
ミツパチ科学 17(1):7-13

HoneybeeScience(1996)

生化学的作用からみたプロポリスの品質評価

プロポリスはミツバチが周辺の種々の樹木な

どから集めてきた樹脂とミツバチ自身の腺分泌

物を混ぜて作った天然物質であり,主に巣を作

るときの接着剤,あるいは外敵 (病原菌 ･ウィ

ルス･害虫など)からミツバチ自身や巣を守る

ために使用していると考えられている.このプ

ロポリスと人間の係わりは非常に古く,紀元前

300年頃には,すでに皮膚病や感染症の治療に

用いられたとの記録がある.特に東ヨーロッパ

などでは,今日に至るまで民間薬として重用さ

れてきた.

一方プロポリスの薬理作用に関 しては,20

世紀以前には,もっぱら使用経験からの伝聞が

主なもので, 学術的な解明は20世紀後半にな

ってや っと始 ま った と考 え られ る.Ghi-

salberti(1979)の総説にも見られるようにプ

ロポリスには抗菌作用,抗ウィルス作用,抗潰

癌作用,抗アレルギー作用,抗炎症作用,制癌

作用などがあることが明らかにされている.

我国においても最近,プロポリスの持っ様々
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な生理活性が注目され,健康食品として数多く

の業者から市場に販売され,一大ブームを巻き

起こしっつあるように見える.しかしながらプ

ロポリスは,前述 したようにミツバチが多様な

植物相を背景に収集 した混合物質を更に自身の

分泌物と混ぜて製したものであり,その成分の

不均一性は漢方薬等に用いられている薬用植物

の抽出物よりも更に大きいものと考えられる.

製造物責任を求めるPL法が平成 7年 7月か

ら施行され,製造物の安全性に関する製造者の

責任は極めて重いものとなってきたが,こうし

た中で,プロポリス製品の安全性を確保するた

めの方法論の開発に対する要請の声が高くなっ

てきた.実際これまでプロポリスには様々な薬

理活性が言われている中で,プロポリスに起因

する毒性と思われる副作用も何例か知られてき

た.その主なものは,アレルギーの発症である.

プロポリスには抗アレルギー作用があることを

考えると一見奇異に感ずることであるが,プロ

ポリスに抗アレルギー活性があるとする文献を

図 1 ヒアルロニダーゼの活性化と阻害

ヒアルロン酸の分解
(炎症)
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よく読んでみると,プロポリスの-成分とされ

るフラボノイ ドに抗アレルギー作用が認められ

ることから,プロポ リスにその活性があるもの

と推測 したものであって,プロポリスそのもの

の抗アレルギー活性を調べたものではないこと

が判明 した.

一方筆者 らは,これまでにヒアルロン酸加水

分解作用があり,起炎作用を示す ヒアルロニダ

ーゼが,肥満細胞か らアレルギーの原因となる

ヒスタミンを遊離させることが知 られている化

合物 48/80や蜂毒 メ リチ ンによって活性化 さ

れ,かっ,このヒスタミン遊離反応を阻害する
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図 2 各種天然薬物によるヒアルロニダーゼの阻害
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図 3 各種天然化合物によるヒスタミン遊離阻害活性



抗アレルギー剤であるクロモグリク酸ナ トリウ

ムや トラニラス トによって阻害されることを明

らかにしてきた (図 1,2,3).

このようにアレルギー発症性化合物によって

活性化され,かつ,抗アレルギー作用を有する

化合物によってその活性が阻害されるヒアルロ

ニダーゼに対するプロポリス製剤の作用を調べ

れば,当該プロポリス製剤の品質をその抗アレ

)i,ギー作用および副作用であるアレルギー発症

の両面からチェックできることになり,プロポ

リスの品質評価法として適切な方法であると思

われる.本報では各種プロポリス製剤につい

て, ヒアルロニダーゼに対する作用を調べると

同時に,直接,肥満細胞か らのヒスタミン遊離

に対する作用 も併せて検討することとした.

