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ブラジル産プロポリスの品質評価に関する研究

緑川 淑,A.

プロポリス (Propolis)とは, ミツバチが巣

の保全の為に作る濃緑色～茶褐色の粘着性物質

であり,ミツパテが樹木より採取したガム質 ･

樹液 ･植物色素系物質 ･香油等の集合体に,白

身の分泌物 ･蜜蛸等を混合 して作 られる

(Ghisalberti,1979).伝統薬物としてのプロポ

リスの使用の歴史は紀元前300年以上前にさ

かのぼり,抗腫療活性,抗酸化活性,抗炎症活

性,抗菌活性など様々な生物活性が報告されて

いる (Burdoc,1998;Marcucci,1995).

プロポリスの組成は採取された地域の植物相

に依存することから,ヨーロッパ,南北アメリ

カ,アジア,アフリカ産それぞれ風土的地理的

な違いにより成分構成が異なり,これまで160

種以上の化合物が確認されている (Marcucci,

1995;Bankovaeta1.,1999).手法としては

GC-MSとHPLC分析がプロポリス中の化合物

の同定 と,基源植物の調査 に使用された

(Bankovaeta1.,1999;Greenawayeta1.,

1991;Markhameta1.,1996;Tomas-Barberan

eta1.,1993).興味あることに,それらの化学成

分組成の相違にもかかわらず,温帯から熱帯ま

での全ての領域からのプロポリスは,同様の生

理活性 を示 したことか ら (Burdoc,1998;

Marcucci,1995),適当な生物学的評価法の選

択は,異なる基源からのプロポリスの評価法と

して有用であると考えられた.Kujumgievet

al.(1999)は,12種の異なるプロポリスの抗

真菌活性,抗ウイルス活性について調査し,全

てのプロポリスがグラム陽性菌に対して活性を

持っことを報告 している.Miyatakaetal.

(1997)はブラジルと中国産の2種のプロポリ

スに対しヒアルロニダーゼ抑制活性試験を行抑
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制活性試験を行い,ヒアルロニダーゼ抑制活性

はプロポリスの評価のための優れた生理化学的

な方法であると結論した.プロポリスの生理活

性についての研究は,抗酸化活性 (Hayashiet

a1.,1999,Schellereta1.,1990,Yamauchiet

a1.,1992,Pascualeta1.,1994,Volpertand

EIstner,1993,Matsushigeeta1.,1996),抗癌

または細胞毒性活性 (Banskotaeta1.,1998,

Grunbergereta1.,1988,Matsuno,1995,

Matsunoeta1.,1997,Schelleretal"1989),

肝保護活性 (Basneteta1.,1996,Gonzalezet

a1.,1994,Gonzalezetal.,1995,Sugimotoet

alり1999)についての報告があり,活性成分も

いくつか単離されている.

日本国内で繁用されているブラジル産プロポ

リスについては,その外観,香り,またエタノ

ールに溶解させた時の嬉液の色,香り等の経験

的要素がプロポリス原料の等級付けの大きな判

断基準となっていた.現在では,吸光分析や

HPLC分析も用いられているが,プロポリスの

持っ生理活性や含有する個々の成分との関連を

論じられるものでない.

そこで我々は,ブラジル産プロポリスの等級

別原料6種を入手し,等級を反映する生理活性

の検討,その活性に寄与する成分の解明,さら

にLC-MSを用いたそれらの成分の分析を行

い,プロポリスの品質評価法を確立することを

試みた.

1.ブラジル産プロポリスの活性

サ ンプ ル は1999年 に ブ ラ ジルMinas

Gerais州BeloHorizonte市で入手した6種を

用いた.これ らは,等級の高い順に,Ultra
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Green(以 下 UGと略),SuperGreen(SG),

CPI(CPI),Blend(Bl),ParanaGreen(PG),

Brown(Br)と命名されている.UG,SG及び

CPIはMinasGerais州産で現地の養蜂家の間

では高品質とされるグリーンタイプの原料であ

る.BLはブレンドされたもの,PGはParana

州産のグリーンタイプ,Brは茶黒褐色の原料

である.

通常プロポリスは水,エタノール,グリセリ

ン等で抽出して用いられている事から,6種の

プロポリスそれぞれについて,水及びメタノー

ルで抽出してエキスを作製 した.即ち,プロポ

リスを粉砕後熱水抽出 (80℃,3hr)し,癌液を

凍結乾燥 して水エキスを得た.次いで,残虐を

メタノールで3時間還流抽出後,浸液を減圧乾

固してメタノールエキスを作製し,治療補助目

的での使用と関連する,細胞増殖阻害活性試

験,DPPHラジカル消去活性試験,肝保護活性

試験を行い,その等級間の強さを比較 した.

