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ローヤルゼ リーに含まれるインスリン様

およびアンジオテンシン転換酵素阻害物質について

奥 田 拓 道 , 亀 田 健 治 , 森 本 千 恵 ,

松 浦 幸 永 , 近 木 麻 理 子 , 薄 明

ローヤルゼリー (以下RJと略す)は, ミツ

バチの働き蜂の下咽頭腺から分泌される乳白色

のクリーム様物質であり,女王蜂の幼虫のため

の餌である.RJを餌として成長 した女王蜂

は,同じ雌である働き蜂に比べて数十倍も寿命

は長く,体は3倍も大きく,最盛期には1日に

2000個以上も産卵し,その産卵期間も一年の

うち2月から11月までという精力的な活動を

続ける.このような事実に基づき,RJの中に

ヒトの健康増進や病気の治療に役立っ機能物質

が存在する可能性を求めて多くの研究が行われ

てきた.すでに,RJにはタンパク質,炭水化

物,脂質, ミネラル,ビタミン等が含まれてい

ることが知られている.

私たちは薬用人参をはじめ,種々の天然物か

ら生理活性を目安に機能物質を単離 している

(Takakueta1.,1990).まず試験管内で測定

できる生理作用を用いて,天然物中の機能物質

の構造を明らかにし,次に動物実験を行い,最

後にヒトでの意義を明らかにするという順序で

ある.

RJに関し,私が採用 した試験管内の生理作

用は,インスリン様作用とアンジオテンシン転

換酵素 (ACEと略す)の阻害作用である.イ

ンスリンは,その標的細胞の一つである脂肪細

胞で,グルコースからの脂肪合成を促進すると

共に,カテコールアミンによる脂肪分解を抑制

する (Rahneta1.,1994).したがって,試験

管内でのインスリン様作用とは,脂肪細胞での

脂肪の合成促進と分解抑制である.ACEは血

管を収縮し,血圧を上昇させるアンジオテンシ

ンⅠⅠを生成 し,血管を拡張し,血圧を下げるキ

ニンを分解する酵素であり,その阻害は血圧低

下に連なることが知られている.

インスリン様作用とACE阻害を取り上げた

理由は,糖尿病や高血圧の患者の臨床症状がR

Jによって改善 したという報告に注目したから

である (水野,1975;高須 ･太田,1975).

Ⅰ. 実験材料および方法

1. ローヤルゼリー (RJ)

RJは,全国ローヤルゼリー公正取引協議会

より提供を受けた.RJを水に溶解した後,水

に対して一昼夜透析し,透析外液を以後の実験

に供した.

2.脂肪細胞の調製

WistarKing系雄性ラット (体重 150-200

g) を用い, その副費丸脂肪組織からRodbell

(1964)の方法で脂肪細胞を調製した.

3.脂肪分解の測定

2.5%牛血清アルブミン(活性炭で処理 し,脂

肪酸を除いた もの)を含む緩衝液 (25mM

TES,pH7.4,135mM NaCl,5mM KCl,1

mM MgC12)200FLlに検体溶液 25FLl,エピネ

フリン溶液 25/上1(最終濃度 0.5/上g/ml)に脂

肪細胞 50〟1(packedvolume)を加え37℃,

1時間incubateL,遊離する脂肪酸を定量す

る (Okudaeta1.,1986).

4.脂肪合成の測定

6%牛血清アルブミンと3mM グルコースを

含むHanksbuffer(pH7.4)175〃1に脂肪細胞

40〟1(packedvolume)を加え37℃,20分放

置する.次に,検体溶液 25〟1を加え37℃,5

分 irlCubateする.インスリン溶液25〟1(最終

濃度 1nM)を加え,さらに37℃,5分
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図1 ローヤルゼリーのHPLC分画の脂肪分解阻害活性

カラム :AM-312S-5120A ODS(YMC)溶離液

A:0.1%TFAin30%CH3CN B:0.1%TFAin70%CH3CN

グラジュェント･A (0-5min) A-B(5-35min)

流速 1ml/mln 検出:210nm

放置する.最後に14C-グルコース25〟1(0.25

〟Ci)を加え 37℃,30分 incubateL,EM 液

(イソプロピルアルコール 2400m1,ヘプタン

600m1,1N H2SO460mlの混液)0.83m1,ヘプ

タン0.5ml,水 0.25mlを加え反応を止める.

遠心分離後上清を取 り, トルエンシンチレータ

ーを加えて放射能を測定する.活性は,脂肪に

取 り込まれた放射能 (cpm)で表す.

5.アンジオテンシン転換酵素の測定

2.5mM Hippury卜 His-Leuを基質として用

い,Takadaetal.(1982)の方法で測定 した.

阻害活性はパーセントで表示 した.

