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マウスにおけるブラジル産プロポ リス

エタノール抽出物の抗浮腫効果

N.Paulino,C.E.

A.Scremin,M.

プロポリスはミツパテによって生産される自

然の樹脂であり, ウイルス (Debiaggieta1.,

1990), 細菌 (Dimov eta1.,1992), 真菌

(Crisaneta1.,1995)などの感染による病気

の治療や,抗腫虜 (Schellereta1.,1989),宿

性酸素除去 (Pascualeta1.,1994;Basnetet

alJ997),anti-hyperalgesy(deCamposet

a1.,1998),抗炎症 (Ledneta1.,1997;Park

eta1.,1996)などの効果を期待する,種々の治

療に広 く用いられている.

化学的な研究によって,プロポリスには,広

い活性スペクトルを示す複雑な多くの化合物,

すなわちフラボノイ ド類,テルペン類,桂皮酸

類,フェノール酸類,カフェ酸やそれらのエス

テル類などが混合されていることが明らかにな

っている (Banskotaetalり1998;Martoset

a1.,1997;Agaeta1.,1994).

本研究では,マウスにおいてカラギーナン,

ヒスタミン,ブラジキニンやプロスタグランジ

ンE2や F2α(PGE2とPGF2α) によって誘発さ

れた浮腫に対する,ブラジル産プロポリスのエ

タノール抽出物の効果を評価することを目的と

した.

材料および方法

実験動物

絶食させていないスイスマウスの成体 (体重

18-30g)を実験に用いた.マウスは温度 (21

±2oC)を制御 した環境で飼育し,食物や水は

自由に与え,午前 6時から午後 6時までの問は

自然光および電灯を補助光として明るくしてお

いた.マウスはZimmermann(1983)の実験

動物管理要項およびガイ ドラインにしたがって

Okuyama,C.daSilva,

C.Marcucci,∫.B.Calixto

実験期間中,飼育管理された.

実験手順

1)足の浮腫

今回は,Calixtoetal.(1991)の方法を若干

改善 して行った. トリプロモエタノール (0.12

g/kg)による少量の麻酔下で,スイスマウス

(オス)の後肢に浮腫を誘導する物質としてカ

ラギーナン (Cg,300pg/足), ブラジキニン

(BK,3nmol/足),プロスタグランジンE2

(PGE2,30nmol/足),プロスタグランジンF2

α(PGF2α,30nmol/足),ヒスタミン(50FLg/

足)を含む リン酸緩衝食塩水 (生理食塩水)

(PBS,組成:NaCl137,KC12.7,リン酸緩衝

液 10,各 mmol/L)を50pL注入 した.反対側

の足には50〟Lの生理食塩水を注入 し,対照区

として用いた.

浮腫は誘導物質を注入後,数回体積測定器

(UgoBasile,Italy)を用いて測定 した.実験

区と対照区の足の体積の差から浮腫を〟Lレベ

ルで表示 した.BK(ブラジキニン)を用いるす

べての実験においては,キニナーゼの作用を防

ぐために,マウスを30分前にカプ トプリル (5

mg/kg,腹腔内)で処理 した.ほとんどの実験

で,マウスの腹腔を通 して,炎症誘導剤の注入

30分前に,ブラジル産プロポリスのエタノー

ル抽出物 (Pl)(1,3または 10mg/kg),ある

いはインドメタシン(long/kg)を処理 した.

対照区には同じ量の生理食塩水を注入 した.

2)耳の浮腫

実験日に,オスメス両方のマウス (18-30g)

の体重を測定 して平均体重を求め,個別にアク

リル板ケースの中に入れて飼育 した (4×4×5
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in.). マウスには異なる量のプロポリス (1,3

または 10mg/kg,i.p.)を事前に与え (30分

間),引き続いてカブサイシン (250〟g/耳)を

片耳の内側および外側の表面に局部的に処理 し

た.もう一方の耳には20plの生理食塩水を注

入 し,対照区として用いた.カブサイシンの処

理後 30分に,頚椎脱臼によってマウスを殺 し,

耳を金属製のパ ンチで打ち抜いて6mmのデ

ィスクを得た.カブサイシンで誘発された浮腫

の大きさは,右耳と左耳の重量 (mg)の差から

求めた.

