腸α－グルコシダーゼ
阻害活性を有する植物成分を見出そうと精力的な研
究がなされている。現在では，茶の成分の（－）－エ
ピガロカテキン－３－ガレートやテアフラビン－３－ガ
レートが，また桑の葉成分の１－デオキシノジリマ
イシンが強いα－グルコシダーゼ阻害活性を有する
ことが知られている７－９）。
　そこで本研究では，Fig. 1に示すような７種類の
フェニルプロパノイド類，すなわち trans －ケイヒ
酸，o －クマル酸，m －クマル酸，p －クマル酸，カ
フェ酸，フェルラ酸およびクロロゲン酸と，フラボ
ノイド類のうちフラバノン類の３種類（ナリンゲニ
ン，ヘスペレチンおよびエリオディクチオール），
フラボン類の３種類（アピゲニン，ディオスメチン
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Fig. 1  Chemical structures of phenylpropanoids and flavonoids used in this study
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およびルテオリン）について，抗酸化活性として
DPPH ラジカル消去活性およびリノール酸自動酸化
阻害活性について，また，酵母由来とラット小腸由
来のα－グルコシダーゼに対する阻害活性について
調べ，構造活性相関を考察した。

実験方法

１．植物成分および試薬
　trans －ケイヒ酸，o －クマル酸，m －クマル酸，カ
フェ酸およびフェルラ酸は和光純薬工業より，また
p －クマル酸およびクロロゲン酸は ICN Biomedicals
（米国）より，またアピゲニン，ディオスメチ
ン，ルテオリン，ナリンゲニン，ヘスペレチン
お よ び エ リ オ デ ィ ク チ オ ー ル は Extrasynthèse
（ フ ラ ン ス ） よ り， さ ら に6-hydroxy-2,5,7,8- 
tetramethylchroman-2-carboxylic acid（Trolox®）
は EMD Biosciences（ドイツ）より購入した。ま
た，1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl（DPPH）， リ
ノ ー ル 酸， ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム（SDS），
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p-nitrophenyl α－ D-glucopyranoside（PNP-G）， tris
（hydroxymethyl）aminomethane（Tris），グルコー
ス測定キット（グルコース C Ⅱテストワコー）およ
びα－グルコシダーゼ阻害剤のアカルボースは和光
純薬工業より，2-morpholinoethanesulphonic acid
（MES）は同仁化学研究所より，2,6-di-tert-butyl-
p-cresol（BHT）は東京化成工業より，1,3-diethyl-
2-thiobarbituric acid（DETBA）はワコーケミカル
より，パン酵母α - グルコシダーゼはオリエンタル
酵母より，また，ラット小腸α－グルコシダーゼ
（アセトン粉末）は Sigma-Aldrich（米国）より購
入した。

２．DPPH ラジカル消去活性
　DPPH ラジカル消去活性は既報10）に準じて測定し
た。すなわち，25～125μM 各植物成分（50% エ
タノールに溶解）1 mL を200μM DPPH 溶液，5%
エタノールおよび50 mM MES 緩衝液（pH 6.0）と
ともに合計4 mL として，室温で20分間反応させ
た。その後，吸光度（525 nm）を測定し，濃度と
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吸光度の関連を求めた。各植物成分の DPPH 消去
活性は，50% エタノールのみを添加して同様に操
作したときの吸光度をコントロール（100%）とし
て，その50% を阻害する各植物成分濃度（IC50）と
して算出した。なお，標準物質として Trolox® を
用いた。

３．リノール酸自動酸化阻害活性
　リノール酸を用いた自動酸化活性は既報11）に準
じて測定した。まず，キャップ付遠沈管にリノール
酸1 mg/mL（99.5% エタノールに溶解），125μM
各植物成分（80% エタノールに溶解）および80%
エタノールを加えて合計40μL として，好気的に
80℃で60分間加熱した。その後，氷冷し，20 mM 
BHT，8%SDS，蒸留水および12.5 mM DETBA を添
加して総計4 mL とした後，キャップを閉めて95℃
で15分間加熱した。氷冷後，同量の酢酸エチルを
添加して混合，撹拌した。その後，室温で遠心分
離（2,000 rpm，10分間）して，得られた酢酸エ
チル層について，蛍光強度（励起波長515 nm，蛍
光波長555 nm）を測定した。各植物成分の阻害率
（%）は，植物成分のかわりに80% エタノールを
用いて同様に操作した時の蛍光強度をコントロー
ル（100%）として求めた。なお，標準物質として
Trolox® を用いた。