実験方法

実験材料および試薬

プロポリスは,日本プロポリス協議会から提

供されたプロポ リス原塊 (ブラジル産のもの

は,ユーカリ,アレクリン,パラナ松等背景植

物相の明らかなもの,中国産のものは,原産省

の明らかなもの)を後述の条件でエタノール抽

出したものを用いた. ヒアルロニダーゼ (牛革

丸由来,タイプⅣ-S),化合物 48/80はシグマ

社から購入 した.

抗アレルギー剤 トラニラス トは徳島文理大学

薬品製造化学教室で合成 したものを使用 した

が,その他の試薬は和光純薬(秩)から購入 して

用いた.

ヒアルロニダーゼ活性の測定

ヒアルロニダーゼ活性の測定はモルガン-エ

ルソン法を一部改変 した文理大法によった.こ

の際のヒアルロニダーゼ活性化剤としては化合

物 48/80を用いた.

ヒアルロニダーゼ阻害活性の測定

各種濃度の被験プロポリスとヒアルロニダー

ゼ (390単位)を0.1M酢酸緩衝液 (pH3.5)に

溶解 したものを37℃,20分間保温 しておく.

次に化合物 48/80(0.1mg/ml) を含む酢酸緩

9

衝液を加え更に20分間 37℃で加温 した.さら

にヒアルロン酸カリウム (0.6mg/ml) を含む

酢酸緩衝液を加えて,37℃で 40分間反応させ

た.反応停止後,発色させ 585nmにおける吸

光度 (OD)を測定 し,酵素活性の指標とした.

阻害率は次式に従って算出した.

阻害率(%)-

コントロールのOD-サンプルのOD
コントロールのOD

×100

ラット腹腔浸出細胞の採取

体重 200-250gのウィスク一系雄性 ラット

を断頭致死させ,その腹腔内に 137mMNaCl,

2.7mM CaC12, 1.OmMMgC12.6H20,5.OmM

グルコース,ヘパ リン (1単位/ml)を含む 5

mM リン酸緩衝液 (pH7.2)20mlを注入 した.

腹部を2分間マッサージした後,腹腔内液を取

り出 した. この肥満細胞含有液を 300Xgで

4℃,5分間遠心分離 し,上記生理塩類溶液で数

回洗浄 して,肥満細胞液を得た (5×104細胞/

ml).

化合物 48/80により肥満細胞から遊離 したヒ

スタミン量の測定

2.5mlの肥満細胞液と上記生理塩類溶液 0.5

mlに溶解 したプロポリスとを混合 し,37℃,5

分間加温 した. これに 0.5mlの化合物 48/80

溶液 (1×10~5g/ml)を加えて 37℃,10分間

処理 した.その後,4℃に冷却 し,2,500×gで

遠心分離 した.その後上清および沈壇に含まれ

るヒスタミン量をShoreetal.(1959)の方法

により測定 し,阻害率を次式に従 って算出 し

た.

ヒスタミン遊離率(%)-完 忘 ×100

Ps:上清中のヒスタミン量

PR:沈連中のヒスタミン量

阻害率(%)-100-言語 ×100

S:供試プロポリスサンプルを使用した場

合のヒスタミン遊離率A

C: プロポリスを使用しない場合のヒスタ

ミン遊離率A

B: プロポリスおよび遊離剤を使用しない

場合のヒスタミン遊離率A
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表 1 産地及び抽出条件によるプロポリスのヒアルロニダーゼ阻害作用の差異

阻害率(%)
プロポリス

試料
産地 抽出条件 プロポリス濃度(%)

0.01 0.05 0.1

A 中国

B 中国

C 中国

エタノール
99.5%

エタノール
60%

ヘキサン処理
エタノール99.5%

0 25 12

0 26 33

-10 29 32

Ⅹ ブラジル

Y ブラジル

Z ブラジル

エタノール
99.5%

エタノール
60%

ヘキサン処理
エタノール99.5%

-10 34 38

0 51 80

-7 52 70

結果および考察

プロポリスのヒアル田ニダーゼ阻害作用に基づ

く品質評価(Ⅰ)

まず最初にブラジル産 (ユーカリ系)および

中国産 (安徽省)プロポリス原塊を 99.5%エタ

ノールで抽出したもの,60%エタノールで抽出

したもの,およびヘキサ ンで前処理 した後,

99.5%エタノールで抽出 したサンプルについて

ヒアルロニダーゼ阻害活性を調べた.結果を表

1に示す.

