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　We 伽 nd 　thal　B1azilian　pn）polis（L恥 and 　Ihe　prr）polls　of　other　oount 戯es　lChinese（助 ，

Japanese（rv），　Austraiian（V），　New 　Zealand，　Hungarian，　Bu】ug 滋ian，Ukrainian，　Uzbe瓸 stanian ，

Umguayan （VD ，　AmeTican（Vll）and 　South　African（V皿 ）j　could 　be　distinguished　fK）m 　each

other 　by　3◎−HPLC 　arlalYsis ．　Brazilian　propolis　were 　cjnnamicacid 　dcrivative　type 　containing

dnlpanin，　 artepll 旦in　 C ，（石）
−3−pienyl−4 （2．3dihyctoc　innamoy 韮oxydnnamic 　 ad （t （劫

一3−（2．2・

dimethyl−8−prenyl−2∬きbenzく）py 田 n 石一yD−2−pK ）penoic　aCid 　as　the　main ◎ Dnstitu   ts，　 whefeas ，

the　propolis　of 　other 　QountIies 　are 　navonoid　type　oontain 重ng 　Pinobanksin，　chrysin ，

pinoce【nbr重n ，　galanginandpinobankSin−3−aceIetaeas 　t鳥emain 　consti 田ents ．　Theabove　results

suggest 　that　they　ale　useful　markers 　for　the　identif孟cationofthe 　p蓋a◎eofprOduction 　of 　propolis．

The　3D −HPLC 　analysis 　rnay　be　aet
’
f6ctive　methOd 　noI　only 　for　the　detection　of　flavono重ds　and

cinnamic 　acid　dedvatives　but　a量so　for　chemicaj 　evaluaUon 　of　propolis．

Keywords ： pK）Po…is； Apis 磁 θ’tiferu伽 n跏 c 鋤 d （  v磁 孟ve ； 且avonoi ｛廴 3D −HPLC ；

chemica1 　evaluatiQn

　プロ ポリス とは，ミツバ チが周辺 の 種々 の 植物の

つ ぼみや芽，葉，樹皮な どか らか じり取 っ て きた滲

出物や小片な どか ら作る膠状物質で ある．ミツバチ

は これ を巣箱の壁や枠 、出入 り口 な どに塗布 して 、

巣 の補強や修理な どに使 っ た り，水や冷気の浸入や，

昆 虫な どの侵入 を防 ぐの に使 っ て い る．また雑菌や

ウイル ス の繁殖を防い だりするなど，巣内の殺菌剤

と し て も重要な役割 を果たし て い る D，プロポ リス

は古くか ら東ヨーロ ッ パ を中心 と した世界中の多く

の地方で民間伝承薬として用い られ，数多く の薬理

学的作用や治療効果が報告さ れ て い る．最近で は，

抗菌作用
コ，，活性酸素消去作用

3），抗酸化作用
4）

， 免

疫増強 ・賦活作用
S），抗潰瘍 ・抗腫瘍作用

6）
， 肝保護

作用 のなどを示す活性物質も単離報告され て い る．
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　プ ロ ポリス の エ タノール抽出物 の 主要な成分は，

