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　 Polyphenolic 　 compounds 　 have　 been 　 shown 　 to　 have 　 growth 　 inhibitory　 action 　 on

Helicobacterpylori（ff．　pytori）．　 Previously，　we 　demonstrated　that　seed 　shells 　of 　the　Japanese

horse 　 chestnut （Aesculus 　 turbinata 　 BLUME ）are 　 rich 　 in　 polymerized 　 polyphenol 　 com −

pounds ．　 In　this　study ，　we 　have　examined 　the　effects 　of 　polyphenolic 　compounds 　from　the

seed 　 shells 　 of 　the　Japanese　horse　 chestnut 　on 　 adherence 　 of 　H ．　pylori　to　MKN 　45　cells ，　 a

human 　stomach 　cancer 　cell 　line．　 Polyphenolic 　compounds ，　which 　are 　composed 　of 　mQno −

meric 　forms　of （十 ）−catechin 　and （
一

）−epicatechin 　and 　polymeric 　proanthocyanidins ，　report −

edly 　inhibited　the　colony 　formation 　of 　H ．　pylori　on 　agar 　plates （minimal 　inhibitory　concen −

tration： 180μg／ml ）．　Interestingly，　the　polyphenolic 　compounds 　also 　inhibited　adherence 　of

H ．　pylori　to　MKN 　45　cells 　at 　concentrations 　that　showed 　no 　growth 　inhibitory　action 　on 　H

pylori．　 When 　the　polyphenolic 　 compounds 　 were 　further　fractionated　by 　geL　nltration

chromatography 　depending 　on 　the　degrees　of 　polymerization ，　fractions　including　poly −

meric 　proanthocyanid 三ns 　 exhibited 　 higher　inhibitory　 effects 　compared 　 with 　a 　fraction

containing 　lower−molecular 　weight 　compounds ．　 MKN 　45　cells　reportedly 　produced 　IL−8

spontaneously ，　and 　IL−8　production 　was 　increased　by 　H ．　pylori　infection．　 We 　found 　that

polymeric 　 proanthocyanidins 　sign 三ficantly　and 　dose −dependently 　 reduced 　 the　H ．　pylori−

induced 　IL−8　production 　as　well 　as 　the　spontaneous 　IL−8　production ．　 Our 　results 　raise 　the

possibility　that　polymeric 　proanthocyanidins 　contained 　in　the　seed 　shells 　of　the　Japanese

horse　chestnut 　may 　prevent 　infection　and 　infiammatory 　responses 　by　H ．　pylori．

Keywords ：Aescutus 　turbinat α　BLUME ；Helicobacterpylori；polyphenol ；adherence ；MKN 　45
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　Helicobacter　Pylori（fl．　Pylori）は，らせ ん 状 の グ ラ ム 陰