中質産プロポ リスの場合 99.5%エタノール

抽出物は0.05%濃度で 25%の阻害を示 したも

のが 0.1%では 12%の阻害率で,濃度依存性が

見られなかったのに対 し,60%エタノールの場

合あるいはヘキサン処理エタノール抽出の場合

では,0.05%濃度で 26-29%,0.1%濃度で 32

-33%とほぼ同等の活性を示 した.

これに対 し,ブラジル産の場合では,99,5%

エタノール抽出物は中国産のエタノール抽出物

と大差がないものの,60%エタノールあるいは

ヘキサン処理エタノール抽出の場合では,明ら

かに強い阻害活性が濃度依存的に出ていること

が観察された.

プロポリスのヒアル〇二ダーゼ阻害作用に基づ

く品質評価(Ⅱ)

上記結果か ら60%ェタノール抽出物が最 も

強い阻害活性を示すことが明 らかになったの

で, この抽出条件を用いてブラジル産 12種,

中国産 7種 とコントロールとして日本産 1種

のプロポリス原塊を抽出 し,それぞれのヒアル

ロニダーゼ阻害活性を求めた.結果を表 2に示

す.

蓑 2 産地及び植物相によるプロポリスのヒアルロ

ニダーゼ阻害作用の差異

阻害率(%)

試料 産地 (地域) プロポリス濃度(%)
0.010.030.1平均

A ブラジル パラナ松系 0 6 23 23
B 〝 0 5 22

C ′′

D 〝

E 〝

F ′′

G ′′

H ′′

Ⅰ ′′

0 24 88

4 31 89

2 23 88

ユーカリ系 1 18 85 88

1 24 88

5 24 88

4 23 87

J ′′ 6 29 88

K ′′ アレクリン系 2 2 7 89 89

L ′′ 3 42 90

M 中国 河北省 0 16 58

N " 河南省 4 15 42

0 ′′ 江蘇省 0 10 39

P 〝 四川省 3 14 44 52

Q 〝 噺江省 5 22 58

R 〝 安徽省 5

S 〝 湖北省

T 日本 秋田県
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表3 産地及び抽出条件によるプロポリスのヒスタミン遊離阻害作用の差異

阻害率(%)

産地 抽出条件
抽出率 比吸光度

(%) (Eic%m) プロポリス濃度(%)
0,01 0.05 0.1

ス‖リボ
A

B

ロブ

エ

国

国

国

中

中

中

エタノール
99.5%

エタノール

60%

ヘキサン処理
クノール99.5%

67 376 64 15 -95

51 446 51 11 -89

66 308 52 5 -89

Ⅹ ブラジル

Y ブラジル

Z ブラジル

エタノール

99.5%
エタノール

60%

ヘキサン処理
エタノール99.5%

44 248 18 84 84

33 307 96 91 34

26 331 30 91 84

各々の平均値でみてみると同じブラジル産で

も背景となる植物相によって大巾な変動が見ら

れた. すなわち0.1%濃度のプロポリスではパ

ラナ松系が23%,ユーカリ系が88%,アレク

リン系が89%の阻害率を示 し,パラナ松系と

ユーカリ (またはアレクリン)系とでは,明ら

かな差異を示した.また個々の植物相が同じ場

合にはその阻害活性のバラツキが極めて小さい

ことも特筆に値すると思われ,この方法を用い

れば,パラナ松系ブラジルプロポリスとユーカ

リ (またはアレクリン)系ブラジルプロポリス

の識別も可能であると考えられた.一方中国産

プロポリスの場合は,産地により若干のバラツ

キが見られ,0.1%の阻害率でみると39-67%

の阻害率であったが,この阻害率はブラジル産

ユーカリ,アレクリン系に較べてかなり弱い活

性であった.また,日本産は検体は一種だけで

あったが中国産と極めて近い活性を示した.