フ ラボノイ ド，フ ェ ノール酸類 ， 芳香族ア ル コ
・一

ル

類と こ れ らの エ ステルなどか ら構成され て い る が
S）
，

その組成は主 に，採集 した 周 りの 植物相（起源植物 ）

の 違 い によ り特徴づ けられ る．起源植物と して は，

ヨ
ー

ロ ッ パ や北ア メ リカ ， アジアな ど の 温帯地域 で

は Poputus属が ，ベ ネズエ ラやチ ュ ニ ジアな どの 熱

帯地域の で は Ctzas’ia属 が，ブ ラ ジル で は Aπauc ‘vto 　pt

や Baurhtvis　Ptなどが 報告さ れ て い る
9｝．従 っ てプ ロ

ポリス を産出す る地域（国）に よ り，含 まれ て い る 成

分や組成が大き く異な る こ と が予想される．こ れ ま

で に 各地域（国）産プ ロ ポ リス の 定性評価 は，藤本や

パ ル マ ，パ ークら
1°）
が紫外可視分光光度計 による評

価 を報告して い る．しか しなが ら成分組成 を中心 と

した品質評価はほとんど報告さ れ て い な い ．我々 は

これまで に，ブラジル 産プ ロポ リス か ら新規化合物

を io 種類含む 50 種類以 上 の化合 物を単離報告 して

きた
11｝，今回，こ れ らの成 分をも とに，各地域（国）

産プロポリス を ，
三 次元検出

一
高速液体ク ロ マ トグ

ラフ ィ
ー
（3D −HPLC ）を用 い て 成分の 異同を検討す る

と同時に ，プ ロポリスの 化学的品質評価 を行う上で

の有用な指標成分の 探索を行っ た
12）．

実験 の 部

1．標準品

　chrysin ，　 apigenin，　 lute・】in，　 galangin，　 ka  P痴・tDl・

qUer・etin，　myri ・）etin．　naringenin ，　fisetin，　vanillin・gallic

aCid 　vanil 蓋ic　ad （L　protocatechuic　aci ¢ 　methyl 　gaUate・

cinnamic 　acid 　p−。・um 細 C 鋤 ¢ （盛 icぬ ¢ 掩 皿 lic鋤 ¢

3，4嫡 methoxycinn   jc 鋤 d は和光純 薬工業  よ り，

hesperStinは東京化成工 業  よ り購入 した．…臙 重n，

teCtochrysin，　 kaempfetide．　 isothamnetin，　 pin・cemb 「in・

isasakaranetin，　saktlianetin ，　Pjnobanksin，　〔nffeic　acid

ph  ・thyl・ester （CAPE ＞．　Cinnar・ylidmmui ・ aCid は ・ 本

学食品栄養科学部食品製造工 学研 究室熊澤茂則博士

よ り ，
thamnetin，　eriodictyol は食晶衛生学研究塞 下位

香代子博士 よ り，genkwaninは  活性食品研究セ ン タ

ー
国分博氏よ りご恵与頂 い た も の を用い た．また こ

れ らの他に既報
「iレ
によ り単離 した化合物を用い た ．

2．試料

　各地域（国）産プロ ポリス と して，次の合計 24検体

を検討 した．そ の うち 8 種に つ い て ， 3D−HPLC の パ

ターン を fig．1 に記載し た．

　 ・ブラジル産（ア レ クリン系：b ．＿＿ 4種

　　　　　　 （ユ
ーカ リ系：恥＿＿＿ 2種

　 ・中国産（皿）t．t．＿＿＿＿．．．＿＿＿＿＿4 種

　 ・日本産（rv）＿＿．＿＿＿．＿＿＿＿．＿．2 種

　 ・オ
ー

ス トラリア産（V）＿．＿＿．．＿．3種

　 ・ニ ユ
ー

ジ
ー

ラ ン ド産 ＿．＿＿＿．＿．1種

　 ・ハ ンガリ
ー産．＿＿＿＿＿．，＿．＿ 1種

　 ・ブルガ リア産＿＿＿＿＿＿．＿＿．、，1種

　 ・ウクライナ産＿＿＿．．＿＿．．．．＿＿1種

　 ・ウズベキス タン産 ＿＿．＿＿＿．．．．1種

　 ・ウル グアイ産（Vb ．．＿＿＿＿．．．＿．＿ 1種

