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プロポ リスに含まれるポリフェノール成分 と抗酸化性

熊揮 茂則,中山 勉

過酸化水素 ･スーパーオキシド･ヒドロキシ

ルラジカルなどを総称 して活性酸素と呼んでお

り,一般にも広 く知 られるようになった.活性

酸素による生体成分の酸化反応が長期間蓄積す

ることが,循環器系疾患 ･がん ･老化などの一

因になると考えられている (Sュes,1987).これ

に対抗するため,生体は様々な酸化防止のメカ

ニズムを持っている.例えば,活性酸素を消去

する酵素や酸化されたDNAを修復する酵素な

どは,酸化傷害を防ぐために進化の過程で生ま

れたと考えられている.一方,ビタミンCやビ

タミンEは抗酸化作用を持ち,ヒトにとって欠

かすことのできない栄養成分である.

このような状況のもとで,世界中の研究者が

注目しているのが,植物性食品に含まれるポリ

フェノールと呼ばれる一連の物質群である.ポ

リフェノールは様々な生理機能を持っが,抗酸

化作用はその代表的なものであり,酵素やビタ

ミンとは異なる役割も報告されている.

ポリフェノールとは

ポリフェノールとは自然界に生育 している植

物に含まれている色素や苦みの成分であり,化

学的にはベンゼン環に水酸基を2つ以上持 っ

ているフェノール類の総称である.最近になっ

て,このポリフェノールの抗酸化作用が注目さ

れるようになり,ポリフェノールを多く含んで

いる食品によって,いろいろな疾病が予防でき

るのではないかと考えられるようになってきた

(吉川ら,1997).ポリフェノールには多くの種

類が知られているが,フラボノイ ドとフラボノ

イ ド以外 (ノンフラボノイ ド)のポリフェノー

ルに大きく分けることができる.図 1に主なポ

リフェノールと,それらが含まれている食品を

示 した.

フラボノイドとは,ベンゼン環 2個 (A環と

B環)を炭素元素 3個がつなぐ化学構造を有す

るフェノール化合物の総称である.この基本的

な構造に加え,さらにC環の構造の違いや水酸

基の結合の有無などで,フラパン,フラバノン,

フラボン,フラバノール,フラバノノール,フ

ラバノールなどに分類することができる (図

2).このうち,フラバノールはカテキンとも呼

ばれ,特に緑茶に多く含まれることが知られて

いる.緑茶には,構造式の異なるエビカテキン,

エビガロカテキン,エビカテキンガレート,エ

ビガロカテキンガレー トなどのカテキン類が含

まれているが,これらのカテキン類はがん予防

や治療にも効果を示すことが考えられ,脚光を

浴びている (牛谷ら,1999;大久保,2000).

赤ワインにも多くのポリフェノールが含まれ

ており,近年,赤ワインが健康に良いという話

題が沸騰 したが,そのきっかけは,フランス人

は喫煙率が高く,動物性脂肪の摂取量が多いの

に,心疾患による死亡率が低いという ｢フレン

チ ･パラドックス｣にある.すなわち,赤ワイ

ンを飲むことでLDL (低密度 リポタンパク質)

の酸化が抑制され,動脈硬化が予防できるので

はないかと考えられている.赤ワイン中のポリ

フェノールとしてはカテキン規の他,ぶどう種

皮中に存在するアントシアニンや,ぶどう種子

中に存在するレスベラトロールなどが重要な役

割を演 じている (佐藤,1999).

一方,フラボノイ ド以外のポリフェノールと

しては,クロロゲン酸,フェルラ酸,没食子酸

などの桂皮酸類や,香辛料に含まれるクルクミ
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図 1 食品中に存在する主なポリフェノール

ンなどが代表的なものである.これらのポリフ

ェノールも抗酸化活性をはじめとして,様々な

研究が行われている (西滞 ･グユエン,2000;

中谷,1999).