高肝転移性のhumanHT-1080fibrosarcoma

細 胞 (Rasheed eta1.,1974)及 びmurine

colon26-L5carcinoma細胞 (Ohnishieta1.,

1997)に対する各プロポリスエキスの細胞増

殖阻害活性をMTTアッセイ法 (Rubinstein

eta1.,1990;Banskotaetalり1998)により検

討した.その結果,メタノールエキスが対応す

る水エキスより強い阻害活性を示していたが,

いずれのプロポリスエキスも等級間のIC50値

に殆ど差が見られず,これらの癌腫を用いた細

胞増殖阻害活性試験はプロポリス等級比較には

有用で無い事が解った.

DPPHラジカル消去活性試験 (Hatanoet

a1.,1989)においては,水エキスが対応するメ

タノールエキスより強い活性を示したが,細胞

増殖阻害活性同様に等級間に殆ど差は見られな

かった.

肝保護活性は,D-GalN/TNF-αで誘発する初

代培養肝細胞死 モデルを使用 し (Seglen,

1976),200/Jg/ml及び 100〟g/mlの濃度で

測定 した.それぞれのプロポリスのメタノール

エキスと水エキスの活性を比較すると,初代培

養肝細胞に対する毒性を示 したBrを除いて,
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図 1 D-GalN/TNF-αで誘発する初代培養肝細胞死

モデルにおけるプロポリスメタノールエキス(a)

及び 水エキス(b)の肝細胞死阻害活性.

結果は平均±標準偏差で示す

(∩-4,正常群と対照群はn-8),対照群に対する

有意差:*♯p<0.01,*p<005

メタノールエキスは対応する水エキスより強い

肝細胞死抑制活性を示 した.Br以外のメタノ

ールエキスは100/Jg/ml及び200〟g/mlで活

性を示 し,UG,SG,CPIの水エキスは200JJg/

mlで有意な肝保護活性を示した.侍に,水エキ

スが細胞毒性を示さなかった事は興味深い.各

エキス100pg/ml及び200〟g/mlの濃度での

細胞生存率と等級を比較すると,最も等級の低

いBrから最も等級の高いUGまで等級が高く

なるにつれ生存率も高くなっており,両者の間

に相関が見られた (図 1).したがって本活性試

験は,前述の2種の活性試験とは異なり,ブラ

ジル産プロポリスの等級を比較する目的で使用

可能な方法と考えられる.

2.ブラジル産プロポリス中の活性成分

上記の3種の活性試験においてブラジル産

プロポリスのエキスが活性を示すことが明らか

になったので,次にそれらの活性に寄与する成

分の解明を試みた.

プロポリスメタノールエキスよりカラムクロ

マ トグラフィー及びpTLCにより,クロマン誘

導体 4種,桂皮酸誘導体 4種,ラブダンクイブ



のジテルペン6種,フラボノイド4種,ベンゾ

フラン誘導体 7種,その他 2種の計 27種の化

合物を単離 し,細胞増殖阻害活性,DPPHラジ

カル消去活性,肝保護活性を測定した.

27種の中でmurinecolon26-L5carcinO-

maに対 して増殖阻害活性を示 した化合物は,

betletol(19;IC50,4.95/上g/ml)でありhuman

HT-1080fibrosarcomaに対 して増殖阻害活性

を示 した化合物 は,coniferylaldehyde(9;

IC50,4.05.〝g/ml),kaempferide(20;IC50,2.91

〟g/ml),ermanin(21;IC50,2.30〟g/ml)の3化

合物であった.

化合物濃度 100pg/mlでDPPH(60pM)に

対する捕捉率 50%以上を示 した化合物は,ar-

tepillinC(5;96.6%),coniferylaldehyde(9;

41

0 5

17

91.9%),betuletol(19;94.1%),kaempferide(20;

94.7%),dimericconiferylacetate(23;58.2%)

であった.

