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は　し　が　き

　スギ（Crアpt・meria　jsp・nica　D・D・p）は、我が掴の代X的な造林木

であるが・　現状では建築用材等に利用されているに過ぎず、　森林の

保全を図るには新たな用途開発を指向する必要がある。

　このような観点からs　本研究ではスギ抽出’成分の生理活性物質と

しての利用に着目し・生体内で発生する活牲酸素が弓しき起こす種々

の疾患（ガン・老化などの成橘）の予防，に応用が期待される活性

酸素消去活性（SOD様活性）および生活習慣病の中†でも最大疾患

といわれる高血圧症の予防と治療に応用しうるアンギオテンシン変

換酵素（ACE）阻害活性について検討した。　その結果、　スギ心材

エタノール抽出画分中のセキリンーCにSOD様活性が、外皮エタ

ノール抽出画分中のカテキンおよびプ回シアニジンB3にACE組

害活性が認めら．n　．　さらには多くのフラボノイド類にACE阻害活

性を期待できることが判明した。

　本研究成果がスギ有効利用の一助となることを期待するともに、

樹木抽出成分の生理活性についてさらなる研究がなされ、　森林資源

の有効利用が図られることを切に希望する。

研究組織

研究代表者

研究分担者

西田友昭（静岡大学農学部助教授）

堤　祐司（静岡大学農学部助教授）



研究経費

平成8年度

平成9年度

1．600千円

　600千円

計 2，200千円

研究発表

　（1）口頭発表

　　　宮野亜紀子，堤　祐司，　西田友昭：スギ抽出成分の生理活性

　　　物質としての利用について，　第46回日本木材学会大会発表要

　　　旨集，　p．423（1996）．

L



目 次

1・緒言工’………一一…一一…一………・一…一・一・　一一…一一一……・一一白一…一…＿一＿．．＿．＿＿　1

2． @スギ抽出成分のSOD様活性とAc－E阻害活性…一……一…　3

2’1実験方法’一…一．．“一一一．．一“．一一．．一一一一一一一一一一
jー・一一一一一…：一一一’－3

　　2．i．1スギ抽出物の調製…一……………一一一…一一・一：一一一一一……一一…一・・……一…　3

　　2．1．2SOD様活性の測定一……………一一…一………一一一一一・・一一一一……一一・一・一一…　3

　2．1．3ACE阻害活性の測定一一……一…一一一一・一一一一・・一・一…一一一・………一一・……・一一．4

2．2結果および考察一・………一…一一…一…一・…一……一一…一…一一………一一……－4

3．　心材工タノール抽出画分からOPJ　SOD様活性物賛の単

　　離と同定…一…一一一……一…一一一一・…一……一一・一…一……一……・……一一…i－・一……・…一…一…11

　3．1実験方法……一一一…一一一一…一………一………一一一一…一一一………一…・・…一……一…一一11

　3．1．1逆相HPLCによるSOD様活性物質の単離一…一一ll

　3．1．2GC－MSおよびIH－NMR分析によるSOD
　　　　様活性物質の同定…一…・…………一一“一一一……一・…一・　一・・一・一一一……………－11

3．2結果および考察……一…一一…一一一一一…一・…・一一一一一一一一一………一……一一12

4・　SOD様活性の発現に関与する構造………一…一一一一……＿．19

　4．1実験方法一一・……一……一…一…・一……………一……一一一………一・一…………一一一一一…19

　4．2結果および考察一’………一…’…一’一……”………一一一…t－一”’T－…一……－一一一……19

5・　外皮工タノール抽出画分からのACE阻害活性物質の

　　単離と同定一一…一一……一……一一…・・…一・………一…一…一………一一一・一…一一……一……一，23



5．1実験方法…一……………一…一…………一…一一………・……一一・一・T－一……一一一一一一・一一・…23

　5．Ll逆相HPLCによるACE阻害活性物質の単離……一一23

　5．L2GC－MSおよび1H－NMR分析によるACE
　　　　阻害活性物質の同定・…一……………一…・一一…一一一…一…一一……一一・一一…23

5．2結果および考察…一…一一一一一……一一…………一一一一一…一一一一一一一・・一…23

6．　フラボノイド類のACE阻害活性とその活性発現に関

　　与する構造…・一一・r…一一…一一…一………一…一一……………・一………一一一一……－30