プロポリスのヒスタミン遊離阻害作用に基づく

品質評価(I)

ヒアルロニダーゼ阻害活性を測定 した同一サ

ンプルについてヒスタミン遊離阻害活性を検討

した (衰3).表 3には抽出条件による抽出率お

よび抽出物の300nm における比吸光度を併記

した.まず抽出率では中国産の抽出率は50-

60%であるのに対し, ブラジル産は30-40%

と抽出率が低いことが明 らかとなった.一方

300nm における比吸光度は明らかに中国産の

方が高かった.プロポリスの含有成分から考え

て, この300nm における吸光物質はフラボノ

イド (一部カフェ酸誘導体)によるものと考え

られるが,この値が中国産の方がブラジル産に

較べて大きいことは,前者の方がフラボノイド

含量が高いことを示している.これまでプロポ

リスの主要な生理活性はこれに含まれているケ

ルセテン等のフラボノイドによると考えられて

きたが,表 3の結果から見ると,この考え方は

必ずしも適切ではないと思われる.すなわちヒ

スタミン遊離阻害活性 は中国産では,濃度

0.03%の時に 50-60% とほぼ一定なのに対

し,中国産より比吸光度の低いブラジル産プロ

ポリスは 18,96,30%とばらつきが見られた.

0.1%の濃度では中国産は濃度が3倍になって

いるにもかかわらず活性の低下が見られるのに

対し, ブラジル産では80-90%と高値を示 し

た. さらに0.3%濃度では,中Eg産のプロポリ

スは約-90%の値を示している.このことは対

照群に較べてヒスタミン遊離率がはば2倍に

高まることを意味している.したがってここで

用いた中国産プロポリスは,明らかにヒスタミ

ン遊離阻害作用とヒスタミン遊離作用という二

面性を持ち合わせており,高濃度ではアレルギ

ーを発症させる危険性を示唆するものである.

一万本実験に使用したブラジル産はこのような

極端な傾向は見られなかったことから,プロポ
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表 4 植物相の異なるブラジル産プロポリスのヒスタミン遊離阻害作用 (60%エタノール抽出)

阻害率(%)

試料 産地 抽出条件
抽出率 比吸光度

(%) (Eic%m)
プロポリス濃度(%)

0.01 0.1

A ブラジル パラナ松系 35 216 86 96

B 〟 〝 38 362 34 100

C ′′ ユーカリ系
D ′′ 〝

E 〝 ′′

F 〝 ′′

G 〝 ′′

H ノノ ′′

Ⅰ ′′ 〝

33 362 71 100

29 317 59 95

38 335 72 99

28 297 43 97

33 338 55 87

41 322 42 98

40 315 52 98

J ノ′ アレクリン系 39 362 81 96

K 〝 ′′ 41 341 44 97

L ′′ ′′ 38 406 51 99

リス中にはヒスタミン遊離阻害物質とヒスタミ

ン遊離物質が別々に存在することが推定され

た. したがって本法を用いれば,アレルギーを

発症する危険性を持ったプロポリスをこの段階

で見分けることが可能であると考えられる.

プロポリスのヒスタミン遊離阻害作用に基づく

品質評価(Ⅱ)ブラジル産プロポリス

全部で 12種のブラジル産プロポリスを検討

したが,パラナ松系,ユーカリ系,アレクリン

系を問わず抽出率はほぼ一定で30-40%台で

あった (表 4).ヒスタミン遊離阻害活性はヒア

ルロニダーゼの場合よりもかなり強 く0.01%

濃度でも平均60%近い阻害を示 し,0.1%では

ほぼ完全な阻害活性を示 した.特筆すべきこと

は,パラナ松系の試料 Aにおいて,比吸光度が

低 く (したがってフラボノイド含量も低い) ヒ

アルロニダーゼ阻害活性 も著 しく低かったにも

かかわらず,ヒスタミン遊離阻害活性は0.01%

で 86%と極めて強い活性が見 られたことであ

る.このことは従来言われてきたプロポリスの

抗アレルギー活性はフラボノイドによるとする

見解に相反するものであり,プロポリス中には

フラボノイ ド系以外の強力な抗アレルギー物質

が存在 していることを示唆 している.著者 らの

研究室で目下この活性化合物の単離 ･構造解析

を進めているところである.