ブラジル産プロポリス中の肝保護活性成分に

ついては以前にcaffeoylquinicacidsが報告さ

れているが (Basneteta1.,1996),本研究にお

いてメタノールエキスは対応する水エキスより

強い肝細胞死阻害活性を示した事から,肝細胞

死阻害活性に寄与する他の化合物の存在が示唆

された.ポジティブコントロールとして使用し

たsilibinin(IC50,39.6/∠M)より強い肝細胞死

阻害 活 性 を示 した化 合 物 は,4-dihydro

cinnamoyloxy-3-prenylcinnamicacid(6;

IC50,26.9pM),4-hydroxy-3lPrenylcinnamic

acid(7;IC50,34.4/JM),vanillin(8;IC50,22.1JJ

15 20 25 30 35 40 45

時間 (分)

50 55

図2 標準品 (i-41)のトータルイオンクロマトグラム (TIC).

化合物名:1,3-Hydroxy-2,2-dimethy1-8-prenylchromane-6-propenoicacid; 2,2,2-dlmethy1-8-pre-

nylchromene-6-propenoicacid; 3,2,2-dimethylchromene-6-propenoicacid; 4,2,2-dimethyl

chromene-6-carboxylicacid;5,artepillinC;6,4-dlhydrocinnamoyloxy-3-prenylcinnamicacid;7,4

-hydroxy-3-prenylcinnamicacid;8,vanillin;9,coniferylaldehyde;10,isocupressicacid;ll,15

-acetoxyisocupressicacid;12,agathicacld;13,agathicacld15-methylester;14,agathallCacid;

15,cupressICacid; 16,tremetone; 17,viscidone; 18,121aCetOXyViscidone; 19,betuletol; 20,

kaempferide;21,ermanin;22,3.5,7-trihydroxy-4'-methoxyRavanol;23,dimericconiferylacetate,

24,(E)-3141hydroxy131[(E)-4-(2,3-dlhydroIClnnamOyloxy)-3-methy1-2-butenyl]-5-prenylphenyl)-2-

propenoicacid;25,(E)-3･[2,3-dihydr0-2-(1-methylethenyl)-7-prenyl-5-benzofuranyl]-2-Propenoicacid;

26,propolis-benzofuranA; 27,propolis-benzofuranB ; 28,3,4-di一〇一ca汗eoylqulnicacid; 29,

methy13,4-d1-0-caffeoylquinate;30,methy14,5-di-0-caffeoylquinate;31,3,51di-0-caffeoylquinicacid;

32.chlorogemcacid; 33,chrysin; 34,quercetin: 35,kaempferol; 36,quercitrin; 37,cinnamic

acid;38,a-coumaricacid;39,caffeicacid;40,ferulicacid;41,gaユ11CaCld.
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M),betuletol(19;IC50,12.7〟M),kaempferide

(20;IC50,17.6〟M),ermanin(21;IC50,15.0.〟M),

3,5,7trihydroxyl4'-methoxyflavanol(22;

IC50,22.OpM),(E)-3-(4-hydroxy-3-[(E)-4-(2,3-

dihydrocinnamoyloxyト3-methyト2-butenyl]

-5-prenyl)-2-propenoicacid(24;IC50,15.2.

〟M),propolis-benzofuranB(27;IC50,15.0

〟M)の9化合物であった.

3.ブラジル産プロポリスのLC-MS分析

前章でブラジル産プロポリスメタノールエキ

スより単離 した27化合物 (ト27),以前にブラ

ジル産プロポリス水エキスから単離されていた

4種のdicaffeoylquinicacid類 (28-31),プロ

ポリスからの単離報告のある10化合物 (32-

41)の計41化合物を標品としてLC-MS分析

を行った.

最初に,個々の標品についてパルスインジェ

クション法にてLC-MS測定を行ない, それぞ

れの標品の保持時間 (tr)と擬分子イオン [M-

H]-を示す事を確認 した.次いで,41化合物を

混合 しLC-MS分析を行ない,各化合物が トー

タルイオンクロマトグラム (TIC)で良好な分

離を示す事を確認 した (図 2).なお,TICにお

いて分離できなかった一部の化合物について

ち,擬分子イオン [M-H]Aの質量数でのマス

クロマ トグラムでは明瞭に分離していた.結果

としてHPLC条件は,島津製 CLC-ODS(150

×6.0mm)カラム,移動相は0.5% 酢酸とメ

タノールをブラジェン ト条件 (0.5%AcOH-

MeOH (70:30,Ⅴ/v)to 0.5% AcOH-MeOH

(20:80,Ⅴ/v)for30min,30min以後保持 )