４．α－グルコシダーゼ阻害活性
　α－グルコシダーゼ活性は既報12）に準じて測定し
た。まず，dimethylsulfoxide（DMSO）に溶解した
1 mM 各植物成分をパン酵母α－グルコシダーゼ
（50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）-100 mM 塩化ナ
トリウムに溶解）あるいはラット小腸α－グルコシ
ダーゼ（生理食塩水に溶解）とともに85 mM リン
酸緩衝液（pH 7.0）中で，37℃，10分間プレイン
キュベートした。その後，0.35 mM PNP-G を加え
て合計1 mL とし，37℃で10分間（パン酵母由来
の場合）あるいは25分間（ラット小腸由来の場合）
インキュベート後，0.5 M Tris 溶液を1 mL 添加し
反応を停止した。遊離したグルコース量を定量する
ため，この反応液200 μL にグルコース C Ⅱテスト
ワコーのグルコース発色試薬1.5 mL を加え，37℃
で５分間インキュベート後，氷冷し，室温で10分
間放置して，吸光度（505 nm）を測定した。阻害
率（%）は，植物成分のかわりに DMSO のみを添加
した時のグルコース量をコントロール（100%）と
して求めた。なお，標準物質として，α－グルコシ
ダーゼ阻害剤であり，実際に糖尿病の治療薬として
も承認されているアカルボースを用いた。

５．その他
　統計処理は，Students’ t-test により危険率5% 以
下（p<0.05）をもって有意差ありと判定した。

結　　果

１．DPPH ラジカル消去活性
　各植物成分を DPPH ラジカルとともに50% エタ
ノール，MES 緩衝液中で室温，20分間反応させた。
Fig. 2には，13種類の各植物成分25～125μM 添加
時の吸光度曲線を示す。フェニルプロパノイド類で
は，クロロゲン酸，カフェ酸およびフェルラ酸が，
この順番で，標準物質の Trolox よりも強いラジカ
ル消去活性を示した（Fig. 2A）。一方，フラボノイ
ド類の場合，Trolox よりも強い活性を示したもの
はルテオリンとエリオディクチオールだけであった
（Fig. 2B）。なお，その他の植物成分については，
添加量を上げても吸光度の減少が見られなかったこ
とから，ラジカル消去活性は有していないと考えら
れた。
　次に，各植物成分の吸光度曲線をもとに IC50値を
算出したところ，標準物質 Trolox の IC50値は53.5
μM であった。これに対して，クロロゲン酸の IC50

値は17.3μM，フェルラ酸の IC50値は24.9μM およ
びカフェ酸の IC50値は31.5μM であった。一方，フ
ラボノイド類の場合，ルテオリンの IC50値は14.9 
μM，エリオディクチオールの IC50値は19.8μM で
あった。このように，これらはいずれも標準物質
Trolox の約２～４倍強い DPPH ラジカル消去活性
を示した。

２．リノール酸自動酸化阻害活性
　リノール酸の自動酸化により生成したアルデヒ
ド体を高感度な DETBA 法にて調べた。この方法は
加熱による不飽和脂肪酸の過酸化反応に対する各植
物成分の阻害活性を調べるもので，生体内での反応
により近いと考えられる。Fig. 3にその結果を示す。
まず，標準物質 Trolox は，コントロールのリノー
ル酸自動酸化の74% を阻害した。フェニルプロパ
ノイド類のカフェ酸では87% を，また，クロロゲ
ン酸およびフェルラ酸では，それぞれ76% および
71% を強く阻害した。一方，フラボノイド類のル
テオリンおよびエリオディクチオールでは，いずれ
も82% を阻害した。また，ヘスペレチンも35% と
弱いものの阻害を示した。

３．α－グルコシダーゼ阻害活性
　基質として PNP-G を用い，パン酵母由来あるい
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Fig. 2  DPPH radical-scavenging activity of phenylpropanoids (A) and flavonoids (B)
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Fig. 3  Inhibitory effects of phenylpropanoids and flavonoids on the autooxidation of lioleic acid
* Significantly different from control, p <0.05.