プロポリスのヒスタミン遊離阻害作用に基づく

品質評価(Ⅲ)中国各省産および日本産プロポリ

蓑5 中国各省産及び日本産プロポリスのヒスタミン遊離阻害作用の差異

阻害率(%)

試料 産地 抽出条件 h(芝,* プロポリス濃度(%)

0.01 0.1

M 中国 河北省

N ′′ 河南省

0 " 江蘇省

P ′′ 四川省

Q ′′ 析江省

R 〝 安徽省

S 〝 湖北省

56 419 0 91

36 352 3 90

50 412 -10 98

42 435 -8 98

48 411 10 99

50 423 -7 95

46 440 -4 95

T 日本 秋田県 57 362 -7 73
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表 6 プロポリスのヒスタミン遊離阻害作用に基づく品質評価 (総括)

フラボノイド含量 阻害率(%)

産地 抽出率(%) (Eic%n) プロポリス濃度(%)
(300nm) 0.01 0.1

60%エタノール

パ ラナ松系

ブラジル産ユーカリ系
アレクリン系

中国産

(7種平均)

37
36
些

4

218 60 98
327 56 96
370 59 97

413 -2 95

日本産
(1種)

424 -7 73

ス

中国産, 日本産ともに抽出率 40-50%台と

ブラジル産に較べて高値を示した (表 5).また

衰 3と同じように300nm における比吸光度が

高いので,フラボノイド含量 もブラジル産より

高いと思われるが, ヒスタミン遊離阻害作用

は,ブラジル産に較べると全般的にやや低い値

を示した.ただし,今回の実験に使用した7種

の中Eg産プロポリスには,アレルギ-発症の危

険性を示唆するヒスタミン遊離増強作用は見ら

れなかった.

プロポリスのヒスタミン遊離阻害作用に基づく

品質評価 総括

衰6にブラジル産,中国産 (日本産)プロポ

リスの抽出率,フラボノイド含量,ヒスタミン

遊離阻害率の平均値を示 した.これらとヒアル

ロニダーゼ阻害活性とを参考にすれば,ブラジ

ル産と中国産の判別は容易であるし,さらに同

じブラジル産でもパラナ松系とユーカリ (アレ

クリン)系との区別も容易に行えるものと思わ

れる.さらに例えばヒアルロニダーゼおよびヒ

スタミン遊離阻害に対する50%阻害濃度の標

準値を設定しておけば,プロポリス製品の生化

学的品質評価ができると同時に,アレルギー発

症の危険性を持つ製品を未然に除去することも

可能であると思われる.

(佐藤:〒770 徳島市山城町西浜傍示 180 徳島文

理大学薬学部,藤本:〒194 町EEl市東玉川学園3

昭和薬科大学)
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EvaluationofvariouskindsofBrazilianand

Chinesepropoliswasperformed on theirin-

hibitoryeffectstowardhyaluronidaseandhlSta一

minereleasefrom ratperitonealmastcells.

The Brazilian propolis showed stronger

hyaluronidase inhibitory effectthan Chinese

onesexceptinthecaseofthepropolisderived

from BrasilianAraucaria. Ontheotherhand,

alloftheBrazilianpropolisshowedstronger

inhibition ofhistamine release than Chinese

onesandoneofChinesepropolisevenactivated

histaminereleasefrom mastcells.Thesefacts

meantthesetwoassaymethodscouldattributa-

blefortheevaluationofphysiologicalactivity

ofpropolisanddetecttheiradversesideeffect

simultaneously.