性桿菌で ，胃粘液中 に 浮遊す るか，胃上皮細胞 に 付着 して

増殖す る．1983 年 に Warren と Marshall らが 胃炎患者 の

胃粘膜 に寄生す る H ．　Pyloriの 分離培養 に成功
D

して 以来

急 速 に 研 究 が進 み，U ．　Pyloriの 感染 が慢性萎縮性 胃 炎 や 胃

潰 瘍 ，十二 指腸 潰瘍，胃癌 な どの 発症 に 深 く関 与 して い る

こ とが 明 らか に な っ て き た，先進国 で は 近年の 衛生面 の 改

善 に よ り保菌者 は減少傾向 に あ る もの の ，高年齢層で の 感

染率 は 依然 と して 高 く，日本 に お い て も，40 歳以上 で は

70％ 以上 が 感染者 と言 われ て い る．H ．　Pyloriの 除菌 に よ

り関連病態 の 多 くが 改善 さ れ る こ と か ら，長期 に わ た り胃

に 感染 して い る こ と が ，発症 の リス ク フ ァ ク タ
ー

と考 え ら

れ て お り，除菌が 最良 の 治療法 と さ れ て い る．現在 は プ ロ

ト ン ポ ン プ 阻害剤 と抗生物質 2 剤 （ア モ キ シ シ リ ン ，ク ラ

リス ロ マ イ シ ン ） に よ る 3 剤併用 に よ る 除菌療法が 行 わ れ

て い るが，耐性菌 の 増加 に よ る除菌率 の 低下 も懸念 され て

い る．我々 は こ れ ま で に，タ デ藍 （Polygonum　tinctorium

Lour．）か ら抗 H．　Pylori活性を有す る化合物を単離 し
2），

こ れ ら が 感染動物実験 モ デ ル に お い て ，胃粘膜 へ の H ．

pylori感染を有意 に 抑制す る こ と を報告
3） して お り，副作

用 の 少 な い 抗 H ．Pylori化合物 の 検索 を行 っ て きた，

　 トチ ノ キ （Aescutus 　turbinata　BLUME ）種子，す な わ ち

トチ ノ ミ は，古 くは コ メ の 代用 と して ド ン グ リな ど と共 に

主食 の
一

角 を な し，また乾燥す る こ と に よ っ て 長期間保存

が で きる こ とか ら飢饉 の 際 な ど の 非常食 と して 利用 され て

い た と考 え られ て い る． トチ ノ ミ は エ ス シ ン と呼ばれ る サ

ボ ＝ ン を多 く含む こ とか ら， ヨ
ー

ロ
ッ

パ を中心 に そ の 抽出

物 の 生理 機能 に関 す る研 究 が 進 め られ て お り，炎症 や 腫脹

の 治療用 と して 医薬品や化粧品 に 用 い られ て い る．我 々 は

こ れ まで に ， トチ ノ ミ の 生 理 活性 を検索 し，皮剥 ぎ した ト

チ ノ ミか ら単離した エ ス シ ン 誘導体 が，血糖値上昇抑制作

用
4）や，糖質分解酵素 の 阻害活性 を有 す る こ と

5）
， トチ ノ ミ

の 皮 ， す な わ ち トチ ノ キ種皮よ り得 られ た ポ リフ ェ ノ
ール

が糖質消化酵素の 阻害活性 を 有す る こ と
6），さ らに は ブ タ

膵臓由来 リパ ーゼ の 阻害作用 を 有す る こ と
7）

な ど を 報告 し

て きた ，また，こ れらの 作用成分を検索，分画す る段階 で，

トチ ノ キ 種皮 に 含 ま れ る ポ リフ ェ ノ ール 成分は （＋ ）一カ テ

キ ン や （一）一エ ピ カ テ キ ン を構成単位と して ，
A 一タイ プ の

イ ン ター
フ ラ バ ン 結合を有す る プ ロ ア ン トシ ア ニ ジ ン重合

体で あ り， こ の よ う な重合ポ リフ ェ ノ
ール の 割合が他の 植

物種皮か ら得 られ た ポ リフ ェノ
ール と比 べ て 極 め て 高 い こ

とを 見出 した
6），

　 こ れ ま で に ト チ ノ キ 種皮 に も含 ま れ る ク エ ル セ チ ン や

（＋ ）
一カ テ キ ン な ど の ポ リ フ ェ ノ

ール に は 抗 H ．　Pylori作用

が あ る こ と8・9）
や，抗潰瘍作用が あ る こ と 1°−12）

な どが 報告

され て い る が，H ．　Pylori感染 の 初期段階と考 え られ る胃粘

膜細胞へ の 接着制御 に 着目した報告 は 見 られな い，そ こ で

今回， トチ ノ キ 種皮 ポ リフ ェ ノ
ー

ル の 新 た な作 用 検索 と し

て ，in　 vitro に おける H ．　Pyloriの 胃癌細胞 へ の 接着抑制効

果 に っ い て 検討 した．ま た，プ ロ ア ン ト シ ア ニ ジ ン の 重合

度 に よ る抑制効果 に っ い て も検討 を 行 っ た．

1． 材料 と方法

　1．1 標　 　 品

　 トチ ノ キ 種皮 ポ リフ ェ ノ
ー

ル は 寿製菓株式会社 （鳥取県

米子市）に お い て 分離，精製 さ れ た． トチ ノ キ の 種皮 10g

（水分含量 11．5％）を乳鉢 に て 粉砕し，蒸留水 200ml を加

え て 2時間， 加熱還流を行 っ た，抽出液を濾過後， 残渣に

蒸留水 200m1 を加え ， 再度同様の 操作を行 っ た，抽出液 を

ロ
ータ リー

エ バ ボ レ
ーター

で 減圧濃縮 して ，乾固物 1．56g

を 得 た．こ の 抽出物を Diaion　HP ・20 （30　mm 　Inner　Diam・

eter （ID）× 300　mm ，日本錬水，東京） を 用 い た カ ラ ム ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ
ー