      Each bar represents the mean ± S.D. of triplicate determinations.
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Fig. 4  Inhibitory effects of phenylpropanoids and flavonoids 
on α-glucosidase derived from yeast and rat small intestine

NT, not tested.
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はラット小腸由来のα－グルコシダーゼを1 mM 各
植物成分とともに37℃で10分間（パン酵母由来）
あるいは25分間（ラット小腸由来）反応させ，加
水分解により遊離したグルコースを定量した。その
結果を Fig. 4に示す。まず，パン酵母α－グルコシ
ダーゼに対する阻害活性を調べたところ，フェニ
ルプロパノイド類では，o －クマル酸が98% のほぼ
完全な強い阻害を示した。また，フェルラ酸と p －
クマル酸はそれぞれ48% と28% の有意な阻害を示
した。さらに，カフェ酸とクロロゲン酸では有意で
はないものの20～30% の阻害を示した。trans －ケ
イヒ酸および m －クマル酸は阻害活性を全く示さな
かった。一方，フラボノイド類では，アピゲニン，
ディオスメチン，ナリンゲニンおよびヘスペレチン
はいずれもほぼ完全な阻害を示した。また，エリオ
ディクチオールとα－グルコシダーゼ阻害薬のアカ
ルボースはそれぞれ26% と31% の阻害しか示さな
かった。なお，ルテオリンは阻害活性を全く示さな
かった。
　次に，ラット小腸α－グルコシダーゼに対する阻
害活性を調べた。α－グルコシダーゼ阻害薬のアカ
ルボースでは81% の強い阻害を示した。しかしな
がら，フェルラ酸で35% の阻害がみられたのみで，
o －クマル酸，アピゲニン，ディオスメチン，ナリ
ンゲニンおよびヘスペレチンを含むその他の植物成

分は，いずれも全く阻害を示さなかった。

考　　察

　今回，７種類のフェニルプロパノイド類と６種類
のフラボノイド類について，抗酸化活性（DPPH ラ
ジカル消去活性，リノール酸自動酸化阻害活性）と
α－グルコシダーゼ阻害活性について調べ，構造活
性相関を明らかにした。まず，代表的な抗酸化活性
である DPPH ラジカル消去活性をみると，ルテオ
リン，クロロゲン酸，エリオディクチオール，フェ
ルラ酸およびカフェ酸の順で強い活性を有してい
た。これまでに，Hirano らはルテオリンの IC50値
が16μM であったと報告しており，本研究の14.9 
μM とよく一致していた13）。これらは共通して，い
ずれも分子内に3,4－二水酸化－ベンゼン環（カテ
コール基）を有していた。次に，リノール酸自動酸
化阻害活性をみると，カフェ酸，クロロゲン酸，ル
テオリンおよびエリオディクチオールに加え，フェ
ルラ酸が70% 以上の強い阻害活性を有していた。
また，ヘスペレチンも30% 程度の弱い阻害を示し
た。これらの結果より，本研究で測定した２種類の
抗酸化活性は，非常によく関連しており，カテコー
ル基をもつものが強い活性を示すこと，また，フェ
ルラ酸やヘスペレチンのように，カテコール基の３
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位がメチル化されるとこの活性が減弱されること
が示唆された。これらの結果は，これまでの報告14）