　6．1実験方法…一一一…………一一……一……一……一一一一………一一……一一一………一一一…30

　6．2結果および考察一一・一………一一一一一一一一一一一…一……一・一…・一一…－30

7．　総括……………・一…一一…一…………一一一一……・……一一一…一…一一…一一………一一一一一一一……33

8．　参考文献…………・……一・一……一一・一一一……一一一一・一一一　－L…一……一一一…一………一一………一一一一34



1．緒言

　スギは・我が国における代表的な造林木である。　しかし、安価な

外国産材の利用が増加し、　現在の材蓄積量は余剰状態となっている。

また・スギの材部は建築用材として利用されているが、それ以外の

根N葉・樹皮・枝などは利用されておらず、林地内などに放置また

は廃棄されているのが現状である。　よって、　これらを有効に利用す

ることができれば、　日本の森林保全や森林資源の持続的利用に貢献

しうる。

　植物の抽出成分は、これま’で経験的に生薬、香料、染料など様々

な方面で利用されてきたが、　これらの中でも付加価値の高い医薬品

への応用が期待される。　天然物由来の成分は、　合成医薬品に比べ副

作用も低く、　薬効についても含有成分の相乗効果により、　単一成分

の合成医薬品にはみられない効果を発揮する場合もあり天然物が見

直されている。　実際に多くの植物由来の成分が、　人間に対して様々

な生理活性を有することが報告されてお』り、例えば、　日本茶には血

糖降下作用1）、ゴマには活性酸素消去作用、　イチョウ葉エキスには

動脈硬化防止・抗酸化作用2）等の生理活性を有することが明らかと

なっている。　また、　樹木に存在している多くの成分が抗菌性a）や殺

蟻性4）等の生理活性を有しており、樹皮成分である桂皮アルデヒド

には健胃作用が、　またベルベリンには整腸作用fi　｝があることも知ら

れている。　これらのように、植物成分の医薬品分野への応用は植物

成分の高付加価値を図り、有効利用する典型的な例であり、スギの

有効利用を模索する上でも例外ではない。

　以上のような観点から、本研究ではスギの有効利用の一環として、
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抽出成分の生理活性物質としての利用に着目し・生体内で発生する

活性酸素が引き起こす種々の疾患（ガン・老化などの成人病）の予

防に応用が期待される活性酸素消去作用（SOD様活性）および生

活習慣病の中でも最大疾患といわれる高血圧症の予防と治療に応用

しうるアンギオテンシン変換酵素（ACE）阻害活性について検索

した。
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2・　スギ抽出物のSOD様活性とACE阻害活性

2．1実験方法

2．1．1スギ抽出物の調製

　静岡大学附属上阿多古演習林に生育する樹齢15年、樹高13m

のスギ（Cryptomeria／aponica　D．　Don）を供試した。葉、根、外皮、

内皮、　辺材および心材の6部位に分別し、　それぞれの部位の試料を

粉砕した後、　ヘキサン、　クロロホルム、工タノールおよび熱水で逐

次抽出した（Sche皿e　D。得られた抽出物は減圧・乾固して一20℃で保

存した。

2．1．2SOD様活性の測定

　酸素存在下で、　キサンチン（XA）、キサンチンオキシダーゼ（XOD）お

よびニトロプルーテトラゾリウム（NO，－TB）が共存すると、　XAがXODに

作用して尿酸とスーパーオキサイドアニオンラジカル（02・一）を生成

し、02・一によるNO2－TBの還元が生じてジホルマザンを形成する。　こ

の際、反応系にスーパーオキサイドディスミュターゼ（SOD）あ

るいはSOD様活性を示す物質（抽出物）が存在すると、02・“の一

部がH202と02に不均化されるため、　ジホルマザンの形成量が減少し

てくる（Scheme　2）。よって、　この原理を利用した既法e’e）に従って

ジホルマザン形成量の減少率（即ち、02・一の阻害率）を求め、抽出

物1mgがウシ由来スーパーオキサイドディスミュターゼ（SOD、

和光純薬）の何ユニットに相当するのかで活性を表示した。なお、

SOD様活性測定の際の反応液組成をTablelに示す。
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2．1．3ACE阻害活性の測定