薬物と試薬

ブラジル産プロポリスのエタノール抽出物

(Pl)はブラジル南部で一般に販売されている

もの (Prodapys,ProdutosNaturaisLtda,

Ararangua,SC,Brasil)を用い, ブラジキニ

ン,プロスタグランジンE2,プロスタグランジ

ンF2α,ヒスタミン,ラムダカラギーナングレ

ード5,カブサイシン,カプ トプリルと生理食

塩水 (PBS-pH 7.6)はSigmaChemicalCo.,

StLouis,MO,USAから入手 した.

統計解析

すべてのデータは6匹の平均±標準誤差で

表 した.実験グループ間の統計的な有意差は一

元配置のANOVA,あるいはDunnett'spost-

testあるいはStudent'sunpairedttt"testを

用いて検定を行った.有意水準はP<0.05ある

いはそれ以下とした.ID50値を求められそう

なときには最小二乗法によって求め,幾何平均

とその95%信頼限界で表わした.

結果

ブラジル産プロポリスのエタノール抽出物

(Pl)(1,3または10mg/kg)のマウスへの事

前 (30分前)処理はいくつかの炎症誘発物,す

なわちカラギーナン (300/上g/片足),BK (3

nmol/片足)または,PGF2｡(30nmol/片足)

によって誘発された足の浮月重を有意に抑制 した

(図 1A,B,C).ID50値 (mg/Kg)(95%の限界

信頼度)は,カラギーナ ンでは0.68(0.50-
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図 1A カラギーナン,Bブラジキニン,Cプロスタ

グランジンF2αによる足の浮腫に対するプロポリス

の効果 プロポリス投与区01mg/kg,■3mg/kg,

□10mg/kg,対照区●生理食塩水のみ.各プロット

は6匹の平均と標準誤差を,*は対照区に対しての

有意差 (p<0.05)を示す.

0.85)(120分),BKでは0.80(0.54-1.05)

(60分),PGF2｡では0.72 (0.27-1.17)(120

分)であった.ブラジル産プロポリスのエタノ

ール抽出物 PlはPGE2 (30nmol/片足)ある

いはヒスタミン (50〟g/片足)による浮腫には

抑制効果を示さなかった (図中に結果は示 して

いない).
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図 2 カブサイシンによる耳の浮腫に対するプロポ

リス (各mg/kg)の効果.クラフはそれぞれ6匹の

平均と標準誤差を,エラーバーの上の数字は対照区

に対する抑制率の平均と標準誤差,*は対照区(生理

食塩水)との有意差 (p<0.05)を示す.

ブラジル産プロポリスのエタノ-ル抽出物 P

1(1,3orlOmg/kg)はカブサイシン (250

〟g/耳)によって誘発 された耳の浮腫を有意

(P<0.05)に抑制 した (図 2).プロポリス量に

よる抑制効果の差があり,投与量 1,3または

10mg/kgで,それぞれ 12(±2.9),32(±

4.2),38(±3.8)%の抑制となっている.

考察

ブラジル産プロポリスのエタノール抽出物を

定量的に投与 し,いくつかの炎症誘発剤,特に

足に処理 したプロスタグランジンや,耳に処理

したカブサイシンなどによって誘発された浮腫

に対 して,有意な抗浮腫効果があることが証明

された.

この研究の中で使用した濃度範囲のプロポリ

スエタノール抽出物に,一貫 した抗浮腫効果が

あり,これは,痛覚過敏症や炎症関連化学物質

による痛み,あるいは炎症性の痛みモデル (De

Camposeta1.,1998)に示される痛みの軽減

になっていることを証明 した.Malmbergand

Yaksh (1995) や Doak and Sawynok

(1997)は,ホルマリンをマウスの足に皮下注

射 した場合の浮腫の形成や痛みの生成に,タキ

キニン類を除く (SantosandCalixto1997),

キニン類,セロトニン,興奮性アミノ酸類,プ

ロスタノイ ド規のような炎症関連物質が一定の

役割を果たしていると報告 している.それゆ
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え,ブラジル産プロポリスのエタノール抽出物