で流 量 1.0 ml/minで使 用 (カ ラム温 度

40℃), サンプル注入量は10pl,LC-MS条件

は イオ ン化 モ ー ド,negativeAPCI;TIC

range,m/zl43to900;vaporizationtem-

perature,400oC;orificetemperature,60oC;

needlevoltage,2.80kV;ioninjectiontime,

0.1Sを用いる事にした.この条件では,測定は

60分で充分であり,水エキスから単離 した化

合物は20分以内に溶出し,メタノールエキス

から得た化合物は50分以内に溶出した.
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図3 等級毎ブラジル産プロポリス

(UG,SG,CPI,BL,PG,Br)水およびメタノール

エキス中の化合物のイオン強度

ブラジル産プロポリス6種についてLC-MS

分析を行った結果,水エキスに共通 して検出さ

れた化合物 は,3,4-di一〇一caffeoylquinicacid

(28),3,5-di一〇一caffeoylquinicacid (31),♪-

coumaricacid(38)であった.また,メタノー

ルエキスにはditerpene,chroman誘導体,

貝avonoids, caffeoylquinic acid誘導体,

cinnamicacld誘導体,その他のフェノール性

化合物を含む多くのピークが認められ,12種

類の化合物 (1,4,5,6,7,12,14,19-22,35)

が共通に検出された.

6種のプロポリスの トータルイオンクロマト

グラム(TIC)を比べると,それぞれのイオン強

度は異なるものの,水エキス同士,メタノール

エキス同士では類似 していた.しかし,エキス

問で化合物ごとのイオン同士を比較すると等級

の高いもの同士 (UG,SG,CPI)は類似のパタ

ーンを示 し,等級の低いもの同士 (PG,Br)ち

類イ以のパターンを示した.ブレンドタイプ(BL)

は等級の高いもの (UG,SG,CPI)と等級の低

いもの (PG,Br)の中間的なパターンを示 した

(図3).この結果から,今回のLC-MS条件でブ
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b)ブラジル産プロポリス水およびメタノールエキス中の化合物28,31のイオン強度

ラジル産プロポリスを分析 しそのイオン強度パ

ターンを比較する事で,その等級の高低を判別

する事が可能であると考えられた.次に肝細胞

死阻害活性との相関が認められた化合物につい

て,等級とイオン強度の関係を比較 してみる

と,silibininよりも強い肝細胞死阻害活性を示

した8avonoids19,20及びdicaffeoylquinic

acid28,31は等級の高いサンプルで高いイオ

ン強度を示 していた (歯 4).したがって,これ

らの化合物 19,20,28,31のイオン強度も, ブ

ラジル産プロポリスの品質評価に有効な指標で

あると考えられる.

上記のように,LC-MS分析がブラジル産プ

ロポリスの品質評価に有効であったので,同条

件で他の産地 (ペルー産,オランダ産,中国産)

のプロポリス原料の分析を試みた.これらの産

地のプロポリス原料のクロマ トグラムはブラジ

ル産のものとは異なっており,含有成分が異な

っている事を示 している.これは,始めに述べ

たように,プロポリスは ミツパテが周辺の樹木

から集めてくるものであるので,産地が異なる

と基源植物が異なる為である.品質を評価する

上において産地を明らかにする必要があるが,

今回の結果はLC-MS分析で産地の特定を行い

うる可能性も示唆しているものと考えられる.

以上のように,含有成分 (特に,肝細胞死阻

害活性成分)に注目したLC-MS分析法は,従

釆科学的方法が十分で無かったブラジル産プロ

ポリスの品質評価において有用な手法になる事

が明らかになった.なお,類似のLC-MS法は

ブラジル産プロポリスに限らず,他の地域のプ

ロポリスの品質評価においても有用な手法とな

ると思われる.

(Banskota,手塚,門田:〒930-0194 富山県富山市

杉谷2630 富山医科薬科大学和漢薬研究所化学応用

部門 緑川,松繁.〒325-0025 栃木県黒磯市下

厚崎5-452 日本プロポリス㈱)
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QualityevaluationofthepropolisisImpor-

tant,beforetobeusedinfoodandbeverage.In

ordertosettleoftheadequatemethodforthis

propose,WecarriedoutthreedifferentblOlogl-

calactivities,i.e.,hepatoprotective,1,i-dipheny1-

2-picrylhydrazyl(DPPH)radlCalscavenging,and

antiproliferatlVeaCtlVitleS,OnSixdifferer】tpro-

polisfrom Brazil.Thehepatoprotectiveactivity

wasinaccordancewiththegradesettedupby

beekeepersin】〕razll.Thus.thehepatoprotectlVe

constitucntswereidentirled,andbyusingthem

asstanderedcompounds,LC-MSmethodwas

settledasthemostconvenientmethod