　アンギオテンシノーゲンはレニンによって分解され、　アンギオテ

ンシン1になる。　次いで、　ACEの作用によってアンギオテンシン

1のC末端部His－Leuが離脱し、血管壁収縮作用のあるアンギオテ

ンシンロへと変換される。　一方、　アンギオテンシン1と同様にC末

端部にHis－Leuを有するヒプリルーヒスチジルーロイシン（Hip－His－

Leu）にACEを作用させると、　ヒスチジルーロイシン（His－Leu）とヒ

プリル酸が生成してくるが（Scheme　3）、スギ抽出物がACEを阻害

すればllip－His－LeuからのHis－Leu生成量が減少してくることになる。

そこで、生成したHis－Leuに0一フタルアルデヒドを加えて蛍光誘導体

とし、その蛍光強度（励起波長360nm、蛍光波長480nm）を測定する

という既法9’1°）を用い、　ACE活性を50％阻害するさいの抽出

物濃度（IC・・）を求めた。　なお、　Table　2にACE阻害活性を測定する

際の反応液組成を示す。

2．2結果および考察

　各抽出画分のSOD様およびACE阻害活性をTable3および4に

示すが、最も高いSOD様活性は心材エタノール抽出画分に認めら

れ、本画分はポジティブコントロールとして用いたアスコルビン酸

の約7倍の活牲を有していた。一方、　ACE阻害活性については外

皮工タノール抽出画分が最も高い活性を示した。　そこで、　心材工タ

ノール抽出画分からSOD様活性物質を、　外皮工タノール抽出画分

からACE阻害活性物質を単離・精製することにした。
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　　　ス　　　ギ
（葉、根、外皮、内皮、辺材、心材）

　　　　　　粉砕

ヘキサン抽出

ヘキサン　　　残渣

抽出液 u⊥k°°ホルム抽出

　　クロロホルム　　残渣

　　　抽出液「⊥三タノール抽出

　　　　　工タノール　　残渣

　　　　　　抽出液「Ll！i7k抽出

　　　　　　　　　　熱水　　　残渣

　　　　　　　　　　抽出液

Scheme　1　試料の調製



XA

20

尿酸

　　　　　　・2二」些L＿H2・2＋・2

　　　　　　↓

NO2－TB－一一一一→ジホルマザン

Scheme　2　S　O　D様活性の測定原理
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Table　l　SOD様活性測定反応液組成

A　　B　　・C　　D

試料（0．1m1）

発色試薬（1．Om1）

酵素（1．Om1）

反応停止液（2．Om1）

十十一十十十十十

一十一十一十十十

発色試薬：　0．1Mリン酸緩衝液（pH　8、0）

　　　　　　キサンチン　0．40　mmo1／1

　　　　　　ニトロブルーテトラゾリウム　0．24　mmo1／1

酵素液：　　キサンチンオキシダ　一｛t“　o．49unit／m1

ブランク液：0．1Mリン酸緩衝液（pH　8．0）

反応停止液：ドデシル硫酸ナトリウム69mmo1／1

スーパ一オキサイド阻害率＝（1－（C－D／A－B））＊100
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アンギオテンシノー…一・t・ゲン（朋68．000）

Asp－Ar9一Ψa　1－Ty　r・一　1　1　eu－ll　i　s－Pro－phe一旦⊥旦：』L，，911

　　　　　アンギオテンシン1

十Leu－Va　E

アンギオテンシン変換酵素（ACE）

Asp－Arg－Va　1・－Tyr－11eu－Hls・－PrOrPhe

　　　・アンギオテンシン皿

十Hls－Leu

（》－L…凹一く｝：ll－Giy

Hip－Hts－Leu ACE H且（ヒブリル援ン

十　田8－Leu

　ド　ヒ

　M　”ー

雌曇度雛

Scheme　3　測定原理
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Table　2　ACE阻害活性測定法

A B C D

試料溶液（0．5㎡）

ACE溶液（0．25㎡） 十

十十

十 i「‥‥●・‥・●・一・ P

‥・・・・・… @…・ll

37℃3分間　pre－incubatien’

基質溶液（0、25㎡） 十 十 十 十

37℃　30分間　incubation

反応停止液（0．25　me）

蛍光試薬（0．1nt）

十

十

十

十

十十 十十

冷暗所　15分間　放置

1．5M　リン酸（O．4㎡） 十 十 十 十

反応終了後・、励起波長360nm、蛍光波長480nm

における蛍光強度を測定する。

ACE　：　3．OmU／　荊t

反応液　：　100皿M　i｛8PBS贋衝故　pl｛　8．3，　F300mM　NaCl

　　　smM　ヒプリルヒスチジルロイシン含有

反応停止藁　：　0．1N　NaOU

蛍先試藁　：　　0．2蒐o一フタルアルデヒド（メタノール）溶披

プランク註：①10％DMsoit櫨

　　　　②100mM　HBPES緩衝被

ACE阻害率（％）＝｛1－（C－D）／（A－B）｝×100
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Table　3，
SOO　■i罰ic　activity　for　6ach　extract　pr6pared　from　sugi・

