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ミツバチ花粉の抗酸化作用

一他のミツバチ生産物との比較一

池野 久美子 ･柿本 佳名子 ･中村 正 ･

池野 武行 ･篠原 力雄

ミツバチ生産物として知られるハチミツ,ロ

ーヤルゼリー,プロポリスおよび花粉は,それ

ぞれ様々な機能を有し(Burdock,1998;Molan,

2002,Stangaciu,2002;SimuthandBilikova,

2004),古くから利用されている.ハチミツ,

ローヤルゼリー,プロポリスについては比較的

よく研究されているが,花粉に関する報告はそ

れほど多くない.

ミツバチが集めた花粉 (ミツバチ花粉)は,

タンパク質,特に遊離アミノ酸を豊富に含み,

炭水化物,脂質をはじめ,ビタミン,ミネラル

も多く含まれる (遡後ら,1986;Camposetalリ
1996).栄養成分が豊富に含まれることから家

畜や実験動物の生育に及ぼす影響が検討され

体重増加や成長促進が報告されている(石黒ら,

1964).また,健康食品として,栄養補給,負

欲増進,疲労回復に利用されている.花粉を摂

食した際の機能については,ミツバチ花粉の利

用としてまとめられている (Donadieu,1983;

松香,1991).そのうち,前立腺炎や前立腺肥

大に対する効果は,いくつかの詳細な報告がな

されている (Yasumotoetall,1995;Camposet

alリ1996,浅川ら,2001,Shoskes,2002).莱

験的に性ホルモン誘発非細菌性の前立腺炎モデ

ルを用いて,花粉エキスの炎症性サイトカイン

に対する作用が検討された.その結果,炎症性

サイトカイン,特にインターロイキンー6およ

び腫癌壊死因子 (TNF-α)の増加が抑制され,

抗炎症作用を示す一つの作用機序と推定してい

る (浅川ら,2001).抗菌作用や抗酸化作用が

あるという報告もある (Camposet.a1.,1996:

Dudoveta1.,1994).

ミツバチ花粉には微量成分として,フラボ

ノイ ド頬やフェノール化合物が含まれている

(Camposeta1.,1996:SerraBonvehi,2001).

ミツバチ生産物の中でも,プロポリスにはフラ

ボノイ ド頬をはじめ多くのポリフェノール等

が含まれ (Greenawayeta1.,1990;Tazawaet

a1,,1998;Bankovaeta1.,2000,熊滞ら,2001:

Popovaeta1.,2003),強力な抗酸化作用を有す

る (Schellereta1.,1990;Yamauchieta1.,1992:

Matsushigeeta1.,1995,1996:Banskotaeta1..

2000:Morenoeta1.,2000;熊揮ら,2001).ま

た,ローヤルゼリーにも抗酸化作用があり (桑

原ら,1996),ローヤルゼリーの抗ス トレス

作用との関わりが示唆されている (鷲塚ら,

1996;池田ら,1996).さらに,ハチミツの抗

酸化作用についても報告されている (Gheldof

eta1.,2002).

そこで今回,著者らは,ミツバチ花粉の作用

の一つとして抗酸化作用について検討し,他の

ミツバチ生産物,ハチミツ.ローヤルゼリー,

プロポリスと比較した.これまでこうしたミツ

バチ生産物の抗酸化活性は,それぞれ測定方法

や試料により異なり,統一的に理解しにくい現

状であったので,花粉の抗酸化作用を測定した

方法と全く同じように調製し,同じ測定方法を

用いて検討した.

材料および方法

試料の調製

ミツバチ花粉は産地や地域の異なる5検体

(1.スペイン産,2.台湾産,3.中国産①,4.中

国産②,5中国産③)を 100g秤取 し,80%

エタノールで3回抽出し (15mLずつ,各 lo

分),それぞれ遠心分離 した上清を合わせて
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50.0mLに定容し言式料とした.

プロポリスは産地の異なる3検体 (1.ブラジ

ル産 (ミナス-ジェライス州),2.中国産,3.

ニュージーランド産)を 1,00g用いて,花粉

と同様に調製し試料とした.

ローヤルゼリーは中国のそれぞれ異なった地

域で採取 した3検体 (中国産①～(ラ)を 5.00

g秤取し,上記材料と同様に調製した.

ハチミツは中国産で,蜜源の異なる3検体

(1.ソバ,2.アカシア,3.レンゲ)を 5.00g秤

取し,同様に調製した.