　 ・アメ リカ産（V恥＿．，＿．＿＿．．＿＿＿2 種

　 ・南アフ リカ産（V皿）．．＿＿＿．＿．＿＿1 種

3．3D −HPLC 測定装置及び測定条件

　ポンプは，日本分 光製 JASCO 　PU980 ，
　 phot（Xiode

array 検出器は ， 日本分光製 JAsco 　MD −1510，プ ロ

グラ ム ソ フ トは ，日本 分光製 JASC （＞PDA 及 び

JASCO −BORWIN を使用した．カラ ム は ，野村化学製

Develosi且ODS −5（4．6rnrn　i．d．× 2SOmm ）を用 い た．移動

相は，2％酢酸を含む水一アセ トニ トリル混液 をグ ラ

ジ エ ン トプ ログラム ； アセ トニ ト リル 濃度 20％ （0

分）
→80％（60 分）

→ 1eo％（70 分）， 流速 1．Oml〆min ，測

定波長 200−450nm で 測 定し た．

4 ．試料溶液の調整

　細か く砕 い た各地域（国）産プ ロポ リス の 原塊 O．4g

に 75％EtOH を 1m1加え ，
2 時間撹拌させ抽出した．

次に 3000lpm で ，20min 遠心分離後，上澄液と固形

（307）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Pharmacognosy

NII-Electronic Library Service

The  JapaneseSociety  ofPharmacognosy

 I r'
   I
   l･

Z`oe.
g

%251e.leis

  

mi. .. ･- ･--
   1

   [

r...･E'E3･g

------
 sp-- 

----

tt
 

tttttttt
 
tt
 

tL/t
 

tt
 
tttt

     fi
     ･l
     {

---,

%

       T) le iminJ
-
 

･-･
 

"'IZOL4li''
 

'
 

'"'
 "

      ./

V･  -･

  1

'p'g9gs
coo-

or}o-

 o2su-%

 
Peig

5'gue,s<

VIIf,,,:11.
      

t;-t"t
 
.Httt.

agro.I

  

mo･

2SO-va}igle

3

k  t ttt. tttt

   40,41

.. ,. ..vL/ .Sfi. ... .- ...., ."",.;, )r/:.,,

    
･l,
 
1.4o,41

 ,

x

5gggse

g ;･- 
--

 
--

die'

ans-

2.0igvivlet'

  
'ezeigw

 
4so-

 e

･se

 l
 ttt/

2011tleim:nioo 60

wn -,:/･-･--

sg!.eE<as

am

2mo-%Leq

1･'bo"

        

Fig. 1. Typical 3D-HPLC  Chromategrams in Some  Regional Propolis

     I: Braxilianprops)lis (Alecrimorigin) ll :Brazilian  propolis (Eucalyptusorigin)

     M:Chinese propolis IV :Japanese  propolis V:Australian propolis
     VI : Utuguayan propolis va : American  ptnpelis mp : South At'rican propo]is
     The numbers  above  the peaks ¢ompound  numbers  in C:vattZ
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物に分けた．こ の ．ヒ澄液を IOPt1取 り，　 EtOH を 90μ1