に 供 し，蒸留水 500ml ，次 に メ タ ノ
ー

ル

500m1 で 溶出 した．得 られ た メ タ ノ
ール 溶出画分 を 減圧濃

縮 し， 乾固物 O．67g を 得 た． こ れ を Chromatorex 　 ODS

IO24T カ ラ ム （30皿 mID × 300mm ，富士 シ リシ ア 化学，春

日井） に供 し，5％ メ タ ノ ール 500　ml で洗浄後，50％ メ タ

ノ
ール 500m1 で 溶出した．得 られ た 50％ メ タ ノ

ール 溶出

画分を 減圧濃縮 し，乾固物0．54g を得た （以下，　 ODS 分画

物）．さ ら に こ の 乾固物を Takahata ら
13）

の 方法 に 準 じて

SePhadex 　LH −20 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に て 分離 し

た，乾固物 を エ タ ノ
ール に 溶解 し，Sephadex 　LH ・20 カ ラ

ム 　（30m 皿 ID × 300　mm ，　GE 　Healthcare 　UK ，　Bucking ・

hamshire ，　UK ） に 供 し，エ タ ノ
ール 2，100　ml ，メ タ ノ

ール

2，100　ml ，70％ ア セ ト ン 2，100　m1 の 順 で 溶出 した．各溶出

液を減圧濃縮 し，工 タ ノ ール 溶出画分 （F1），メ タ ノ
ール 溶

出画分 （F2），70％ ア セ ト ン 溶出画分 （F3） の 乾固物を得

た，総 ポ リフ ェ ノ ール 量 は Folin−Ciocalteu法 に よ り測定

し，（
一
）
一

エ ピ カ テ キ ン 換算量 で 示 した，各画分 に お け る ポ

リ フ ェノ
ール 量 は Table 　1 に 示す通 りで あ っ た，

　順相 HPLC お よ び matrix 　 assisted 　 laser　 desorption／

ionization・time　 of 　flight　 mass 　spectrometer （MALDI −

TOF ／MS ） に よ る 構造解 析 の 結果 か ら，　 ODS 分 画物 は

（＋ ）
一カ テ キ ン お よ び （

一
）
一

エ ピ カ テ キ ン か らな る 縮合型

Table　l，　 Fractionation　of　polyphenolic 　compounds 　from

　 　 　 　 seed 　shells 　of 　the　Japanese　horse　chestnut

　 　 　 　 （．4esculus 　turbinate　BLUME ）．

Purification　 step

Dryweight

（mg ｝

Polyphenolic
　 content

　 （mg ）

Hot　water 　extract

Diaion　HP20

ChromatQrex　ODSIO24T
Sephadex 　LH ・20

　Ethanol　 eluate 〔FD

　Methanol 　eluate （F2）

　70％ Acetone　eluate （F3 ）

1，560
　 670

　 540

2027010D

580480440

1029090

Polyphenolic 　 compounds 　 were 　fractionated 　 from 　 10g　 of

seed 　shelis 　using 　HP −20，0DS 　and 　Sephadex 　 column 　chro −
matography ，　 PolyphenQlic 　 contents 　 were 　 determined　 as

（
一

｝−epicatechin 　equivalents 　using 　Folin−Ciocalteu　reagent ．

（44）
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Fig．1、　 Chemical　 structure 　 of 　proanthocyanidine 　isolat・

　 　 　 ed 　from 　　seed 　shells 　of 　the　Japanese　horse

　 　 　 chestnut （Aesculus　turbinate　BLUME ）．

タ ン ニ ン （プ ロ ア ン ト シ ア ニ ジ ン ，Fig．1）が 主成分 で ，　 F1

は ク エ ル セ チ ン 配糖体，カ テ キ ン お よ び エ ピ カ テ キ ンか ら

な る 3 量体 な どの 低分子 ポ リフ ェ ノ
ー

ル ，F2 は 19mer 以

上 の 中重合度 の プ ロ ア ン ト シ ア ニ ジ ン ，F3 は 23　mer 以上

の 高重合度 の プ ロ ア ン ト シ ア ニ ジ ン を 主 成分 とす る 画 分 と

推定 され た
6），各標 品 は 固形重量 を べ 一ス と して 10％ エ タ

ノ ール 溶液 に よ り4mg ／ml に 溶解 した もの を ， さ らに 使

用溶媒で 各濃度 に 希釈 し，使用 した．

　 1．2 　Helicobacter 　pglori

　H ．Pygori は，標準株 で あ る ATCC 　43504 株 を 用 い た ，

H ．　pySoriの 培養 に は 10％　fetal　bovine 　serum （FBS ，　Hy −

Clone，　SQuth 　 Logan ，　UT ） を 含む BBL 　Brucella　broth

（Becton 　 Dickinson ，　 Sparks ，　 MD ） を 用 い た．ま た コ ロ

ニ
ー
形成 を 伴う試験 に は 正0％ horse　 serum （lnvitrogen，

Carlsbad，　CA ）お よ び 1％ agar （BBL 　Becton 　Dickinson ，

Sparks ，　MD ）を含む Brucella　broth （以下 Brucella　agar ）

を用 い た．培養 は ア ネ ロ パ
ッ ク微好気 （三 菱 ガ ス 化学，東

京） に よ る微好気条件下，37℃ で 行 っ た．

　1．3 最 小生育阻 止濃度 （mini 皿 al　inhibitory　concen −

　　　 tratien：MIC ）の 測定

　各濃度に 調製 した標品 500μ1に対 し，Brucella　agar 　4．5ml

を 添加 し，寒天平板 を 作成 した．寒 天 平板上 に phosphate −

buffered　saline （PBS ） に よ り A550 　nm の 吸光度 が お よ

そ 0．3 とな る よ う に 調製 した 菌液 50μ1を滴下 し，平板表面

に 広げた．7 日間 の 培養後，菌生育の 有無を実体顕微鏡下

で 確認 し，菌 の 生育 が 認 め られ な い 最小濃度 を MIC と し

た ．

　1．4MKN 　45 細 胞 へ の H ．　pgtori 接着抑制作用

　MKN 　45 細胞 （ヒ ト胃癌細胞株） へ 接着 した H ．　Pytori
量 を 測 定 す る 系 と し て，Cell−enzyme 　 immunoassay

（Cell−EIA ）を 用 い た．　 MKN 　45 細胞は 10％ FBS を含む

RPMI 　l640培地 を 用 い て 37℃ ，5％ CO2 環 境下 で 培養 し

た．96穴 マ イ ク ロ プ レ ー
ト （Becton 　Dickinson 　Labware ，

Franklin 　Lakes ，　NJ ） に 1× 105個／we11 で 播種 し，3 日間

培養 した．PBS に よ り A550 　nm の 吸光度 が お よ そ 0．2 と

な る よ う に 調製 した H ．　Pylori　＊液 と PBS に よ り各濃度 に

調製 した 標品 を 等量混和 し，37℃ で 30分 プ レ イ ン キ ュ

ベ ー
ト した．培地を除去後，H ．　Pyloriを含む標品液 100μ1

を そ れ ぞ れ 各 ウ ェ ル に 添加 し，37℃，2 時間 イ ン キ ュ ベ ー

ト した．な お 感染条件 を 検討 した 結果，A550nm の 吸 光度

が お よ そ O．1 と な る よ う に 調 i製 した H ．Pylori菌液 を PBS

に よ り 10倍段階希釈 した もの を MKN 　45細胞 に 100μ1ず

つ 添加 し， 感染時間 を 2 時間 と した場合 に お い て ，添加 し

た 菌量 に 依存的 な H ．　Pyloriの 検出が 可能 で あ っ た．

　H ．　Pytoriを 含む 標品液 を 除去後，4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ

ヒ ド 溶 液 を 添加 し，室 温 で ，1 時 間 固定 し た ．0，05％

Tween 　20 を含む PBS で 洗浄後，3％ 過酸化水素溶液を 添

加 し，室 温 で 30分 処 理 した．洗 浄後，ビ オ チ ン 標識
一
ウ サ

ギ 抗 H ．　pyloriポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 （ViroStat，　 Portland ，