抗酸化作用の測定法

抗酸化作用の測定は,DPPH (1十diphenyト2-

picrylhydrazyl)ラジカル補足活性を吸光光度法

で評価した (篠原ら,2000).すなわち,各試

料溶液 2.5mLに,0.5mmol/LDPPHエタノー

ル溶液05mLを加え,室温に30分間放置 し

た後,520nmの吸光度を測定した.対照とし

て,言式料の代わりに溶媒のみ (80%エタノー

ル)を添加し,対照の吸光度から試料の吸光度

を減じて,対照の吸光度に対する割合を求め,

DPPHラジカル補足活性とした.

グラフから50%のDPPHラジカル捕捉活性

を示す濃度 (EC50)を算出した.標準として,

カフェ酸を用いて同様の評価をした.

過酸化脂質生成抑制効果の測定は,リノレン

醍 (5mg/mL)を0.2mL採取し,上記方法で

調製した各試料の希釈液に加えて撹拝 し,ろ

紙に全量を塗沫した.70℃で90分加熱し,坐

成した過酸化脂質をFe3十一TBA法により測定し

た.すなわち,ろ紙を細切 し,エタノール 5.0

mLで抽出した.その抽出液に精製水を加え,

1… ol/L塩化第二鉄 30mLおよびTBA(チオ

バルビツール酸)試薬 1.0mLを添加混合した

後,100℃で 90分加熱した.冷封後,∩-ブタ

ノール 4.0mLを加えて振盗抽出し,遠心分離

した上層を採取し,励起波長 515nm,蛍光波

長 553nmで蛍光強度を測定した.標準とし

て,テ トラエ トキシプロパン (5nmol/mL)を

用い,生じたマロンジアルデヒド量で表 した

(ShinoharaeLa1.,1991).
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図1 カフェ酸のDPPHラジカル捕捉活性

フラボノイ ド量の測定

80%エタノール 4.3mLに試料の希釈液を

0.5mL加え,1mol/L酢酸カリウム0.1mLお

よび 10%硝酸アルミニウム01mLを加えてよ

く撹拝し,室温に40分放置後,415nmで吸

光度を測定した.標準としてケルセチン0.05

mg/mLを用いて同様に操作し算出した.

結果および考察

抗酸化作用を表す方法として,DPPHラジカ

ル補足活性を測定した.標準としてカフェ酸を

用いた結果を図 1に表した.直線性を示すグ

表 1DPPHラジカル捕捉活性

DPPHラジカル捕捉活性(EC50)
花粉

1スペイン産

2 台湾産

3 中国産(ら
4 中国産(参
5 中国産③

プロポリス
1ブラジル産
2 中国産
3 ニュージーランド産

ローヤルゼリー
1中国産(ら
2 中国産(参
3 中国産③

ハチミツ

1中国産ソバ蜜
2 中国産アカシア蜜
3 中国産レンゲ蜜

0.708±0.063

0691±0.036

0.207±0.002
1.602±0.067
1042±0028

0.032±0006
0.034±0.008

0.018±0.003

78.4±3.38
79.1±2.57
66.2±3.96

14.7±5.46
3160±139.1

140.6±33.5

(単位はmg/mL ∩-3)
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図2 ミツバチ生産物のDPPHラジカル捕捉活性

ラフより求めたEC50は331帽/mLであった･

花粉および他のミツバチ生産物のDPPHラ

ジカル捕捉活性を測定した.EC50を求め,表

1に示した.花粉はかなり強い活性を示し,他

のミツバチ生産物と比較すると,プロポリスよ

りは低かったが,ローヤルゼリーより100倍

ほど高い活性を示した.ミツバチ生産物の中で

は,プロポリスが一番高い活性を有し,花粉が

続いた.ハチミツでは,アカシアやレンゲ蜜は,

ほとんど活性を示さなかったが,ソバ蜜はロー

ヤルゼリーよりも強い活性を示した.

花粉のDPPHラジカル捕捉活性が他のミツ

バチ生産物に比べどの程度かをわかりやすくす

るため,DPPHラジカル捕捉活性を図示した(図

2).プロポリスは産地間で大きな差は認めら

れなかったが,ニュージーランド産が最も活性

が高かった.花粉ではスペイン産と台湾産は同

じくらいであったが,中国産(∋は一番活性が高

く,逆に中国産②および③は活性が低かった.

