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プロポリス中の抗へ リコバクタ一 ･

ピロリ活性物質について

伊藤 紀久夫 ･天宮 一郎

池田 修一 ･小西 正隆

プロポリスは, ミツバチが樹木のつぼみや樹

脂とハチ自身のろう分を混ぜ合わせて作るもの

で,ハチャ二とも呼ばれ巣板の補強や防水のた

めに使われている.プロポリスには,抗潰癌,

抗炎症,抗腫痕,抗菌,血圧降下,免疫賦活な

ど様々な作用が報告され,また活性物質の単離

も行われている (水野 ら,1987;清水,1987;

松野,1992).

今回,プロポリスの抗潰癌作用に関連 し,冒

炎 ･胃潰癌などへの関与が示唆されているへ リ

コバククー ･ピロリに対する抗菌活性を指標と

して,プロポリス中の活性物質の探索を行い,

3種のフラボノイ ドを単離 したので報告する.

方 法

プロポリスは,中国産 1種,アルゼンチン産

1種およびブラジル産 2種について調査 した.

分離に用いたシリカゲルは,Kieselge160(70

-230mesh)を Merck社より購入 した.

抗へリコバククー ･ピロリ活性は,寒天平板

希釈法により最小発育阻止濃度 (MIC)を求め

た (石井 ら,1987).即ち,培地に7%ウマ脱繊

維素血液加 ブルセラ寒天培地を用い,約 2×

107CFU/mlに調整 した Helicobacterpylori

ATCC43526(NCTC11916)株の菌液を ミク

ロプランター (佐久間)で 5pl接種 した.培養

は ガ ス パ ッ ク ジ ャ ー (BBL) を 用 い,

CampyPak ガス発生袋 (BBL) によりCO2

15%,025%の微好気 と し,高湿度を維持 し

37℃で4日間培養後,発育の有無により測定 し

た.

分離フラクション等の抗へ リコバター ･ピロ

リ活性は,阻止円法により比較 した.即ち,サ

ンプル50または500/Jgを吸着させた¢8mmの

ペーパーディスクを菌接種平板 (菌濃度約 2×

105cFU/mlとした軟寒天培地を適量重層) に

静置 し,寒天平板希釈法と同様に培養後阻止円

を判定 した.

一般細菌や真菌の抗菌活性は,日本化学療法

学会標準法に準 じて行 った.

結 果

4種のプロポ リスそれぞれ 1.0gを取 り,エ

タノール40mlで 11日間室温で抽出し, ろ紙

ろ過役,ろ液を減圧濃縮乾燥 してエタノールエ

キスとし,ヘ リコバクタ一 ･ピロリに対する

MICを測定 した.その結果,表 1に示すように

アルゼンチン産プロポリスに最 も強い活性が認

められた.

よって,アルゼンチン産プロポ リス 16.05g

をェタノール 320mlで 11日間室温で抽出 し,

ろ紙ろ過後,ろ液を減圧濃縮乾燥 してエタノー

ルエキス 10.26gを得た (収率 64.0%).残査を

更にジクロロメタン200mlで 2日間室温で抽

出し,同様にジクロロメタンエキス4.58gを得

た (収率 28.5%). これらのエキスの抗へ リコ

バター ･ピロリ活性を阻止円法で調べた結果,

エタノールエキスは,50〃gで直径 21mmの阻止

円を示 したのに対 して, ジクロロメタンエキス

紘,500FLgで 14mmの阻止円を示 したが,50FLg

′蓑 1 プロポリス EtOH エキスの抗ヘリコバク

クー･ピロリ活性
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-rルゼンナン座プtj･fリス E10日ェキス L193g

SLO2カラムクロマ

NP7,00213 21L1 215 2L6 217 218 2J9 220 221

(帆It.mg) (36L) (309) (1685) (489) (253) (174) (33g) (139) (73JI)

(MLlHlJ.rnrn) (- ) (2L15) (230) (200) (- ) (170) (200) (150) (- )
(50〝g/dlSk)

NPZOO215(516mg)

S102カラムクロマ ト (hcxane-̂cOEt4 1)

紙ll… FF波 即.t.. Lil液 紙一日-l I.j70(

NP7,,00222 223 22′1 225 226 227 228 229 230 23I

(収IlL mg) ( 7) ( 56) (26) (all) ( 75) ( 39) (121) ( LI9) ( 2Ll) ( 50)

(PILlulJ.rnm) (240) (310) (330) (280) (270) (2JI5) (255) (270) (240) (225)

(50J′g/dlSk)

図 1 プロポリスエキスの分画と抗ヘリコバクタ一･ピロリ活性

OH0 OH0
pinocembrin(NPZOO223) galangln(R-OH,NPZOO225)

chrysln(R-H,NPZOO227)

図2 プロポリスから巣離した抗へリコバクタ一･ビ

ロリ活性物質の構造

では阻止円は形成されなかった.