ME ） を添加 し，室温 60分反応 させ た，洗浄後，　 horse−

radish 　 peroxidase （HRP ）標識
一

ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン

（DAKO ，　Glostrup ，　Denmark ）を添加 し，室温，60 分反応

させ た．洗浄後，QuantaBluTM　FIuorogenic 　Peroxidase

Substrate　Kit （PIERCE ，　Rockford ，　IL） に よ り発色 させ，

MKN 　45 細胞 に 付着 した H ．　Pyloriを検 出 した．

　MKN 　45細胞 は，標品 に よ る細胞障害性の 有無 を確認 す

る た め
， 標 品 反 応 後 の 細 胞 に alamarBlue  

（TREK

DIAGONOSTIC 　SYSTEMS ，　Cleave 　Land ，　OH ）を添加 し

一
定時間後 の 蛍光強度 を 測定 した．

　 1．5ff ．　pglori に 対する直接作用

　 PBS に よ り A550nm の 吸光度 が お よ そ 0，2 とな る よ うに

調製 し た H ．　Pylori菌液 と PBS に よ り各濃度 に 調製 し た 標

品 を等量混和 し，37℃ で 2．5 時間 イ ン キ ュ ベ ー
ト した．H ．

pyloriを 含 む 標品液 を PBS に よ り適宜希釈 し，　 Brucella

agar 平板上 に 50α1を滴下 し，平板表面 に 広げた．37℃，5

日間培養後，平板表面 の コ ロ ニ
ー
数を計測 した．標品を添

加 しな い 場合の コ ロ ニ
ー
数を 100％ として，各濃度 の 標品

添加時 の コ ロ ニ ー
数を ％ で 示 した．

　1．6ff ．　pglori 感染 MKN 　45 細胞か らの IL−8産生抑制

　　　 作用

　 H ．　pylori感 染 MKN 　45 細 胞 か らの IL・8 産 生 は Nozawa

ら の 系
14）

に 従 った．MKN 　 45 細 胞 を 24 穴 プ レ ー
ト

（Becton 　 Dickinson 　 Labware ） に 3× IOs個／wel1 で 播種

し，3 日 間 培養 し た，上 清 を除去 し，FBS を含 ま な い

RPMI 　1640培地 （以下，　 FBS （
一

）RPMI 　1640 培地）で 洗

浄 した 後，同培地 で さ らに
一

晩培養 した，上清 を除去後，

FBS （
一

）RPMI 　1640 培地 に よ り各濃度 に 調製 した標品 を

400μ1／wel1 添加 し，37℃ で 1時間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た．

FBS （
一
） RPMI 　l640培地 に よ り A550 　nm の 吸 光度 が お

よ そ 1，0 と な る よ う に 調製 し た H ．ρy‘o ” 菌液 200μ1を 各

ウ ェル に 添加 し，さ らに 6 時間 イ ン キ ュ ベ ート した．上清

中 の IL−8 量 は ELISA （ヒ ト IL−8 ス ク 1丿
一

ニ ン グ セ
ッ ト，

（45 ）
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ThermQ 　Scientific，　Rockford ，　IL） に よ り測定 し た．