プロポリスは花粉の10倍以上活性が高かった.

花粉に比べ,ソバ蜜は 10倍以上低く,ローヤ

ルゼリーはさらに 10倍近く低かった.図示す

ることにより,ミツバチ生産物問のDPPHラ

ジカル捕捉活性のオーダーの違いが明らかにな

った.

抗酸化作用のもう一つの効果として,過酸化

脂質生成抑制効果を検討し,その結果を表2に

示した.花粉は比較的高い過酸化脂質生成抑制

効果を示し,産地間の差はそれほど明らかでは

なかったが,中国産①が一番高かった.プロポ

リスの添加では,過酸化脂質生成量が最も少な

く,非常に高い過酸化脂質生成抑制効果を示し

た.ブラジル産,中国産,ニュージーランド産

のいずれの産地のプロポリスも高かった.用量

を変えて調べた結果 (図3),ニュージーラン

ド産がやや高い効果を示した.花粉やプロポリ

スには過酸化脂質生成抑制効果があることが判

明し,DPPHラジカル捕捉活性と一致していた.

ローヤルゼリーおよびハチミツではそれほどの

効果は得られなかった.DPPHラジカル捕捉活

性については,他のハチミツに比べ,ソバ蜜が

高い活性を示したが (図2),過酸化脂質生成
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表 2 過酸化脂質生成抑制効果

被検体 添加量
過酸化脂質生成量 生成抑制率

nmol/mL %

対照

花粉

1 スペイン産

2 台湾産
3 中国産(丑

4 中国産(参
5 中国産(診

プロポリス

1 ブラジル産
2 中国産
3 ニュージーランド産

ローヤルゼリー

1 中国産①

2 中国産(参
3 中国産③

ハチミツ

1 中国産ソバ蜜
2 中国産アカシア蜜
3 中国産レンゲ蜜

100日g

100pg

lOO帽

100帽

100ト唱

74.97

7

7

7

1

6

0

9

0

8

5

0

9

1

3

3

3

2

2

3

3

9

2

0

0

4

8

0

9

9

2

9

0

L

4

5

5

6

7

5

5

10ト唱 2･78 9629

10Pg 7･86 89152

10Llg 4･95 93･40

500Hg 5482 2688

500Llg 6016 19･75

500ト唱 5869 2172

500pg 59･99 19･98

500pg 65･12 13･14
500u2 60.56 1922

抑制効果についてはいずれのハチミツもその効

果は低く,蜜源による差はほとんど見られなか

った.ソバ蜜はレンゲ蜜と余り変わらなかった

(表 2).

プロポリスには,フェノール酸類やフラボ

ノイド類など多くのポリフェノールが含まれ,

強い抗酸化作用を有することから,それぞれ

のフラボノイド量を測定した (表 3).花粉の

フラボノイ ド量は0.5- 3.5mg/冒(0.05-

0.35%)であったが,プロポリスはどの産地の

ものでも25mg/g原塊 (2.5%)以上を示 し,

花粉の約 10倍以上であった.ローヤルゼリー

やハチミツでは測定できなかった.

今回,抗酸化作用を測定する方法として,

DPPHラジカル捕捉活性と過酸化脂質生成抑制

効果について検討したが,DPPHラジカル捕捉

活性が強いプロポリスおよび花粉に過酸化脂質

生成抑制効果が見られ フラボノイド量も測定

された.すなわち,プロポリスには強力な抗酸

化作用があり,花粉にも強い抗酸化作用が認め

られた.また,フラボノイド量とも関連がある

ように思われた.

SerraBonvehietal.(2001)は,スペイン産の

ミツバチ花粉 (11検体)に含まれるポリフェ

ノール化合物やフラボノイド類を調べ,比色定

量法による総フラボノイ ド量は0.51±0.16%

であり,また,グラジェント逆相HPLCにより

15個の化合物を分離し,そのうち13個を同

定した.主にルチン(29.00±798mg%),ケル

セチン(6.60±1.96mg%),ミリセチン(3.34±

3.76mg%),ケンフェロール,桂皮酸,p-クマ
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図3 プロポリスの過酸化脂質生成抑制



表 3 フラボノイド量
被検体 フラボノイド塁
花粉

1スペイン産
2台湾産

3中国産(ラ
4中国産(∋
5中国産(参

3.13±0.04

058±002

2.47±007

353±0.14

0.58±0.01

プロポリス
1ブラジル産 32.3±1.05

2中国産 30.9±2.55

3ニュージーランド産 27.6±1.06

(単位は mg/g,∩-3)

ル酸などを含むと報告した.特にルチンが非常

に多く含まれていた.これらのフラボノイドは

プロポリス中にも含まれる成分で,こうした

成分が主に抗酸化作用を示すものと思われる.