そこで,エタノールエキス4.93gをシリカゲ

ルカラムクロマ ト (CH2C12-EtOH)により,9

画分に分画し,これらを阻止円法で調べたとこ

ろ,比較的低極性の画分 (NPZOO214-216)が

エキスよりやや大きい阻止円 (50〃gで20-24

mm) を示し, また高極性画分 (NPZOO218-

220) もエキスと同等かやや小さい阻止円 (50

〟gで 15-20mm)を示した.この活性の強かっ

た低極性画分の中で最も重量の多く活性も高か

った画分 (NPZOO215,50pgで阻止円23mm)

を,更にシリカゲルカラムクロマト (hexane-
ヽ

AcOEt)により7画分に分画したところ,3画

分から結晶性物質が得られた.これらの画分濃

縮物の活性を阻止円法で調べた結果,全画分が

蓑2 プロポリスから単離した化合物の抗へリコバ

クタ一･ピロリ活性
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50〝gで23mm以上の阻止円を示し,特に結晶析

出画分の結晶,母液が高い活性を示した.結晶

性物質は,機器分析の結果,既知化合物でプロ

ポリスからも既に得られている pinocembrin,

galangin および chrysin と同定 された

(Mabryeta1.,1970).これらの分画表を図 1

に,同定 した化合物の構造式を図2に示した.

これらの化合物のヘリコバター･ピロリに対す

る MIC値は,表 2に示すとおりで,最も活性

の高い pinocembrinの値は,同時に測定 した

ランソプラゾールと同等であった. また,

pinocembrin は,Trichophyton属や Cr)やto-

coccus属に対して弱い抗菌活性を示した (表

3).

考 察

プロポリスから抗へリコバター･ピロリ活性

を指標に活性物質の分離を行った結果,既知成

分 であ る pinocembrin,galangin および

chrysin といったフラボノイドが得られた.フ

ラボノイドはプロポリスの主要成分であり,既

に30種以上の化合物が各地のプロポリスから

単離されている (水野ら,1987).上記の3フ

ラボノイド分画の他,抗へリコバター･ピロリ

活性を示 した他のフラクション中にも,その化

学性状から構造の類似したフラボノイドが含ま

れると予想されている.またエキスに比べ分画

した試料の阻止円の大きさがあまり大きくなら

ないことから,プロポリスの抗へリコバター･

ピロリ活性は,多種のフラボノイドの集積によ

るものと考えられる.これらプロポリスのフラ

ボノイドは,枯草菌や黄色ブドウ球菌,カンジ

ダ,皮膚糸状菌の Trichophytonなどに抗菌活
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表 3 プロポリスから単離した化合物 pinocembrinの抗菌活性

MICbg/ml)

plnOCembrin Amoxicillin Miconazole

StaphylococcusaureusFDA209P

Enter10COCCuSfaecalisRIMD3336001

MicrococcusluleusATCC9341

BacillussubtilisPCI219

EscherichiacoltNIHJJC-2

KlebsiellapneumomaePC-I602

PseudomonasaeruginosaIFO3445

CandidaalbicansIAM4888

CandidaalbicansMTU1200l

CryPtoCOCCuSneOformansMTU13001

AspergillusnigerNHL5088

TrichophyEonmentagroPhytesIFM40769

TrichoPhytonrubrumIFM46037
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性 が報 告 され て い るが (Metzner et a1.,

1979), 今 回 得 られ た フ ラ ボ ノ イ ドの

pinocembrin は抗菌活性が弱 く, ヘ リコバタ

ー ･ピロUに対 して比較的強い活性が認められ

た.これらを総合すると,プロポリスの抗潰療

作用の要因の一つとして, pinocembrin のよ

うなフラボノイ ドによる抗ヘ リコバター ･ピロ

リ活性が考えられる.

(〒178 練馬区大泉町2-33-7

全薬工業(樵)中央研究所)
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Propolis(honeybeeglue)hasbeenshownto

exhibitmultifunctionalbiologicalactivltleSin-

cludinganti-ulcer,anti-inflammatry,antitumor.

antibacterial,hypotensiveandlmmunOpOtentia-

tionactivities.

Helicobacterpylori,amicroaerobicGram-nega-

tivebacterium livinglnStomach,wasrecently

identlfiedasthemaincausativefactorofgastrl-

tisandgastrlCandduodenalulcerand thus

variousantibacterialagentsarenow usedfor

eradicaionofHelicobacteringastritisandulcer

patients. Inviewsofthewell-recognizedanti-

ulcerandantibacterialactivities,wehavein-

vestigatedantl-HelicobacleractivityinChinese,

BrazillanandArgentinepropolisandfoundthat

theextractofArgentinepropolisexhibitedthe

most potent activity The extract was

fractionatedfollowingtheactivitytoresultin

isolation of three active flavonoids,

plnOCembrin,galangln and chrysin. Several

otherrelatedflavonoidswithweakeractlVlty

werededucedtobecontainedintheextract.

These three flavonoids showed anti-

Helicobacteractivity(MIC:12.5-25iLg/ml)compa-

rabletothatoflansoprozole,ananti-ulcerdrug

wlthantl-HelicobacteractlVity.Themainactive

componentpinocembrin exhibited very weak

growthinhibitoryactlVltyagainstTnchophylon

andCryptococcusspeciesbutnoactivityagainst

otherfungiandbacterla.

Since propolisISknown to contain many

flavonoidswith someantibacterialand anti-

fungalactivityandsomeofthem werenow

shown by us to have slgniflCant anti-

Hel7CObacteractivity,theknownanti-ulceractlV1

1tyOfpropolismaybeattributedtotheanti-

HelicobacEereffectofitsflavonoidcomponents.