　1，7　有意差検定

　デ ータ は平均値± SD で示し，　 T 検定 に よ り コ ン ト ロ ー

ル に対す る有意差を検定し た．

2， 結 果

　 2．10DS 分画物の MIC

　 トチ ノ キ 種皮 ポ リ フ ェ ノ
ール の ODS 分画物 に つ い て，　H ．

Pytoriに 対す る抗菌作用 を 検討 した．　 ODS 分画物 を 100〜

120μg ／ml 含 む Brucella　agar 平板上 で も，培養 7 日 目 に

H ．　Pyloriの 生育が 観察 され たが， コ ロ ニ ー
の 大 き さ は コ ン

ト ロ
ー

ル よ りも小 さな もの で あ っ た．140μg ／ml の 濃度 で

は肉眼的 に コ ロ ＝
一

の 確認 は 出来ず，実体顕微鏡 に よ る観

察下で ，極 め て 小 さ な コ ロ ニ
ー

が 認 め られ た ．18Gμg／ml で

は H．　Pyloriの 生育は確認 で き なか っ た，従 っ て ，　 ODS 分

画物 の H ．　Pyloriに 対す る MIC は 180μg／ml で あ っ た，以

上 の 結果 は，こ れ ま で の 報告 と 同様 に ト チ ノ キ 種皮 ポ リ

フ ェ ノ
ール も H ．Pyloriに 対 して 抗菌作用 を 有 して い る こ

と を示 す もの で あ っ た，

　2．2MKN 　45細胞へ の H ．　pglori 接着抑制作用

　 トチ ノ キ 種皮 ポ リ フ ェ ノ
ール に よ る，H ．　Pyloriの 胃癌細胞

株 MKN 　45 へ の 接着 に 及ぼ す影響 に っ い て Cell−EIA に よ り

検討 した ．デ
ー

タ に は 示 さ な い が，各標品 と も 正00μg／ml で

は MKN 　45細胞 に 対 し，増殖 に は 影響 は 及 ぼ さ な い もの

の，プ レ
ー

ト に 付着 した 細胞が剥離 しや す くな る とい っ た

現象が 認 め られ た た め，Cell−EIA に よ る試験は 50μg／ml

以 下 の 濃度 で 実施 した，

　ODS 分画物は 3．1μ g／ml 以 上 の 濃度で ，濃度依存 的 に

MKN 　45 細胞に 対す る H ．　Pyloriの 接着を有意 に 抑制し た

（Fig．2）．一方，　 ODS 分画物 と H ．　Pyloriの 共存下 で 2．5 時間

反 応 させ る こ とで，H ．　Pyloriの コ ロ ニ ー
形成率 は 50μg／ml

で 70％ 程度，100μg／m1 で 10％ 程度 に 低下 して い た が，

25μg ／ml 以下 の 濃度 で は，　 H ．　Pylori に 対す る 抗菌作用 は

認 め られ な か っ た （Fig．3）．こ の 結果 か ら，低濃度 の ト チ

ノ キ種皮 ポ リフ ェ ノ
ー

ル に よ る H ．　Pyloriの MKN 　45 細胞

へ の 接着抑制作用 は，H ．　Pyloriに 対す る抗菌作用 に よ る も

の で は な い こ とが 示 唆 され た．

　 さ ら に Sephadex 分画 画 分 （F1〜 F3）に お い て は，低分

子 ポ リ フ ェノ ール 画分 で あ る F1 で は 強 い 接着抑制作用 は

認 め られ な か っ た が ， 重合 ポ リフ ェノ
ール 画分 で あ る F2

お よ び F3 は，濃度依存 的 に MKN 　45細 胞 に 対 す る U ．

Pyloriの 接着 を抑制 した （Fig．4）．ま た，重合度 の よ り高

い F3 に お い て ，　 F2 よ り も低濃度で の 接着抑制作用が 認 め

られ た．

　 2．3H ．　pgtori 感染 MKN 　45細胞か らの IL−8産生抑制

　　　 作用

　MKN 　45 細胞か らの IL−8 の 産生 は H ．　Pyloriの 感染に よ

り亢進す る が，H．ρyJ碗 感染前に MKN 　45細胞 を あ らか

じめ トチ ノ キ 種皮 ポ リフ ェノ
ール で 処理 す る こ と に よ り，

濃度依存的 に IL−8産生 を抑制し た （Fig，5），ま た MKN

（
印
国

）
り
り

目

記
9

看
く

loooe

8000

 

欄

2000

0

□ む
職
る

丶
瞥
●、綿

　 「● 、噛零

　 　
篭
●、林

　 　 　 　 ●

2
昌

目
09

O
嶋黷

畍．
N
円

い

R．
導

9．
n

鴨

m，
肖

覦

卜．
θ

μ
｝lyphenolic 　compounds

　 　 　 陪 1m且

Fig．2．　 Inhibitory 　 effects 　 of 　 polyphenolic 　 compounds

　 　 　 （ODS 　fraction ● ）prepared 　 from 　 seed 　 shells 　 of

　 　 　 the　Japanese　horse　 chestnut 　 on 　 adherence 　 Qf 　H．
　 　 　 pylori　 to　 MKN 　 45　 cells．　 Adherence　 of 丑 pNlorご

　 　 　 to　MKN 　45　 cells 　 was 　 assessed 　by 　Cel1・EIA　 using

　 　 　 biotin・labelled　rabbit 　anti −H．　ρy‘or‘　PQlyclonaI

　 　 　 ant 正bodies．　 Results　 were 　 expressed 　 as 　 Fluores−

　 　 　 cence 　 intensity〔FI）（mean ± SD 　 of 　 triplicate　 cul ・

　 　 　 tures），　 Contro1 （口） shows 　FI　 obtained 　by

　 　 　 adherence 　 of　H 　pylori　to　MKN 　45　 cells　in　 the

　　　 absence 　 o £ polyphenolic　 compounds ．　
＊p ＜ 0．05，

　 　 　
牌

p ＜ 0，005compared 　with 　control 　culture ．
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Fig．3．　 Antibacterial 　 effect 　Qf　polyphenolic 　 compounds

