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プロポリス中の抗 MRSA活性物質について
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プロポリス (propolis)は,蜂脂と呼ばれ蜜

蜂が種々樹木から採集 してきた樹脂状物を唾液

と混ぜ,巣内に塗り付けている物質であり,フ

ラボノイドをはじめとして多種類の植物成分を

含有しており,抗菌性,鎮痛性など多くの薬理

活性を有することが古くから知られ,東ヨーロ

ッパを中心に今日まで長いこと民間伝承薬とし

て用いられてきた.最近,プロポリスには,抗

菌,抗潰癌,抗腫癌,マクロファージ活性化,

癌転移抑制など様々な作用を有することが報告

され,また活性物質の単離も行われている (新

井ら,1994;阿賀ら1992;松野,1992).

我々は院内感染が問題となっているメチシリ

ン耐性の黄色 ブ ドウ球菌 (Methicillin res-

istantStaphylococcusaureus)に対する抗菌

活性を指標としてブラジル産プロポリス中の抗

MRSA活性物質の検索を行い,活性物質を単

離したので報告する.

Ⅰ 材料および方法

プロポリスはブラジル産プロポリス原塊を用

いた.カフェ酸,クマル酸,桂皮駿,ガランギ

ン,ケンフェロールは市販試薬を用いた.Art-

epillinCは当研究所で調製 した (阿賀 ら,

1994). メチシリン耐性の黄色ブドウ球菌は,

Staphylococcusaureus(JCM8702)を使用し

た. シ リカゲル 60K650は片山化学製,

SephadexLH-20はPharmacia製, シリカゲ

ルODSFS-1801はオルガノ製の製品を用い

た.

抗MRSA活性は, 日本化学療法学会の最小

発育阻止濃度 (MIC)測定法に準じて行った.

最高試験濃度は, 固形分として800pg/mlと

し,順次2倍の段階希釈を行って試験寒天平板

を作製した.感受性測定用寒天培地として,感

性ディスク用培地-N｢ニッスイ｣を用いた.読

験寒天平板培地に約 1mm¢の白金耳で画線

し,37℃で20時間培養し生育が完全に阻止さ

れた最低濃度を求めた.

Ⅱ 結果

1. プロポリスからの抗 MRSA物質の単離

プロポリス原塊を トリオブレンダーで粉砕

し, これに90%または50%ェクノール水溶液

および脱イオン水を加え,60℃で2時間 (時々

撹拝),次いで室温に一夜静置した後ラジオラ

イト♯600を用いて液過 しエキスを得た.この

エキスの抗 MRSA活性と固形分収率を測定し

た結果を表 1に示した.90%エタノールで抽出

したエキスに最も強い活性 (200〃g/ml)が認

めら,固形分収率も高かった.

そこで抗MRSA物質の単離を目的に, プロ

ポリス原塊 150gを90%エタノールで同様に

抽出し,エバポレーターでエタノールを留去し

た後酢酸エチルに溶解しエキス (54g)を調製

した.これをシリカゲル60K650を用いたカラ

ムクロマトクラフイーに供 し,ヘキサン/酢酸

エチルの濃度を変えて5画分に分画した.ヘキ

サン/酢酸エチルの60/40の溶出画分 (Fr.2)

に高い活性 (MIC IOO〟g/ml)が認められた

蓑1 プロポリスエキスの抗MRSA活性

抽 出 法 MIChg/ml)収率(%)

90%エタノールエキス 200 43.7

50%エタノールエキス 400 38.0

脱イオン水 >800 8.1
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図1 抗MRSA活性物質の単離スキーム

ので,この画分を回収 (8g)した.この画分を

次にSephadexLH-20カラムクロマ トグラィ

ーに供 し, メタノ-ルで溶出し70画分に分け

高活性画分 (Fr.27-31,MIC25〃g/ml,2g)

を回収 した. さらにこの画分を シリカゲル

ODSFS-1801に供 し,85%メタノール溶出画

分を回収した.この画分からMIC2pg/mlを

示す成分を結晶で 100mg得た. この単離スキ

ームを図 1に示した.

2.同定

本物質は融点107℃を示し, FD-MS分析に
より分子量 364をあたえ,元素分析により分子

式C23H2｡04で表され,IH-NMRおよび13cI

NMR 解 析 に よ り, 3-prenyト4-dihydro-

cinnamoloxycinnamicacidと同定され,その

構造式を図 2に示 した.この物質はHPLC分

析により,90%エタノールエキス固形分中に約

1%存在することが分かった. 多成分が存在す

るプロポリスエキス中で本物質は,プロポリス

エキスの抗MRSA活性 (MIC200〝g/ml)の

主要な成分である.

3. プロポリス中に含まれる既知物質の抗

MRSA活性について

プロポリス中に含まれる既知物質としてカフ

ェ酸,クマル酸,桂皮酸,ガランギン,ケンフ

ェロールおよびArtepillinC(3,51diprenyl-4

-hydroxycinnamicacid)の抗MRSA活性を

測定し,その結果を表 2に示 した.カフェ酸,

クマル酸,桂皮酸およびガランギン,ケンフェ

ロールには抗 MRSA活性が認められなかっ

た. 試験 した中で, 今回単離した3-prenyl-4-

dihydrocinnamoloxycinnamicacidが最も強

い活性を示し,次いで,ArtepillinC(MIC200

〟g/ml,構造式を図2に示 した)であった.

Ⅲ 考察

プロポリスから抗 MRSA活性を指標に活性

物質の検索を行 ったところ,3-prenyl-4-di-

h-ydrocinnamoloxycinnamicacidを抗MRSA

活性物質として単離した.この物質は既に阿賀

ら(1992)によりブラジル産プロポリスから抗

菌成分 (Bacilluscereus:MIC 31.3pg/ml,

Enterobacteraerogenes:62.5pg/ml)として

単離されていたが, 抗 MRSA活性は知られて

いなかった.これまでプロポリスエキスの抗

a

図2 抗MRSA活性物質

a:3-prenyl-4-dlhydro-

cinnamoloxyclnnamicacid

b:ArtepillinC



蓑2 プロポリス成分の抗MRSA活性
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MRSA活性については,Grangeら(1990)に

よりフランスのプロポリスエキスに比較的強い

活性があることを報告している.今回我々が用

いたブラジル産プロポリスエキスにも同程度の

活性が認められた. プロポリスの抗 MRSA活

性は,多くの成分の相乗効果であると思われる

が, 単 離 操 作 に お い て 3-prenyト4-

dihydrocinnamo1-0Xycinnamic acidを含む

画分の活性が最も強かったことより,本物質

が, 抗MRSA活性の主要な成分であると考え

られる.

(〒710 岡山市天瀬南町7-7

㈱林原生物化学研究所 天瀬研究所)
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Antimicrobialcompound againstmethicillin

resistantStaphylococcus aureus (MRSA)was

isolated from Brazilianpropolisbysilicagel

column chromatography, Sephadex LH-20

column chromatography,and silicagelODS

columnchromatography Thiscompoundwas

identified as 31Prenyl141dihydro-cinnamo1-

0xycinnamicacid (1). Antimicrobialactivity

(MIC)ofcompound(1)onMRSA was2FLg/ml,

Compound(1)wasverylikelytobeoneofthe

majorantimicrobialcompoundagainstMRSA

inBrazilianpropolis.