プロポリスと抗酸化性

現在,日本において健康食品の素材としても

注目されているプロポリスは, ミツバチが周辺

の植物の芽や浸出物を集めて作った樹脂状物質

である.プロポリスの主な成分は,樹脂,ろう

質.花粉,その他 ミネラル類などであるが,莱

際の組成は原塊の採取地や蜂が利用する植物源

に左右される.プロポリスは,世界各地で民間

伝承薬として利用されており,近年,抗菌作用,

抗ウイルス作用,抗炎症作用,抗腫療作用など

の数多 くの薬理学的効果が報告 されている

(Burdock,1998).プロポリス中には,桂皮軟

や p-クマル酸などのフェノール酸類,フラボ

ノイ ドなど,多くのポリフェノールが含まれて

いるため (Bankovaetalリ2000),生体内にお

ける抗酸化作用が期待できる.

プロポリスの抗酸化作用に関 しては,以前か

らいくつかの研究が報告されており (Scheller

etal.,1990;VolpertandEIstner,1993),岐

阜大の山内らは中国産のプロポリスから抗酸化

物質としてカフェ酸誘導体であるbenzylcaf-

feate(図3)を単離 している (Yamauchiet

a1.,1992).また,富山医科薬科大のグループは

ブラジル産プロポリスより,抗酸化活性を有す

るいくつかのキナ酸誘導体を単離 したことを報

告 している (Matsushigeeta1.,1996).ブラ

ジル産プロポ リスか らは,propolと名付けら

れた桂皮酸誘導体,3-[4-hydroxy-3-(3-oXo-

but-1-enyl)-phenyl]-acrylicacid(図3)も見

つけられており,propolはビタミンCや ビタ

ミンEよ りも強 いDPPH (1,トdipheny1-2-

picrylhydrazyl)ラジカル捕捉活性を持ってい

ることが明らかにされている (Basneteta1.,

1997).また,キューバ産プロポリスの抗酸化

作用に関 して も報告 されている (Pascualet

a1.,1994;Gonzalezeta1.,1994;Rodriguez

eta1.,1997),invivoにおける研究例として

は,奈良女子大の小城 らが酸化ス トレスを与え

たラットにブラジル産プロポ リスを経口投与

し,プロポリスは腸から吸収され,水溶性抗酸

化剤 と同様の活性を示す ことを報告 している
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図 2 各フラボノイドの基本骨格

(Suneta1.,2000).

このように,近年プロポリスの抗酸化活性の

報告は増えてきているが,プロポリスは産地や

採取時期によって,大きく成分組成が異なるた

め (Bankovaeta1.,2000),試料によって抗酸

化活性が異なっていても不思議ではない.しか

し､産地別によるプロポリスのポリフェノール

含量や抗酸化活性を比較 した研究例はそれほど

多くない.小柳津らは,ブラジル,中国,オー

ストラリア,ニュージーランド,日本産のプロ

ポリスの抗酸化活性を調べ,どの産地のプロポ

リスでも抗酸化活性があり,プロポリス中には

α-トコフェロール (ビタミンE)が多く含まれ

ることを報告 している (Oyaizu,1999).一方,

Morenoらは,同じアルゼンチン内でも採取地

O
H".0が Oへ◎

a

b
図 3 プロポリスより単離されている抗酸化物質
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域が異なるプロポリスは,抗酸化活性が異な

り,抗酸化活性はプロポリス中のフラボノイド

含量が関係 していることを報告 している

(Morenoeta1.,2000).

産地別プロポ リスのポ リフェノール

含量 と抗酸化活性

多くの研究者が報告 しているように,プロポ

リスにはポリフェノールが多く含まれており,

抗酸化活性があることも間違いのないことであ

る.しかし,どの産地のプロポリスのポリフェ

ノール含量が高く,抗酸化活性が高いのかとい

うことに関しては,研究者によって用いている

試料や実験方法が異なっていることもあり,混

沌としている.そこで我々は,産地が異なるプ

ロポリスに関して,それらのポリフェノール含

量と抗酸化活性の違いを改めて比較してみるこ

とにした.まず,日本プロポリス協議会などか

ら提供された世界各地のプロポリスの中から,

産地が明確に特定できる試料を選んだ.用いた

試料の産地は,ブラジル (サンパウロ州 (SP),

ミナスジェライス州 (MG)),ウクライナ,日本

(福島,岡山,鳥取),ウズベキスタン,ハンガ

リー,ウルグアイ,中国 (河北省,湖北省),オ

ーストラリア,ブルガリア,ニュージーランド,

南アフリカ,北米産の計 16種板である. これ

らの試料を,まったく同じ条件で溶媒抽出し,

ポリフェノール含量と抗酸化活性を調べた.読
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図4 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