　 　 　 （ODS 　fraction）to　H．　pylori，　 H．　pylori　 were 　 mixed

　 　 　 with 　 various 　concentrations 　 Qf 　ODS 　fraction　 and
　 　 　 incubated　for　2，5　h　at　37℃．　 ODS 　fraction−treated
　 　 　 H ．pylori　were 　cultured 　on 　agar 　plate　for　5　days ．
　 　 　 and 　 resulting 　 colonies 　 were 　 counted ．　 Results

　 　 　 were 　expressed 　as 　a　percentage 　of　colony 　counts

　　　 （mean ± SD　of 　triplicate　cultures ＞，

45 細胞 は，H ．　Pylori非感染時 に も自発的に IL−8を産生 し

て い た が，ODS 分画物，　F2 お よ び F3 で 処理 した場合 に お

い て は，自発的 な IL−8 の 産生 は さ らに 低 下 して い た．

3． 考 察

　 ff．　Pyloriは体内 に お い て 胃上皮細胞 に 付着 して増殖 し，

リ ン パ 球 や 好中球 な ど の 浸潤 を特徴 とす る 胃炎を誘発す る

が，除菌 に よ っ て 病 態 の 改善 が 見 られ る こ とか ら，H ．

Pylori の 感染 が 発症 の 原因 と な っ て い る と考 え られ て い

（46）
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Fig．4．　 Polymeric　 proanthocyanidins 　 exhibit 　higher　 in−

　 　 　 hibitory　effects 　on 　adherence 　of 　U．　pylori　to

　 　 　 MKN 　 45　 cells ．　 Adherence−inhibitory　 effects 　 of

　 　 　 polyphenolic 　 compounds 　 fractionated　by　ge1

　 　 　 創 tration　chromatography 〔Fl　O ，　F2　 and 　F3 ◇ ）

　 　 　 were 　 examined 　by 　Cell−EIA　 as 　described　 in　Fig．
　 　 　 2．Results 　were 　 expressed 　 as 　FI （mean ± SD 　of

　 　 　 triplicate　cultures ）．　 Control （口＞ shows 　FI

　 　 　 obtained 　by 　the　adherence 　 of　H ．ρッlori　to　MKN

　 　 　 45　 cells 　 in　 the　 absence 　 of 　 polyphenolic

　 　 　 compounds ．ホ
ρ＜ 0．05，ホ申ρ 〈 0，005　compared 　with

　 　 　 Control 　culture ．
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Fig．5．　 Inhibitory　 effects 　of 　polyphenolic 　compounds 　on

　 　 　 IL・8　production 　by 　 H．　 pylori・infected　MKN
　 　 　 45cells ．　MKN 　 45　 cells 　 were 　 expQsed 　 to　poly −

　 　 　 phenolic 　 compounds （ODS 　fraction●，　Fl　 O ，　F2
　 　 　 △ and 　F3 ◇）for　l　h，　and 　then 　cocultured 　with

　　　 H ．pylori　for　6　h．　 Levels 　of 　IL−8　in　the　cultured

　 　 　 supernatants 　were 　determined 　by 　sandwich

　 　 　 ELISA ．　 IL−8　 production 　by 　 MKN 　45　 ceUs 　 was

　　　 signi 且cantly 　induced 　by 　H ．　pylori玉nfection （
§

P＜

　　　 0．0005 ）．
‘
p ＜ 0．05，”p ＜ 0．01，¶p＜ 0．005compared

　　　 with 　control 　culture （■），

る．感 染 の 第
一

段階 は，H ．　Pyloriの 胃粘膜組織 へ の 接 着で

あ るが，トチ ノ キ種皮 ポ リ フ ェノ
ール に，ff．　Pytoriに 対す

る抗菌作用 だ けで な く，胃粘膜細胞 へ の 接着 を 抑制す る作

用が 認 め られ れ ば，有効性 が よ り高 ま る と考 え，本研究 で

は in　 vitro に お い て ，胃癌細胞株 MKN 　 45 に 対す る H ．

Pylori の 接着抑制作用を検討 した．

　 は じめ に トチ ノ キ 種皮抽出物を ODS ク ロ マ トに て分画 し

た標品の ，H ．　Pyloriに 対す る最小生育阻止濃度 （MIC ）を測

定 した．ポ リフ ェ ノ
ー

ル を含 ま な い 通常 の 寒天平板上で は，

培養 3 日 目頃か ら コ ロ ニ
ー

の 形成が 認め られ，培養4 日目頃

に は コ ロ ニ
ー
計測 が 充分可 能 とな るの に 対 し，今回の 試 験 で

は培養期間 を 7 日に 延長 した上で ，実体顕 微鏡 下 で の 確 認 を

行 っ た ．結果 と して 分画物 180μg／ml を 含む 寒天平板上 で の

生育が完全 に 阻害され た．しか し，100μg ／ml 以上 の 濃度で

も寒天平板上 に 認 め られ る コ ロ ニ ーは極 め て 小 さ く，さ ら

に 140μ g ／ml 以上 で は 肉眼 で の 観察 は 困難 で あ っ た．ま

た，160μg ／ml の ODS 分画物 を 含 む 寒天平板上 に 認 め ら

れ た コ ロ ニ
ーを 回収 し，通常の 培養 を試 み た が 増殖 が 見 ら

れ な か っ た．本来桿菌 で あ る H ．　Pyloriが ，ポ リ フ ェ ノ
ー

ル

の 添加培養 に よ り球菌状 に 形態 が 変化 し
8），球菌状 に 変化

した H ．Pyloriは 増殖 が 出来 な い
15〕

こ と が 報告 さ れ て い

る．こ れ らの 報告 と，今回認め られ た現象か ら，トチ ノ キ

種皮 ポ リフ ェ ノ ール は， 180pag／rnl 以 上 の 濃度 で 殺菌作用

を有す るだ け で な く， 100μg／ml 以上 で も菌 の 形態 に変化

を与 え る こ と に よ っ て，H ．　Pyloriに 対 して 充分な抗菌作用

を示す と考え られ る．

　 次 に，H ．　Pytori の 胃 癌 細 胞 株 MKN 　45 に 対 す る ト チ ノ

キ種 皮 ポ リフ ＝ノ
ール の 接着抑制作用 を，培養 した MKN

45細胞 に ODS 分画物 と H ．　Pytoriを 同時添加 し．2 時間後

の MKN 　45細胞 に 接着 した H ．　pylori量 を Ce11−EIA 系 で

判定す る こ と に よ り検討 した，そ の 結果，ODS 分画物 が

H ．　Pyloriの MKN 　45細胞 へ の 接着 を 濃度依存的 に，しか

も抗菌作用 が認 め られ な い 低濃度 で 抑制す る こ とが わ か っ

た，さ らに，Sephadex 　LH −20 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ り分画 した 画分 （Fl〜F3）に つ い て も接着抑制作用 を