加 え 10倍希釈 し，HPLC 分析用試料とした．

5．そ の 他の実験装置

　紫外 可視分光光度計は，BECKMAN   の DU 　640

spectrophotOmeter によ り測定 した．

結果 及 び考 察

　各地域（国）産プロ ポリス の 3D −HPLC による分析結

果 を Fig．1 に示 した ．またブラジルre（Dと中国産（皿｝

を波長 280nm で測定した結果を Eg 。2 に示した，同

定方法は ， 各ピークの 保持時間及び uv 吸収ス ペ ク

トル を標品 と比較する こ とに より決定した．

　UV 吸収ス ペ ク トル は，芳香族共役系を含んで い

る フ ラボノイ ドや フ ェ ノ
ー

ル酸などで は ， Chat　1 に

示した よう に それ ぞれ特徴的なパ ターン を示す．フ

ラボン は，250 〜280nm 付近と 310 〜350nm 付近 に ピ

ークを もち，フ ラポノールは ，
250 〜270nm 付近 と

350 〜 390nm 付近 に ピーク をもつ の が特徴で あ る．フ

ラバ ノ ン や フ ラバ ノ ノールでは 270〜300nm 付近に

ピークをもち，それ に加え 310〜330nm の間に二 次

的ピ
ー

クもつ の が特徴で ある．桂皮酸誘導体は，270

fiavone（apigenin）

Ωavanonol （aπomadendnn ）

3．g畴 o

【Ab3 ］

o・o
鵠亀

〜 330nm 付近に シ ョ ル ダ
ー

の あるピ
ー

クをもつ の が

特徴である ，こ れ らの UV 吸収 ス ペ ク トル の パ ター

ンの 特徴か ら ， 各化合物の 同定 を行 っ た．

　ブ ラジル産プロ ポリ ス （Fig．1・夏皿 ；Fig．2・A ）で は主

な成分として ， p −oouJnaic 　aCid ［13！をは じめ，　 prenyl

基を側鎖 に も つ artepillin 　C 〔50】や dirupanin［30］，

（E）−3−P  yl4レ（2，
3dhy （tocinnamoyloxycimmic　　acid

［53］，　（E ）・3−（2 ，
2−dimethyl8−prenyl−2H −benmpyran6 −yl）−

2propenoic　aCid ［54】な どの 桂皮酸誘導体が多く検出

され た ． ま た そ の 他 に は 則 Dma 由n面 n 【18］及 び

dihycibkaempferide　（251がブラジル産だけに検出され，

フ ラ バ ノンや フ ラ バ ノ ノ
ー

ルが多い傾向がみ られた．

　一一
方 ， 中国産（Fig．1一皿 ；　Flg．2・B），　 B 本産（W ），オ

ー

ス トラ リア産（V），ニ ュ
ー

ジ
ー

ラ ン ド嵐 ハ ンガリ
ー

産 ， ブルガリ ア産，ウクライ ナ産，ウズベ キスタ ン

産 ， ウル グアイ産（VD ，アメ リカ産（V恥プロポリスは，

地域（国）に よ っ て 成分の 含有量に違い があるもの の ，

主な成分や組成に つ い て は類似 したパ タ
ー

ン を示 し

た．これ らの 地域（国）産の 主な成分と して は chlys 韮n

［33］や pino  bdn ［3（；］，　galangin［40］，　pinobanksin
−3−

acetate　［411，
　pi　nobanksin 　12　3］な どの フ ラボノイ ドが多

く検出された．そ の他に は C  掩icacid圖や pcournalic

acid・［13］，
　f・ruli・ acid ［151，3，4−di・i・n・mi ・ aCid ｛19］など

fiavono亘（kaempfeTol）
珊

「− i

起ノ ， i
e．，，e、L　　−＿ ＿ ＿ ＿ 一 ・

　 2恥 ・e　　　　　 ｛aveleagtb （鱒 　　　　　　
95e ・s

cinnamic 　acid 　derivative（ρ一〇〇uma ぬc　acid ）

3．8

［Ab

巳．a

tlavanorye（面 皿genin）
3．eeeo

e．eeee
　2e旦・B　　　　 巳a，ele 叩 th ｛岡 ♪　　　　

tS日・8

cinnamic 　acid 　derivative（dn　ppe皿in）

「 一 ｛

脚L 」

Chatt　1．　Ma 垂n　UV 　Spect田 m 】lattern　of　Eavonoids　and 　Cinnamic　acid 　derivatives 【Solvent： methy 裏alcobO韮］

（3eg）
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の 桂皮酸誘導 体が検出され た．これ らの 地域（国）産