料は原塊 100mgに対 して2ml(1:20)の割

合でエタノールを加え,密栓, よく撹拝 し,1

時間超音波 をか けた後,10分間遠心分離

(10000rpm)し,エタノール可溶部を集めた.

この操作を数回繰り返 し,徹底的に溶媒抽出を

行った.エタノール可溶部は,エタノールを蒸

発させて,良く乾燥させ,乾燥固形分を正確に

秤量 した後,ヘキサンにより脱脂 したものを評

価試料として用いた.

試料中の総ポリフェノール含量を測定するた

めには,様々な方法が報告されている (木村ら,

1995).今回,プロポリス試料の総ポリフェノ

ール含量の測定 は,Folin-Denis法を用 いた

(slinkardandSingleton,1977). この方法

は,アルカリ性でのフェノール性水酸基の還元

反応を利用 した比色法である.この方法は,

AOAC (AssociationofOfficialAnalytical

chenuists)のタンニン定量法であるが, ポリ

フェノール量の公定法がないために,本測定法

が代替法として良 く用いられている.すなわ

ち,一定濃度に調製 したプロポリス試料溶液 1

mlに,10倍に希釈 した市販のフェノール試薬

(関東化学社製)を lmlを加え,3分後に 1ml

の 10%炭酸ナ トリウムを加えて,1時間後に

760nmの吸光度を測定 した.検量線は,(+)-

カテキン (シグマ社製)を用いて作成 し,検液

中の総ポリフェノール物質含量として表 した.

試料の抗酸化活性を調べる方法も,いろいろ

な測定法が考案されている (五十嵐 ･島崎,

1995).今回のプロポリス試料の抗酸化活性測

定は,DPPHラジカルの捕捉活性を調べる方法

を用いた (篠原ら,2000).DPPHは,517nm

に極大吸収を持っ紫色の安定ラジカルであり,

α-トコフェロールの定量試薬として用いられ

ている.DPPHは水素を得ることによって,無

色のヒドラジンになるため,この呈色反応を利

用 して簡便なラジカル捕捉活性試験法,すなわ

ち抗酸化活性測定方法として現在広く使われて

いる.今回,一定濃度に調製 したプロポリス試

料溶液 2.5mlに,0.5mMのDPPHのエタノー

ル溶液 0.5mlを加えて激 しく振とうし,室温に

30分間放置 した後,517nmの吸光度を測定し

た.対照としては,溶媒のみを添加 したものを

測定 した.DPPHラジカル捕捉活性は,以下の

式によって算出した.

ラジカル捕捉活性-((ち-A)/B)×100

A:試料の吸光度 B:対照溶液の吸光度

このようにして,様々な産地のプロポリスの



総ポリフェノール含量と抗酸化活性 (DPPH ラ

ジカル捕捉活性)を調べた結果を,図 4に示 し

た.棒グラフが長いほど,ポリフェノール含量

が高 く,抗酸化活性が高い試料である.その結

果を見ると,総ポリフェノール含量と抗酸化活

僅とは,概ね相関があることがわかる.今回,

使用 した試料は,ブラジル産以外は ｢ヨーロッ

パタイプ｣または ｢中国タイプ｣と呼ばれるプ

ロポリス (松香光夫,2000)であるが,ヨーロ

ッパタイプのプロポリスの方がブラジル産プロ

ポ リスよりも抗酸化活性が高いものが多か っ

た. しか し,ブラジル産プロポリスの抗酸化活

性は,まったくないわけでなく, ヨーロッパタ
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イブのプロポリスよりも活性が高いものも見受

けられた.