Extract
SOD　劇i■ic　activities　（Unit・　SODノ田g）

L6av6s Roots Outer　bark lnner　bark Sapwood Heartwood

Hexane

Chloroform

Ehtanol

Hot　water

0文▼29331 8637 25

22

61

113

0ピ6ぷ4に“22直4ワ■

ウ」2戸0ΩU 14

46

223

41

Note：　TIle　activity　fer　ascorbic　acid　is　33　Vnit・SOD／mg・

Table　4．
ACE　inhibitory　activiti6s　for　6ach　extract　pr8parθd　f「o罰　sugl・

Extract ACE　inhibitory　activities（1C，，（μ9ノ■1））

L6aves Roets Outer　bark lnno「　bark Sa叩ood Heartwood

H6xan6

Ch　lorofor罰

Eht訓ol

Hot　water

155

220

180

　十b，

190

十b，

25

nd．c，

150

十b｝

16

nd，c）

39

80

43

nd．c，

十b）

75

85

nd．c｝

65

160

32

165

b）　Inhibition　is　less　than

c）　lC50　was　not　determined

　　　the　assay　system・

at　250μ目／爾1．

becaus8　0f　the 18ss　solubility　of　tho　sa皿pl6　in
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3．　心材工タノール抽出画分からのSOD様活性物質の単離と

　　同定

3．1実験方法

3、Ll逆相HPLCによるSOD様活性物質の単離

　心材工タノール抽出画分を逆相HPLCを用いて下記の条件で分

析し、溶出曲線に従って分画した。

Table5　HPLC分析条件
カラム

溶離液

流　速

測定波長

1『akosi1－1工　5C－18AR

水一メタノール（7／3）溶液

3．O　m1／min

280nm

3．1．2ガスクロマトグラフーマススペクトロメトリー（GC－MS）

　　　およびプロトン核磁気共鳴スペクトロメトリー（1H－NMR）

　　　分析によるSOD様活性物質の同定

　HPLCで分画した画分の中で最も高いSOD様活性を示した画

分（Fr．2）をトリメチルシリル（TMS）化した後、　GS－MS（カ

ラム10Ψ一LO．52mmX30m、カラム温度1150－300℃・昇温速度：

5℃／分）分析に供した。　また、誘導体化しないで重メタノール／

重水素（1／1）に溶解させ、　1H－NMR（400MHz）分析に供した。
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3．2結果および考察