6.統計処理

Student'st-testを用い,有意差検定を行っ

た.

Ⅱ. 実験結果

RJの水溶液を水 に対 して透析 した外液を

Sep-Pak(C18前処理用逆相カラム,ウォーター

ズ製)で処理 し,その吸着画分を 30%アセ トニ

トリルに溶解 し,図 1に示すような条件で分画

した. 210nm の吸光度で検出し, 溶出画分を

凍結乾燥 した後,脂肪分解測定用緩衝液に溶解

してエピネフリンの脂肪分解に対する阻害活性
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図2 ローヤルゼリーに含まれる脂肪分解阻害活性物質の精製

カラム :AM-312 S-5 120A ODS(YMC)

溶離液 :0,1% TFAln30% CH3CN

流速 :1ml/mln 検出 :210nm



を測定 した.図 1に示すように,阻害活性はF

(1)とF(2)の画分に認められるが,F(2)の

方がF(1)に比べてはるかに高い阻害活性を示

している.そこで F(2)について,さらに精製

を進めることにした.

図 2は,F (2)を同じカラムを用い,0.1%

TFAを含む 30% CH3CNで溶出したパターン

を示 している.脂肪分解阻害活性 は,図のF

(A),F (B),F (C)の画分に存在 し,他の画

分には認められなかったので,まず F (A),F

(B),F(C)の構造を明 らかにした上で,生理

活性について検討することにした.それぞれの

画分を再クロマ トした後,重水素化メタノール

に溶解 し,IH-NMRおよび13C-NMRでそれぞ

れの化学構造を決定 した.

F(A)ぱ 3C-NMRスペクトル (完全デカッ

プリング) より10本の炭素が確認された. ま

た,カルボキシル基の炭素,一組の二重結合の

炭素,水酸基の付け根の炭素が認められること

から,水酸基を持っ炭素数 10の不飽和脂肪髄

と考え られる.さらにlH-NMRスペク トルに

おいて,二重結合の水素のカップリングパター

ンは,二重結合がカルボキシル基に隣接 し, ト

ランス結合 していることを示 している.また,

水酸基の付け根の水素はメチル基であり,末端

のメチル基とカップリングしている.以上の結

果 か ら,こ の 物 質 は trans-9-hydroxy-2-

decenoicacidと推定される,

また,F(B)は13C-NMRから8本の炭素が

確認された.カルボキシル基の炭素と一組の二

重結合の炭素が認められるが,F(A)とは異な

り,水酸基の付け根の炭素は認められない. し

たがって,水酸基をもたない炭素数 8の不飽和

脂肪酸と考えられる.さらに,1H-NMRスペク

トルから二重結合の水素のカップリングパター

ンが F(A)に類似 していることから,二重結合

はカルボキシル基に隣接 し, トランス結合 して

いるものと考えられた.

以上の結果から,F(B)はtrans-2-0ctenoic

acidと推定された.

F(C)については同様の検索を経て,trans-

10-hydroxy-decenoicacidと推定された.
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図 3 ローヤルゼリ-に含まれる脂肪酸

図3は,F(A),F(B),F(C)の化学構造を

示 したものである.

図4 は trans-9-hydroxy-2-decenoicacid

が, 50/Jg/mlの濃度でエピネフリンによる脂

肪分解を阻害することを示 した成績である.こ

の物質について,脂肪細胞におけるグルコース

からの脂肪合成について検討 したが,サンプル

量が少なく,一定の結論を得るには至らなかっ

た.trans-2-0ctenoicacidには脂肪分解を阻害

する作用は認められなかったが,グルコースか

らの脂肪合成を促進する効果がインスリン存在

下,および非存在下でみられた (図 5).trans-

10-hydroxy-2-decenoicacidは, 脂肪細胞に

おけるエピネフリンによる脂肪分解を阻害する

とともに,グルコースか らの脂肪合成を促進す

る (図 6,7).ACE については,trams-2-oct-

enoicacid と trans-10-hydroxy-2-decenoic

acidが共に阻害作用を示 したが (図 8),trans-

9-hydroxy-2-decenoicacidについてはサ ン

プル量が少な く,検索することはできなか っ

た.
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図4 trans-9-hydroxy-2-decenoicacidの脂肪細胞

におけるアドレナリンによる脂肪分解に対す

る作用

Ⅲ.考察

脂肪細胞における脂肪の分解阻害と合成促進

というインスリン作用を指標にして,RJ中の

インスリン様物質を検索 した.その結果,イン

スリン様物質の候補として,tram s-9-hydroxy-

2-decenoicacid,trams-2-0ctenoicacid,およ

びtrans-10-hydroxy-2-decenoicacidの3物

質が突き止められ,その化学構造が明らかにさ

れたのである.

trans-9-hydroxy-2-decenoic acidとtrans-

10-hydroxy-2-decenoicacidは共にエピネフ

リンによる脂肪分解を抑制する点で,trams-2-

0ctenoicacidとtrans-10-hydroxy-2-deceno-

icacidはグルコースか らの脂肪合成を促進す

る点で,インスリンと同 じ様な作用を持ってい

る の で あ る.す で に,trams-10-hydroxy-2-

decenoicacidについては抗菌作用 (Blum et

a1.,1959)や抗腫癌作用 (Townsendeta1.,

1960)が報告されているが,今回インスリン様

作用も併せ持っことが明らかになったわけであ

る.