プロ ポ リス の未同定 ピー
クは，そ の 多 くが フ ラ ボ ノ

イ ドで あ り（Fig．2・B 参照），中で もフ ラ ボンや フ ラ ボ

ノ
ー

ルが多 い 傾向がみ られた．こ れ ら地 域（国）産 プ

ロ ポリスは，ブラ ジル産の もの とは全く異な っ て お

り，ブラジル産 に特徴的に 認め られたよ うな prenyl

基 を側鎖に も っ た桂皮酸誘導体は，全く検出されな

か っ た．

　南ア フ リカ産（V 鋤 プ ロ ポ リスは，上述 の 地域（国）

産プロ ポリス とは異なっ た成分パ タ
ー

ン を示 し た．

主な成分 と して は pinocembrin　［36】や pinobanksin【23］

な どの フラボノイ ドが検出されたが，chlysin ［33】や

galangin［ztOj，　 pinobankSin−3−aoetate　l41】｝ま検出 されな

か っ た．

　 これらの 主な含有成分の違い か ら，ブ ラ ジル産 プ

ロ ポリスは 「桂皮酸誘導体中心の タイ プ」 で あ り，

そ の 他 の地域 （国）産プ ロ ポリス は 「フ ラボノ イ ド中

心の タイプ」 であ る こ とが示唆され た．また prmyl

基を側鎖にもつ 桂皮酸誘導体や，含有量 の多い フ ラ

ボノイ ドは，化 学的品質評価を行 う上で の 有用 な指

標成分になる こ とが示された ．

　藤本は，uV 吸収ス ペ ク トル の パ ターン か ら，ブ

ラジル産に み られ るよ うな UV の極大吸収が 300nm

前後で 平坦 に なる もの を 「ユ ー
カ リ系」 ，中国産な

どにみ られ る ような292nm 付近 に山があり，両側に

肩 があ る もの を fポプラ系」 と，起源植物と推定 さ

れ る名前を とっ て ，世界の 2 大典型 を示すもの と し

て報告 して い る ．te’） 我々 の 3D −HPLC 分析結果は，

それを成分組成か らも支持 し て い る．

　ブラ ジ ル産プロポリス は，採集 した周 りの主な植

物相（起源植物）や プロポ リス の原塊の 色，香 りな ど

か らア レ クリン系（D ，
ユ
ー

カ リ系（ll），パ ラナ マ ツ 系

な どと称 されて い る．アレク リ ン とは，庭に 植え る

芳香の ある薬草と して用いるあ る種の植物に付け ら

れ た名前で あるが，植物学的には シ ソ科やマ メ科 ，

キク科，ク マ ツヅラ科 など種々 の科に わ たる．我 々

の分析で は ，ブラジル産 プロ ポ リス の ア レ ク リン 系

  とユ ー一カ リ系（恥と称され るものの含有成分に は，

どち らも桂皮酸誘導体を主成分 として お り，成分組

成 に はほとん ど大きな違 い が認 め られなか っ たが，

drupanin【30】の prenyl基が分子 内で環 を巻い た構造の

（E＞−3＜2，2伽 e山y1雄 i−ben広 ）py  ・6y1 ）−2・p聯 繭 c

acid 　（38］の 含有量が，ユ ーカリ系に特徴的に多く検出

され た．．．・
方 ， オー

ス トラリア産プロ ポ リス （V ）は，

ユ
ー

カ リが起源植物と考え られて い るが ， ブ ラ ジル

産 の ユ
ー

カ リ系（助とは全く異な り， 中国産（皿 ）や ウ

ル グアイ産（VD ，ア メ リカ産（V 皿）な どとほぼ同様な成

分組成 を示 した．こ れ らの こ とか ら， プロ ポ リス の

タイプの 相違 には，植物相（起源植物 ）の ほかに，別

の 要 因も関 与して い る こ とが示唆され る．実際 ブ

ラ ジ ル に お い て養蜂家が飼 っ て い るハ チは ， ア フ リ

カ ミ ツ バ チ とセ イヨウミ ツ バ チ の 混血 したア フ リカ

蜂化 ミツ バ チ
」3・｝で あり，そ の 他 の地域（国）では ヨ ー

ロ ッ パ 系 の セイ ヨ ウミツバ チ （トウ ヨ ウ ミ ッバチ は

プロ ポリス を産出 しない ）が主で ある．また ア フ リカ

ミツ バ チが産出する南ア フ リカ崖プロ ポ リスが，他

の 地域（国）産 の もの と成分組成を異に して い る結果

か ら も，植物 相（起源植物）と併せ て，ハ チ の種類 も