確認 した 結果，F1 で は高濃度 で もあ ま り接着抑制作用 は

認 め られ な か っ た が． F2 お よ び F3 に ODS 分画物同様，

濃度依存的 な接着抑制作用 が 認 め られ た．さ らに，F3 は，

F2 よ り も低濃度 で 高 い 接着抑制作用が 認 め られ た．今回 ，

最 も高 い 接着抑制作用 が 認 め られ た F3 は，特 に重合度 の

高い ポ リ フ ェノ
ール が含まれ る画分で あ り，カ テ キ ン ，エ

ピ カ テ キ ン とい っ た低分子の もの よ り も，こ れ らの 重合体

で あ る プ ロ ア ン ト シ ア ニ ジ ン で 作用 が 高 く，さ ら に プ ロ ア

ン ト シ ァ ニ ジ ン に お い て も，重 合度 の 高 い もの の 方が よ り

高 い 接着抑制作用を有す る こ とが 示 さ れ た．斉藤 ら
16）

は，

豆類種皮 の 重合 ポ リフ ェ ノ
ール の 割合を Sephadex 　LH ・20

カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で 検討 し，最 も重合 ポ リ フ ＝

ノ
ー

ル が 多 い もの で 63％ と報告 して い る．我 々 は こ れ ま

で に， トチ ノ キ 種皮 ポ リフ ェ ノ
ー

ル に 含 まれ る全 ポ リフ ェ

ノ ール の うち，97％ が重 合 ポ リフ ェ ノ ール で あ る こ と を 明

らか に して お り
6 ）， トチ ノ キ種皮 ポ リ フ ェノ ール で は重 合

ポ リフ ェノ
ール の 割合 が か な り高 い と考え て い る．こ れ ら

の 結果か ら，他の 植物 と比較 して ， トチ ノ キ種皮が 高 い 抗

H ．Pylori作用 を 有す る素材 と して 有効 で あ る 可能性 が 示

唆され た，

　
一

方，前述 の 通 り トチ ノ キ 種皮 ポ リ フ ェ ノ ール に は，H．

（47 ）
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Pylori に 対す る強い 抗菌作用 が認 め られ て い る，今回行 っ