に含まれる抗浮腫作用機作は,おそらく,キニ

ンやプロスタノイ ドの生成や作用におけるいく

つかの相互作用の中で働 く二次的な抗炎症作用

であると考えられる.この仮説は,MlrZOeVa

andCalder(1996)が報告 している,プロポリ

スのエタノール抽出物およびその中の数種の成

分が,生体外でマウスの腹腔マクロファージに

よるプロスタグランジンやロイコトリエンの生

成を抑制することや,生体内でザイモサン誘導

性の急性腹腔内炎症を抑制することによっても

支持される.

以前,プロポリスのエタノール抽出物がカリ

ウムチャンネルに対する直接または間接的な活

性化を含むいくつかの作用メカニズムによっ

て,分離 したモルモットの気管において弛緩薬

的な効果を示 したことを報告 した (Paulinoet

a1.,2002).これとは別に,カリウムチャンネル

の活性化因子が抗炎症効果をを誘発することも

実証されたている (Lu etalリ1999;Liuet

a1.,2002). またプロポリスから単離されたい

くつかの化合物は核因子rcBの化学変成を伴 う

抗炎症効果を示 している (Fitzpatrick eta1.,

2001).

プロポリスのエタノール抽出物による,キニ

ン類やプロスタノイ ド系に敏感な化学物質誘導

性の浮腫に対する実験系での抗浮腫性が見られ

ないことから,抽出物がこれらの化学物質と何

らかの相互作用を起こすこと,あるいはプロポ

リスの抗浮腫効果は,プロポリス抽出物が本来

持っている抗炎症作用の延長線上にあるものだ

ということを示 している.

生体内外でプロポリス抽出物を用いたいくつ

かの研究はこれまでも多 くあったが,本研究

が,低濃度のプロポリス抽出物を用いて,マウ

スにおいてブラジキニンやプロスタグランジン

F2αで誘導 した浮腫に対する抗浮腫効果を確

認 した最初の研究であることはまちがいない.

モルモットの気管の抑制に関連する物質群に

ついては今のところ完全にはわかっていない.

しかしながら,この効果はフェノール化合物や

フラボノイド類の存在に関係 しているようであ
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る (Marcuccieta1200).現在,そのような効

果を示す化合物を単離 し,化学的な特性を確か

めるための,化学的あるいは薬理学的な研究を

進めているところである.

(著者の住所は下記参照 翻訳 笠原麗美)
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Thisstudy evaluatetheantトOedematogenic

effectofstandardlSedsampleofBrazilianpro-

polis(Pl)Onoedemainducedbyflogisticagents

inthepaw andearofmlCe.

IntraperltOnealinjectionofethanolユCextract

ofpropolis(Pl)(1,3or10mg/kg)producedan

anti一〇edematogeniceffectinmice.Inthepaw

oedemaInducedbycarrageenanmodel,theID50

was0.68(0.50-0.85)mg/kg(in120min).Inthe

paw oedemaInducedby bradykinin,theID50

was0.80 (0.54-1.05)mg/kg,and in thepaw

oedemainducedbyprostaglandinF2,theID50

was 0.72 (0.2711.17) mg/kg.Furthermore,

ethanolicextractofpropolisdidnotproducea

signiflCant anti一〇edematogenic effect, when

assessedinthepaw oedemainducedbypro-

staglandln E2 and hlStamine.In theslmilar

way,theethanollCextractOfpropollS(Pl)(1,3

or10mg/kg)producerespectivelylnhlbitlOnOf

12(±2.9),32(±4.2)and38(±3.8)%,lntheear

oedema induced by toplCal application of

capsalCinin mice.

Ourresultssuggestthatthe standardlSed

sampleofBrazilianpropollSextractusedinthis

experiments,haveapotentanti一〇edematogenlC

effectintheoedemalnducedkininsandpro-

staglandinsystems,andcanexplain,atleastin

part,itseffectlntheinflammatorydlSeaSe.