今回測定したスペイン産の花粉中のフラボノ

イド量は0.313±0.004%で,SerraBonvehiet

al.(2001)の値と比較的よく似ていた.

ハチミツ中には花由来の花粉が含まれ,ソバ

蜜にはルチンが多く含まれている,ハチミツ

の中で,ソバ蜜にDPPHラジカル捕捉活性が

認められたのはそのためと思われる.Gheldof

etal.(2002)ち,いくつかの蜜源から得たハチ

ミツの抗酸化作用とフェノール総量が相関関

係にあること,また,色の暗いハチミツ,たと

えばソバ蜜には高い抗酸化作用があることを

報告しており,今回のデータとよく合致する.

Camposetal.(2003)によると,ミツバチ

花粉のフリーラジカル消去活性は,花粉に含

まれるフラボノイ ド頬やフェノール酸誘導体

に影響されるが,それだけによるものでない.

また,花粉のフリーラジカル消去活性は,高

いラジカル消去活性を有する花粉 (ユーカリ)

では,新鮮な花粉ほど活性が高く,その後経年

的に減少し, 3年以上経過すると50%まで活

性が減少すると報告している.今回実施した花

粉は,スペイン産がワイルドフラワー,台湾産

はお茶,中国産(丑はナタネ,と花の種類が異な

っていた,中国産①は活性が高く,スペイン産,

台湾産も比較的高い活性を示したが,中国産

(参および(参は活性が低かった.使用した花粉

の花粉採取後の時間的経過は明らかでないが,

117

今後,経年的な変化についても検討を要すると

思われる.花粉の種類,採取時期,保存期間と

抗酸化作用の関係についてさらに検討する必要

がある.

ミツバチ生産物の中で,プロポリスが一番高

いフリーラジカル消去活性を示したが,プロポ

リスの抗酸化作用については報告も多く,熊滞

ら (2001)は産地別プロポリスの総ポリフェ

ノール含量とDPPHラジカル捕捉活性を調べ,

おおむね相関があると報告している.抗酸化作

用を示す成分としてポリフェノールだけでな

く,Matsushigeetal.(1996)は,ブラジル産プ

ロポリスから分離したジカフェオイルキニン酸

誘導体が,強力なフリーラジカル消去活性を示

したと報告している｡

花粉をはじめ､プロポリスやローヤルゼリー

などに抗酸化作用を示す報告があるが,それぞ

れ異なった方法でなされている.今回,花粉の

抗酸化作用がどの程度なのかを調べたが,かな

り高い抗酸化作用を示し,全く同じ方法で他の

ミツバチ生産物,プロポリス,ローヤルゼリー,

ハチミツについても同様にDPPHラジカル捕

捉活性および過酸化脂質生成抑制効果を検討し

た.その結果,一番強力な抗酸化作用を示した

のはプロポリスで,花粉がそれに続いて強い活

性を有し,ローヤルゼリーやハチミツの抗酸化

作用はそれほど強くなかった.ハチミツの中で

は,ソバ蜜がやや強いDPPHラジカル消去活

性を有した.

(〒500-8471岐阜市加納富士町 1-2日本養蜂株式
会社 (池野久,柿木,中村),〒491-0938一宮市日

光町6-宮女子短期大学生活文化学科 (池野武),

〒468-8503名古屋市天白区八事山 150名城大学薬

学部臨床化学教室 (篠原))
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Antioxidativeactivitiesofhoneybeepollenwere

assayedbyDPPHfreeradicalscavengingactivity

andtheinhibitoryeffectontheFormationoflipid

peroxidesHoneybeepoHenhadstrongantioxidative

activity.TheseactivitiesoFotherbeeproductswel-e

alsoassayedlnthesamemethodPropollSWasOne

ofthebestscavengerofDPPHFreeradicalamong

beeproductsRoyaIJellyandhoneyhadallttle

inhibitoryactivityorDPPHFreeradical,respec-

tlVelyAntioxidativeactivityoFbuckwheathoneyis

thehighestintheexaminedhoneys