た試験系に お い て，両者の 共存時間が プ レ イ ン キ ュ
ベ ート

と合わ せ て 2．5 時間 と比較的長 い こ とか ら，接着抑制 は 抗

菌作用 に よ る もの で あ る可能性も考え られ た．そ こ で ，両

者 を 2．5 時間共存 さ せ た後 の H ．　Pyloriを 培養 し，コ ロ ニ
ー

形成試験 に よ り生 存率 を測定 した，そ の 結果，ODS 分画物

50μg／m1 で は H ．　Pyloriの 生存率 は 70％ 程度 まで 低下 し

て い た が，25μg／m1 以下 の 濃度 で は生存率 に ほ とん ど変

化 が 見 られ な か っ た．こ の こ と か ら，25μg／ml 以下の 濃度

で 見 られ る接着抑制作用 は，H ．　Pyloriに 対す る抗菌作用 で

あ る可能性は低い と考え られ る．

　 H ．　Pyloriの 細胞 へ の 感 染 に は，ま ず血 液型 抗原結合 ア ド

ヘ ジ ン （blood　group 　antigen −binding　adhesin ：BabA ）

と呼 ば れ る H ．Pylori膜外 タ ン パ ク質 と，上皮細胞表面 や

ム チ ン 糖 タ ン パ ク 質 に 発現す る ル イ ス B （Lewis 　B ： Leb）

抗原の 結合 （BabA ／Leb 結合） が 関与 して い る と考 え られ

て い る
17・18）．さ ら に H ．　Pylori感染 に よ っ て ，　 H ．　Pyloriが 有

す る シ ア ル 酸結合 ア ドヘ ジ ン 　 （sialic 　 acid −binding 　 ad −

hesin：SabA ） の リガ ン ドで あ る sialyl 　Lewisx （sLex ）糖

鎖 の 発現 が 上昇 し，SabA ／sLe
’
結合 に よ っ て持続的 な感染

が成立す る と言わ れ て い る
19・2°）．　 ま た ， H ．　 Pyloriの 菌体

表層部に は ウ レ ア ーゼ が局在 し，尿素か らの ア ン モ ニ ァ 産

生 が 可能と な っ て い る．こ の ア ン モ ニ ア に よ っ て 局所的 に

胃液を 中和す る こ とで ，胃内部の 酸性条件下 で も生存 が 可

能 と な っ て い る が，こ の ウ レ ア
ーゼ が ア ドヘ ジ ン と して 作

用 して い る と言 わ れ て い る
21・22 ），そ の 他 に も，H ．　Pylori と

細胞 との 接着に は，フ コ
ース

23 ）や 硫酸化糖
24 ）

の 関与が 報告

され て い る が，一
方 で 関連 を 否定す る 報告

25…28 ） も多 く，未

だ 不明 な点 が 多 い ．

　 ポ リフ ェ ノ
ール は タ ン パ ク 質 と結合 して 変性 させ る収斂

作用を有す る が，そ の 結合力 は タ ン パ ク質 の 分子量 や 等電

点 だ けで な く，ポ リフ ェ ノ
ー

ル の 分子量や 重合度 に も左右

され る と い わ れ て お り
29・3°），こ の ポ リフ ェ ノ ール に よ る収

斂効果が，菌体あ る い は細胞表面 の 接着関連因子を変性さ

せ，そ の 結 果 と して 接着抑制作用 が認 め られ た 可能性 も考

え られ る，今回認 め られ た トチ ノ キ種皮 ポ リフ ェ ノ
ール に

よ る接着抑制 が，ど うい った 接着関連因子 に 作用 して い る

の か は，今後 の 検討課題 と考え て い る．

　H ．Shmuely ら
31）は E ρyJo7 ゴ感染者 か ら分離 した 83 種

の H ．　Pylori菌株 を 対象 に，タ ン ニ ン 様物質が豊富な ク ラ

ン ベ 1丿
一ジ ュ

ー
ス の 高分子量画分 に つ い て 接着抑制作用を

検討 し，単独 あ る い は既存 の 抗生物 質 と の 併 用で ，多 くの

菌株 に 対 し，高 い 接着抑制効果 が 認 め られ た こ とを報告 し

て い る．今回 の 我 々 の 試験 は H ．　Pylori標準株 1種類 に よ

る もの で あ る が ，
トチ ノ キ 種皮ポ リフ ェノ

ール の 特 に 重合

度の 高い 画分と H．Pyloriに 対す る抗生物質 を 併用す る こ

と に よ り， 臨床分離株に対す る高い 効果が 充分 に 期待 で き

る と思 わ れ る．今後，臨床分離株を 含め た よ り多 くの 菌株

に 対す る 抗生物質 と の 併用 に よ る 接着抑制効果の 確認 と，

実際 の 動物感染モ デ ル に お け る 感染抑制効果 に つ い て も検

討 した い と考え て い る．

　H ．　Pyloriは胃上皮細胞へ の 接着に よ り，　 IL・8な どの ケモ カ イ

ン 産生 を誘導す る こ とに よ っ て 感染局所へ の リ ンパ 球や好中球

な どの 浸潤を促し，胃粘膜の 炎症を引き起 こす
92・99）．抗潰瘍薬で

あ る ラ フ チ ジ ン ［（＋ ／
一

）−2くfurfurylsulfinyl）−NK4 ＜4〈piperi・

dinomethyl ）−2−pyridyl）oxy −（Z＞−2−butenyl ）acetamide ］は，

H ．　Pylori接着 に よ って 誘導 され る MKN 　45細胞 か らの IL・8

の 産生 を低下 さ せ るが，そ の 作用 はH ．Pyloriの 接着抑制 に

よ る もの と され て い る
14）．今回，同様 の 系を用 い て MKN 　45

細胞 か らの IL−8産生量 を測定 した と こ ろ，トチ ノ キ 種皮 ポ

リフ ェ ノ ール 処理 に よ り，H ．♪蜘 ア撼 染に よ っ て 増強さ れ

るMKN 　45細 胞 か らの IL・8産 生 が 有 意 に 抑 制 され る こ と が

確認 さ れ た．MKN 　45細胞 とH ．　Pylori　t の 接着抑制作用 が

高 い 標品で IL−8産生抑制作用が 高 い 傾向 に あ る こ と か ら，

こ の IL−8産生抑制作用 は トチ ノ キ 種皮 ポ リフ ェ ノ
ール に よ

る接着抑制作用が 関与 して い る可能性 が 示唆 さ れ た．また，

MKN 　45細胞 はH ．　Pytoriが 感染 して い な い 場合 に も
一

定量

の IL−8を 産生す る が，トチ ノ キ 種皮 ポ リフ ェ ノ
ール で 処理

す る こ と に よ り，そ の 自発的 な産生 も抑制す る こ と が 確認

さ れ た．今回試験 に 用 い た ポ リ フ ェ ノ ール 濃度 で は，MKN

45細胞に対す る傷害性は認 め られ な い こ とか ら， トチ ノ キ

種皮 ポ リ フ ェノ ール は，H．　Pyloriの 接着 を抑制す る だ け で

な く，MKN 　45細胞 に も直接作用 し，MKN 　45細胞 が 恒常的

に 産生 して い る IL−8 も抑制 した もの と思われ る．こ の こ と

か ら，トチ ノ キ種皮 ポ リ フ ェ ノ
ール は 宿主側 に 対す る 抗炎

症作用 に も効果を 示す可能性 が 示 さ れ た ，

　 トチ ノ ミ は 古来 よ り食品 と して 摂取 さ れ て い る こ と か ら

も，H ．　Pyloriが 関与す る 様 々 な 病気予防 の た め の 安全 で 手

軽 な 機能性食品素材と して の 有用性が 高い と考え られ る．
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