　心材エタノール抽出画分をHPLCで分析し、溶出曲線に従って

　7画分に分画した（Fig．　D。それぞれの画分のSOD様活性を測定

した結果、　フラクション2（Fr．2）が最も高い活性を示し、分画前の

心材工タノール抽出画分と比べて活姓は1．7倍向上し、アスコルビン

酸（ポジティブコントロール）の約ll倍の活性を有していた（Table

6）。なお、Fr．2をGC分析したところ、　ほぼ単一の成分から成り、

ピーク面積から判定すると純度98％にまで精製されていた。　よって、

これ以上の精製を行わないで1H－NMRおよびGC－MS分析に供

した。

　Fr，2を1H－NMR分析した結果（ケミカルシフト（δ）3．37（IH，

dd（double　doublet），　J（coupling　constant）＝7．8，　8．8　Hz），　3．45

（1H，dd，　J＝6．8，　11．l　Hz），　3．63　（IH，　dd，　J＝3．7，　ll．1　Hz），　3．89

（IH，ddd（double　double　doublet），」＝3．7，　6．8，　7．8　Hz），　6．22　（IH，

dd，J＝8，8，　15．8　Hz），　6．32　（1H，　d　（doublet），　J＝15．8Hz），　6．64

（1H，　dd，　J＝1．8，　8．2　Hz），　6．68　（2H，　d，　Jニ8．8　Hz），　6．71　（IH，　d，

J＝8．2　Hz），　6．78　（IH，　d．　J＝1．8　Hz）．　7．18．（2H，　d，　」＝8．8　Hz））　、

Fr．2はスギ心材中に含有される主要なノルリグナンであるセキリ

ンーCと推定された。

　また、Fr．2のTMS誘導体のGC－MSスペクトラムをFig．2

に示すが、田／z662に分子イオンピークを有しており（皿／z（相対強

度，　％）1662（M＋，1．3），647（L2），572（3．4），482（L8），457

（100），　267　（2．9），　205　（18．8），　179　（8．2），　147　（12．0），　117

（5．2），73（63．7），45（2．D）、セキリンーCのTMS誘導体であ

ることを示唆した。
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　そこで・　セキリン｝C標品とFr・2の紫外吸収スペクトルを比較し

たが・両者のスペクトルは極めてよく一致しており（Fi’X　．3）、さら

には・HPLCによるスパイクテストでも同一化合物であることが確

認されたため・Fr・2をセキリンーc（Fig．4）と同定するに至った。
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Table　6． SOD　嗣i罰ic　activitios　ot　th6

heartwood　8凸anol　extracts．

fract・i。囎fr。書t・’h。　sggi

SOD　罰i罰ic　activity

　　（Unit．SOO〆■9）

R61a1ヒiVg　 ac1ヒivi〕1ヒi6皐■ハ

Fr．1

Fr．2

Fr．3

Fr．4

Fr．5

Fr．6

Fr．7

Ethanol　extracts

Ascorbic　acid

76

370

127

20

　　1

140

　26

223

　33

34．1

165．9

57．0

　　9．0

　　0．4

62．7

11．7

100．0

14．8

a）　Activity　of　gthanol　extracts　is　expressesd　as　100％，
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Fig・4　The　chemical　structure　of　sequirin－C，



4．　SOD様活性の発現に関与する構造

前章において・セキリンーCに高度なS・D様醜が恥られた

ことから・セキリンーcと類似あるいは共通す繍造を有する6種

の化合物をMbてS・D様活肋発現に必須となる髄を明らかに

した。

4．1実験方法

　セキリンーcと同様にノルリグナン劇こ属するアガサレジノ＿ル、

ヒドロキシスギレジノール・スギレジノールおよびセキリン＿Cの

一部を構成する共役型のフェニルプ・パン構造を有するP－　eマール

酸・　カフェ酸N　フェルラ酸を供試し（Fig．5）、2．1．2に準じてso

D様活性を測定した。　なお、　コントロールとしてセキリンーCを用

いた。

4．2結果および考察

　供試した3種のノルリグナン類の中で、　ヒドロキシスギレジノ＿

ルはセキリンーCに匹敵するSOD様活性を有しており、　アガサレ

ジノールとスギレジノールの活性は微弱であった。　ヒドロキシスギ

レジノールとセキリンーCは、　B環上に2個のOH基がオルト位に配

置しているという共通した特徴があり、ノルリグナン類のSOD様

活性の発現にはこのような構造が重要な役割を果たしているものと

判断された（Table　7）。　　　　　一

　一方、　セキリンーCの一部を構成する共役型のフェニルプロパン

類については・　カフェ酸に比較的高い活性が認められた（Table　7）。
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カフェ酸も芳香環上で2個のOH基がオルト位に配置しており、　この

結果からもオルト位に配置した2個のフェノール性OH基がSOD様

活性の発現に重要であることが確認された。
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COOH

　　OH
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Fig，　5．　　Che罰ical　structures　of　the　auth8ntic　co罰pounds　subjected　to　the

　　　　　assay　of　SOD　節i罰ic　activity■一　．
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Tabte　7 SOD　瓢i■ic　activity　for　oach　authent　i　c　co団pound・

Co叩o凹nd SOD　■i罰ic　activity　（凹nit・SOD！扇g）

Norlignans

Pheny　l　propan●S

Soqurin－C

Agathares　i　no　t

Hydroxysug　i　r6s　i　no　l

Sugi「6sino1

ρ一Coumaric　acid

Caff●ric、acid

Feruric　acid

370

week

345

week

11

128

　　5
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5・　外皮エタノール抽出画分からのACE阻害活性鞠質の単蝶