プロポリス中の抗酸化成分は何か?

図 4に示 したように,ヨーロッパタイプのプ

ロポリスのポリフェノール含量及び抗酸化活性

が,ブラジル産のものよりも高かった.図 5に

は,HPLC (高速液体クロマ トグラフィー)を

用いて各プロポリスの溶出パターンを比較 した

結果の一部を示 したが, ヨーロッパタイプのプ

ロポリスは共通の含有成分 も多いことが明らか

になった.ヨーロッパタイプのプロポリスに関

する構成成分の分析研究については,いくつか

保持時間 (分)

図5 産地別プロポリスのHPLCクロマトグラム

カラム:資生堂 CapcelPakC18UG120(内径 2.0mm,長さ 150mm),溶離液:A液,水 (2%酢酸);B液,

アセトニトリル (2%酢酸),グラジェント条件:0-60分,B液20%-80%,流量:200〟1/分,検出:UV280

nm
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図 6 ウルグアイ産プロポリスより単離した抗酸化活性を有するポリフェノール

のプロポリスについての研究報告があり,特徴

的な成分も明らかにされている (Markham et

a1.,1996;Hegazieta1.,2000).我々は,ヨー

ロッパタイプのプロポリスの中でもウルグアイ

産のプロポリスに着目して,抗酸化成分の研究

を行うことにした.その理由は,ウルグアイ産

のプロポリスに関する研究報告がほとんどな

く,未知成分が見っけられる可能性が期待でき

たからである.

当初,ウルグアイ産プロポリスの抽出物を各

種クロマトグラフィーにより分画して抗酸化活

性を指標に活性成分の単離 ･精製を進めた.し

かし,活性はあらゆる区分に分散 し,単一の成

分が抗酸化活性を持っているわけではないこと

が判明した.このことは多くの研究者が,プロ

ポリスより様々な抗酸化成分の単離を報告して

いることからも理解できる.既に述べたよう

に,ポリフェノールなら大なり小なり抗酸化活

性があることは当然のことである.そこで,

我々はウルグアイ産プロポリスに含まれるあら

ゆるポリフェノール成分を先に単離 ･精製して

構造決定し,その後各成分についての活性を詳

しく評価することにした.詳しい成分研究の結

果は別稿に譲るが,ポリフェノール成分は少な

くとも数十種類以上,プロポリス中に存在し,

それらのうちほとんどが抗酸化活性を有 してい

ると考えられた.すなわち,プロポリス中の抗

酸化成分は多種類存在するのである.こうして

単離,構造決定したポリフェノール成分の一部

を図 6に示したが,ガランギン (galangin)や

ケンフェロール (kaempferol)などのフラボノ

ール類に特に高い抗酸化活性が認められた.ウ

ルグアイ産プロポリスの成分研究は,現在も続

けているが,成分組成が同じようなヨーロッパ

タイプのプロポリス間でも,抗酸化活性に差が

あるのは,このような抗酸化活性の高いフラボ

ノールのようなポリフェノール成分の含有量が

異なっていることが予想される,



まとめ

現在, 日本において,プロポリスを原料とし

た製品は,チンヰ,頼粒,カプセルなどの健康

食品だけでなく,飴や ドリンクなどへ添加 した

ものも市場に出ている.これ らの製品の広告を

見ると,"高濃度のポ リフェノールを含んだ良

質のプロポリスを使用"などと書かれたものも

ある.このように,"ポ リフェノール"が注目さ

れるようになったのは,近年の疫学調査から疾

病予防におけるポリフェノールの有効性を示唆

する結果が得 られているか らに他ならない.自

然界に生育する植物は,酸素や紫外線に常にさ

らされており,絶えず発生する活性酸素から身

を守 らなければならない.そのために,植物は

自らの生命を維持するため,否応なくポリフェ

ノールを産生 しているものと考えられる.プロ

ポリスは, ミツバチが巣の周辺の植物から集め

てくる成分から成る物質であるため,ポリフェ

ノールが豊富に含まれていることは当然のこと

かもしれない.