インスリンが脂肪細胞におけるグルコースか

らの脂肪合成を促進することはよく知られてい

るが,エピネフリン等の脂肪分解ホルモンの働

0

0

0
0

0

0

0

0
0

8

6

4

2

(

∈
d
p
･
o
)
唱

和

寒

空

: I - L ,

dF- - 一 一一一′1

0 25 50 75 100 125

(Llg/mI)

図5 trans-2-0ctenoicacidの脂肪細胞におけるグ

ルコースからの脂肪合成に対する作用

(○)Insulin(-)(●)insulin(+)
+ P<0.01

さを阻害するという作用の生理的意義について

は余り知られていない.インスリン作用の低下

した糖尿病では,相対的にインスリンに対抗す

るホルモン(ノルエピネフリン,エピネフリン,

ACTH等)の作用が強くなり,脂肪細胞での

脂肪分解が高まり,血液遊離脂肪酸が増加す

る.この遊離脂肪酸が,筋肉等でのグルコース

の利用を阻害 して,糖尿病の病態をさらに悪化

させ る主要 な原因 にな ってい るので あ る

(Ran°leeta1.,1963).さらに上昇 した血液

遊離脂肪酸は肝臓でコレステロールや脂肪にな

り, リポタンパク (VLDL)として血液に分泌

され,高脂血症をもたらし動脈硬化の誘因とな

る.このように,脂肪細胞における脂肪分解を

抑制することは,糖尿病の進展を止め,毒脂血

症や動脈硬化の予防に連なることになるのであ

る.

アンジオテンシン転換酵素 (ACE)は,血

管内皮細胞から血液中に分泌され,アンジオテ

ンシンⅠに作用 して,アンジオテンシンⅠⅠを生

成する酵素である.アンジオテンシンⅠⅠは細動

脈を収縮 して,血圧を上昇させる.さらにAC

Eは,血管を拡張するキニンを分解する. した

がって,ACEは血圧上昇物質を生成 し,血圧

下降物質を分解することを通 じて,血圧を上げ

る働きをする酵素なのである.食塩を取り過ぎ
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図 6 trans-10-hydroxy-2-decenoicacid(HDA)の

脂肪細胞におけるアドレナリンによる脂肪分

解に対する作用

ると血圧が上昇することはよく知 られている

が,最近私たちは,食塩中の塩素がACEを活

性化することで血圧の上昇をもたらすことを明

らかにした (Kato,1994).また,ACEの阻

害するカプトプリルは,高血圧の治療に広く用

いられている.

今 回 の 実 験 で,trams-2-0ctenoicacidと

trams-10-hydroxy-2-decenoicacidがACEを

阻害することが明らかになったが,この実験結

果を直ちにヒトの血圧低下に結びっけることは

できない.あくまで試験管内での成績なので,

今後,動物を用いたinvivoの実験で確かめる

必要がある.

インスリン様物質についても同じことがいえ

るわけであり,今後,invivoへと研究を進める

必要がある.インスリン様物質の探索にはしば

しば動物の血糖低下が指標として用いられてい

るが,これを目安にした場合,化学構造の決定

はほぼ不可能ともいえるほど難 しくなる.理由

は,生体ホメオスターシスの中で種々の因子に

よって厳重に制御されている血糖を低下させる

には,大量の試料が必要なこと,および精製が

進むにつれ,生体内での分解が容易に起こるよ

うになり,活性が消失する等の現象がしばしば

みられることである.そこで,種々の問題はあ

るにしても,まず試験管内の指標を用いて機能
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図 7 trans-10-hydroxy-2-decenoicacid(HDA)の

脂肪細胞におけるグルコースからの脂肪合成

に対する作用
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物質の化学構造を決定 し,それに基づいて動

物,さらには,ヒトへと検索を進めていく手法

をとっている次第である.

したがって,今回の実験におけるRJからの

インスリン様物質とACE阻害物質の発見は,

糖尿病や高血圧の予防や治療に連なる可能性を

持っものと考えるのが妥当と思われる.

(〒79ト0295 温泉郡重信町志津川

愛媛大学医学部医化学第二)
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