　　と同定

5．1実験方法

5・1・1逆相HPLCによるACE阻害活性物質の単離

　外皮エタノール抽出画分を逆相HPLCを用いて下記の条件で分

析し、溶出曲線に従って分画した。

Table8　HPLC分析条件
ム液速出ラ離力溶流検

Wakosi1－II　5C－18AR

水一メタノール（90／13）溶液

1．O　m1／min

280nm及びRI

5．L2GC－MSおよび1H－NMR分析によるACE阻害活性物質

　　　の同定

　HPLCで分画したFr．6中の活性物質は、3．1．2に準じてGS－

MSと1H－NMR（400MHz）分析によって同定した。　なお、　Fr．2

については1H－NMR（500　MHz）分析によって活性物質を同定した。

5．2結果および考察

　HPLCで外皮工タノール抽出画分を11フラクションに分画し

（Fig．6）、各画分の収率fO；よびACE阻害活性を測定した（Table　9）。

その結果、　全画分の収率は外皮エタノール抽出画分の70％に達して
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おり、大部分の画分が活性を有していた。　しかしながら、　いずれの

画分も分画前の外皮エタノール抽出画分と比べて活性は同程度かそ

れ以下であり、分画を行っても活性の向上は認められなかった。　こ

のことは、　外皮工タノール抽出画分中には多数のACE阻害活性物

質が存在していることを示唆するが、Fr・2と6については比較的

ACE阻害活性と収率が高かったことから、　HPLCによる精製を

行って1H－NMRおよびGC－MS分析に供した。

　Fr．6をiH－NMR分一析した結果（ケミカルシフト（δ）2．40（1H，

dd，　」＝16．0，　7．9　Hz），　2．了5（IH，dd，　J＝16．0，　5．5　Hz），　3．87　（IH，

ddd，　Jニ7．9，　7．7，　5．5　Hz），　4．47（IH，d，」＝7．7　Hz），　5．76　（1H，　d．

」＝2．3　Hz），　5．82　（IH，　d，　」＝2．3　Hz），　6．61　（IH，　dd，　J＝8．3，　1．9

Hz），　6．67　（iH，　d，　」＝3音3　Hz），　6．73　（1H，　d，　J＝1．9　Hz））　、　　Fr．　6

はカテキンと推定された。

　さらには、Fr．6およびカテキンのTMS誘導体のGC－M’Sス

ペクトラム（田／z（相対強度，％）：650（M＋，10．2），368（92、7），355

（25．2），　309　　　（10．4），　267（9．7），　249　（2．1），　179　（10．3）．　147

（5，8），73（100））（Fi　g．7，8）および・HPLCによる（＋）一カテキン

とのスパイクテストの結果から、Fr．6を臼）一カテキンと同定した。

　一方、　Fr．2については1H－NMR分析を行い、　プロシアニジン

B3と推定された（ケミカルシフト（δ）2．39（1fi，dd，　J・16．3，8．1

Hz），　2．66　（1H，dd，　J＝16．3，　5．5　Hz），　3．69　（IH，　ddd，　Jニ8．1，　7．3，

5．5　Hz），　4．15　（1H，　d，　」＝9．8　Hz），　4．25　（1H，　dd．　J＝9．8，　7．9　Hz），

4．31　（1H，　d，　J：7．9　Hz），　4．44　（lH，　d，　」＝7．3　Hz），　5．68　（1H，　d，

」＝2．3　Hz），　5．78　（1H，　d，　J＝2．3　Hz），　5．97　（1H，　s（singlet）），

6．15　（1H，　dd，　J＝8・2，　2．O　Hz），　6－．36　（1H，　dd，　J＝8．2，　2．O　Hz），

一2：4－p



6．49　（IH，　d，　J＝2．O　Hz）．　6隅568　（IH．　d，　」＝8◆2　Hz）．　6．5「『3　（1H，

d，　J＝8．2　Hz），　6．64　（IH，　d，　J＝2．O　Hz））。
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0 10　　　　　　20　　　　　　30　　　　　　40
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Fig，6．　Ehltion　profile　of　the　ethano1　extract’from　outer　b　ark．

Note：Numbers　in　figure　correspond　to　the　fraction　nUmb　ers・一
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Table　9．　Dete皿ination　of　ICoo　for　eadh　erude

fraction　separated㎞m　tlle　ethanol　eXtra¢t　of

Japanese　cedar　outer　bark．

Fraction　lCco 「mi　　Y』ield％e）　　・

12345678901 ＋b｝

850535055512．51275352

14．9

8．6

2．7

1．9

7．0

9．3

　1．6

2．0

9．8

4．1

6．3

a）Yield．　is　expresse　d　as％on　the　crrude　ethanol　extract．

b）Inhibition　i81e　88　th・an　50％at　150　P9「Ml・
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6．　フラボノイド類のACE阻害活性とその活性発現に関与する構