をよく支持していた。
　α－グルコシダーゼは，パン酵母や細菌由来の
Family I と，ラット小腸などのほ乳動物由来の
Family II に大別される。基質としては，PNP-G の
ような合成基質のアリールα－グリコシドや，マル
トースやスクロースなどの二糖類が用いられるが，
基質特異性がそれぞれ異なっており，Family I のも
のはアリールα－グリコシドの方を，一方，Family 
II のものは二糖類の方をよく加水分解する。Oki ら
は糖尿病治療薬でα－グルコシダーゼ阻害剤のアカ
ルボースが Family I のパン酵母α－グルコシダーゼ
よりは，Family II のラット小腸α－グルコシダーゼ
に対してより強い阻害活性を示すことを報告してい
る12）。また，ラット小腸α－グルコシダーゼ（スク
ラーゼやイソマルターゼなど）は，活性部位周辺の
アミノ酸配列が，ヒト由来のものと高い相同性を示
すことも報告されている15）。この事実は，ラット小
腸由来の酵素を用いた検討が，ヒトでの作用発現を
考えるのに有用であることを示している。本研究に
おいて，Family I のパン酵母α－グルコシダーゼに
対する阻害活性は o －クマル酸，アピゲニン，ディ
オスメチン，ナリンゲニンおよびヘスペレチンで顕
著に高かった。これらはいずれもフェノール化合物
であり，カテコール化合物のカフェ酸，ルテオリン
およびエリオディクチオールはほとんど阻害活性を
示さなかった。また，今回用いた３種類のクマル酸
異性体のうち，o －クマル酸のみがパン酵母α－グル
コシダーゼに対し強い阻害活性を示した。なぜ o －
クマル酸が強い阻害活性を有するのかは現在のとこ
ろ不明である。
　一方，o －クマル酸は Family II のラット小腸 α －
グルコシダーゼに対し，阻害活性を全く示さなかっ
た。この点は，ヒトでの応用を考える場合，効果が
期待できないことを意味している。しかしながら，
今回新たに見いだした o －クマル酸の Family I 酵素
に対する強い阻害活性は注目すべきである。今後の
α－グルコシダーゼ研究に非常に有益であると考え
られる。
　フェルラ酸はパン酵母由来およびラット小腸由来
のいずれのα－グルコシダーゼに対しても約50% 前
後の阻害率を示した。特に，ラット小腸由来のもの
に対しては，アカルボースに次ぐものであり注目さ
れる。Adisakwattana らは，PNP-G のパン酵母 α
－グルコシダーゼによる加水分解反応における IC50

値を調べ，p－クマル酸では200μM であるのに対し
て，４位の OH 基をメチル化した４－メトキシ体で

は IC50値が40μM と５倍に高くなることを報告して
いる16）。本研究において，フェルラ酸のα－グルコ
シダーゼ阻害活性が p －クマル酸やカフェ酸より強
かったことは，彼らの結果とよく一致している。
　植物成分の多くは，配糖体として存在しており，
食品成分として摂取された後，腸内細菌や小腸の
α－グルコシダーゼにより，加水分解をうける可能
性がある。さらに，アグリコンが腸管から吸収さ
れ，肝臓で水酸化あるいは脱メチル化されて，フェ
ノール化合物やカテコール化合物などの活性代謝物
となり，これが血液を介して各種臓器に至り，前述
の薬理作用を発現することになると考えられる。こ
のように，植物成分の小腸および肝臓での代謝を調
べることも今後の重要な課題であろう。

総　　括

１．７種類のフェニルプロパノイド類と６種類のフ
ラボノイド類について，抗酸化活性（DPPH ラジカ
ル消去活性，リノール酸自動酸化阻害活性）を調べ
た。その結果，カテコール基をもつカフェ酸，クロ
ロゲン酸，ルテオリンおよびエリオディクチオール
が両活性ともに高い活性を有していた。また，カテ
コール基の３位がメチル化されているフェルラ酸で
は弱い抗酸化活性を示した。

２．13種類の植物成分について，α－グルコシダー
ゼ阻害活性を調べた。まず，パン酵母由来の酵素
に対し，フェニルプロパノイド類の o －クマル酸が，
また，フラボノイド類のアピゲニン，ディオスメチ
ン，ナリンゲニンおよびヘスペレチンなどのフェ
ノール化合物が強い阻害活性を有していたが，前述
のカテコール化合物ではほとんど阻害活性が認めら
れなかった。次に，ラット小腸由来の酵素に対し同
様に行ったところ，α－グルコシダーゼ阻害剤のア
カルボース以外ではフェルラ酸で弱い阻害活性が認
められたのみで，その他の植物成分は全く阻害活性
を示さなかった。

３．以上の結果から，これまでの報告のように，カ
テコール化合物は強い抗酸化活性を有すること，ま
た，フェノール化合物はパン酵母α－グルコシダー
ゼに対し強い阻害活性を有することが示唆された。
特に，今回初めて o －クマル酸がパン酵母α－グル
コシダーゼの強い阻害剤であることが明らかとなっ
た。

太　田　千　穂・枩　岡　樹　子・加　藤　善　久・原　口　浩　一・遠　藤　哲　也・古　賀　信　幸
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