最近,多 くの研究者が指摘 しているように,

プロポ リスにはヨーロッパ タイプとブラジルタ

イプが存在する.我々が調べたところ,概ねヨ

ーロッパタイプのプロポ リスの方がポ I)フェノ

ール含量 も抗酸化活性 も高か った.この こと

は, ヨーロッパタイプのプロポリスは,ブラジ

ルタイプのものよりもフラボノイ ドを豊富に含

んでいるためであると考え られる. しか し,こ

の結果だけか ら, ヨーロッパタイプのプロポリ

スの方がブラジルタイプのプロポリスよりも優

れているとも断言できない.プロポ リスは非常

に多様性に富むため,今回の我々のデータが,

あらゆるプロポ リスに対 しても同様に当てはま

るとは必ず しも言えないか らである.事実,ブ

ラジル産プロポリスからも,抗酸化活性物質が

単離されている (図 3).

我々は,ウルグアイ産プロポリスを対象に,

そこに含まれる抗酸化活性を有するポ リフェノ

ール成分の研究を続けているが,抗酸化活性を

有する成分は多種類存在することを明 らかにし

た.これまでにプロポリスか らはいくつかの抗
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酸化成分が単離されているが,特定の成分だけ

でプロポリスの抗酸化性を説明することはでき

ない.すなわち,何 らかの成分が含まれていた

か らといって抗酸化性が高いとはいえないとこ

ろに,プロポリスを評価する上での難 しさがあ

る.特にフラボノイ ドの場合,成分同士の活性

相乗効果 も予想される.抗酸化活性は,プロポ

リスが持っ多種多様な生理活性の一面を見てい

るに過 ぎないとも言えるが,プロポリスの特徴

的な活性の一つであるとも言える.今後 もプロ

ポ リスの研究が進み,新たな生理活性 も明 らか

になっていくことが予想 される.また,プロポ

リスの種類 もますます広がっていくことも考え

られるが,それらを適切に使用 していくために

は,それぞれのプロポ リスの特性を明 らかにし

ていくことが必要であろう.
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Naturally occurring polyphenolswhlCh are

generallyabletoscavengeactlVeoxygenSpe-

ciesandrelatedfreeradicalshavebeenshown

tobegoodantioxidantsinvltrOandinvlVO

studies.Thepolyphenolsinfoodandbeverages

arethusexpectedtohelpreducetheriskfor

variouslifediseasesincludingcancerandcardi一

〇vasculardiseases,whlChhavebeenlinkedto

theformationofactiveoxygenspecies.Inthis

context,Somebeveragesandfoodstuffsrichin

polyphenols,e.g.greentea,redwineandcacao,

havebeenattracting interestin recentyears

duetotheirpotentantioxidantpropertiesand

possiblepreventiveeffectsagainstcancer,coro-

naryheartdiseaseandotherchronicpathol0-

gleS. Thescientificterm "polyphenols"isap-

plied to any aromaticcompound with more

than two phenolic hydroxylgroupsand In-

cludesflavonoidsandphenylpropanoids. Pro-

polis,the honeybee hive product,contains

many kindsofpolyphenols,thusitposseses

antioxidant activity. We collected various

kindsofpropollSSamplesfrom Europe,Asia

and Brazllto analyze thelrtotalpolyphenoI

contentandantioxidantactivity.Thetotalpol-

yphenolcontentwasestimated by theFolin-

Ciocalteumethod,andtheantioxidantactivlty

wasdetermined by analyzing againstDPPH

radicalscavenglngactivity.Europeantypepro-

pollS mostly had highter contents of poly-

phenolsandantioxldantactivitythanthoseof

BrazilianprOpOlis.Weinvestigatedtheantiox-

1dantcompoundsinUruguayanpropolis(Euro-

peantypepropolis)andisolatedseveralcom-

poundsfrom lt.