重要な要 因 に なる こ とが推測され た．

結論

　我 々 の 分析に お い て ，ブラ ジ ル産（L　m プ ロ ポリス

は，桂皮酸誘導体中心 の タイブで あり，artepillin　C

［5  ］や　　cimpanin 　　［30】　，　　（E）−3−prenyl−4−（2，3ddhy（旅）−

Cinnarnoyloxycinnamic　acid ［53］，（E）−3−（2，2−dimethyl・＆

prenyl−211−benzi）pyfan−6−yl）−2−propenoic　add ［54］な どが

特徴的な主な成分 で あ っ た．一一
方，中国産（m ， 日本

産 （W ），オース トラ リア産（V），ニ ュ
ー

ジー
ラン ド産 ，

ハ ン ガ リ
ー
巌，ブル ガ リア産，ウク ラ イ ナ産，ウ ズ

ベ キ ス タ ン産 ，ウルグアイ産（VD ，ア メ リカ産（V恥，

南 ア フ リカ産（V皿）プロ ポ リス は，フ ラボノイ ド中心

の タイプで あり，　 chrysin ｛33］や pinwmbrin 【36］，

galangin　I40L　pinobanksin−3−aoetate 「41〕，　pinobanks重n

（310）
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Fig, 2.Chromatogrurns  of  Bruzilian Propolis and  Chinese Proplis in 2D-HPLC
A) BJazilian propolis (state of  Minas Gerais) fFIgl-I]
B)Chinese propolis (provinceofZhejiang) l'figl.III]
Pump  : Jasco PU-2Ero . sepatation  column  : Deverosil ODS-5  (4.6 i.d. × 250mm),
mobile  phase : 20%(Omin)-80%(60min)-+loo%(70rnin) CH3CN(2%AcOH  oontain),

flow rate : 1.0ml/min, column  temperature : ivom  temperture, detector : Jaseo 875-UV (amnm),
The  numbers  above  the peaks compound  numbers  in ChiitZ
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［231な どが 主な成分 であ っ た．これ らの成分は ，プ

ロ ポリス の化学的晶質評価を行 う上 で，有用な指標

成分 とな る可能性が示唆された．

　以 上 の結果か ら，3D−HPLC に よ る分析は，保持時

間 と UV 吸収ス ペ ク トルパ ターン か ら化合物を同定

する ことが で き、多成分を含有す るプロポ リス の 品

質評価に は，有効な分析方法で ある こ とが示され た．

　現在 日本に おける プ ロポリス の 規格基準
且4）
では，

総フ ラ ボ ノイ ド（queleetin相当量），または quercetin含

有量と吸光度を測定す る こ とにな っ て い るが ， 本研

究にお い て que！oetin の 存在 はほ とん ど認 め られなか

っ た ．こ れ ま で ，プロポ リス の主要な 生理 活性 は

queroetinな どに よ る も の と考 え られ て い る が ，

queToetinはほ とんど検出 されない こ とか ら，こ の 考

えは適切で はな い と思 われる．またブラジル産プロ

ポ リス と，そ の他の 地域（国）産 プロ ポ リス とに，こ

の よ うに成分の パ タ
ー

ンに大 きな 違 い が認 め られ る

こ とか ら，プロ ポリス の規格と して単一
のも の で は

な く，それぞれ にあ っ た基準 を作成す る必要が ある

と考えられる．今後，活性試験な どを含めた分析 と

併せて ，プ ロポリス を総合的に評価 してい く こ とが

望まれ る．
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