　　造

　前章において、　ACE阻害活性がカテキンとプロシアニジンB3

に認められたことから、．これらと類似した構造を有するフラボノイ

ド類を用いてACE阻害活性の発現に必須となる構造を明らかにし

た。

6，正実験方法

　フラバンー3一オール類として（＋）一カテキン、　（一）一エピカテキンおよ

び（一）一エピガロカテキンを、　フラボン類としてフラボン、3一ヒドロ

キシフラボン、3，7一ジヒドロキシフラボン、　フィセチン、ケルセチ

ンおよびモリンを供試し（Fig．9）、2．1．3に準じてACE阻害活性

を測定し、　ICse値を求めた。

6．2結果および考察

　供試した9種の化合物の内、　フラボンと3一ヒドロキシフラポンを

除く化合物は、　10～38μ9／m1のIC5。値を示し、　ACE阻害活性が認

められた（Table　10）eこれらの化合物は、　A環の7位にフェノール

性OH基を有するという共通した特徴があり、　フラボノイド類のAC

E阻害活性の発現には7位のフェノール性OH基とヘテロ環上の酸素

が重要な役割を果たしていると判断された。
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R3

Oト1

（＋）－Catechin：R1＝H，　R2＝OH，　R3＝H

（一）－Epicat㏄hin：Rl⇒OH，　R2＝H，　R3＝H

（一｝－Epi　gal　1　ocatec　hi　n：RlnH，　R2＝H，　R3＝OH

R3

R6

叫1Y・γ恥

　　謂

脹

　　　　H　＝H

盤ぽ
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H王訊日QM

Fig．9　Chemical　structures　of　the　authe皿tic　compounds　subjected　to　the　ACE

inhibitory　assay．
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Table　la　Determination　of　ICco　for　each　authentie　conipou皿d．

Flavan－3－ol8

（＋）－Catechin

（一）－Ei⊃ieat疋Schin

（一）－Epigallocatechin

668113

55．2

53．4

122．5
一一一一一一一．一一一一噛一゜■帽一一一一一 @　 一一゜一一一鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈黶｡■一一一一一一一一一一゜一 u一一一一一｛一一一一一一一噛

　　　　　　　　　　　　Flavone

　　　　　　　　　　　　3・Hydroxyflavone

Flavo且e　s　　　3，7－Dihy（量roxyfiavone

　　　　　　　　　　　　Fisetin

　　　　　　　　　　　　Querceti識

　　　　　　　　　　　　Mo㎡n

十a）　　　　　　　十a）

十a）　　　　　　　十a）

10　　　　　　39．4

22　　　　　　73．4

27　　　　’　87．7

25　　　　　　81．1

a）Inhibition　i81es8　than　50％at　500　Ptgtm1．
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7．　総括

　スギは我が国における代表的な造林木であるが、建築用材等以外

の用途に利用されておらず・　しかも安価な外国産材の使用が高まっ

ていることから・現在の材蓄積量は余剰状態になっている。以上の

背景に基づき・　本研究ではスギ有効利用の一環として抽出成分の利

用に着目し・活性酸素の関与する種々の疾患（発ガン、老化等）の

予防に応用が期待されるスーパーオキサイドディスミュターゼ（S

OD）様活性および高血圧症の治療と予防に応用が期待されるアン

ギオテンシン変換酵素（ACE）阻害活性について検酎した。

　本学上阿多古演習林に生育するスギ（樹齢15年）を外皮、　内皮、

心材、　辺材、　葉、　根に分別し、　それぞれをヘキサン、　クロロホルム、

工タノール、　熱水で逐次抽出した24画分について各種生理活性を検

索した結果、　SOD様活性については心材工タノール抽出画分が、

ACE阻害活性については外皮エタノール抽出画分が最も高い活性

を示した。そこで、それぞれの画分に含有される活性物質を逆相H

－PLCを用いて単離・精製し、　sH－NMRおよびGC－MS分析に

供して活性物質の同定を行った。

　その結果、　スギ抽出物のSOD様活性物質はセキリンーCであり、

ACE阻害活性物質はカテキンとプロシァニジンB3であることを

明らかにした。
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