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　The 　tyrr）sinase 　inhibit孟o【y　activity　was 　exam 重ned 　on 　the　main 　 constituents 　of 　BraZilian

propolis．　 A 且epi1 藍in　C，　（E）−3−prenyl＿4−（dihy（h ）c孟nnamoyloxyiCinnamic 　 acid 　（E）−3−（22 −

dimelhy蓋一8−PIenyl−2H −benzopy   一6−y1）−2−propenoic　aci〔t　　kaempfero韮　and 　　kaempferi（辷

showed 　potent　inh重bitory　activ 孟Iies，　and 　had　higher　acdv 亜ies　than 　those 　known 　for　koj　ic　add

or　ascorbic 　acid　as　tyrosinase 　inhibitors．　The 　type　of 　inhib註主on 　by　artepi腫in　C　with 　respect　to

L−tyrDsine　as　 substrate　 was 　 characteristically 　noncompeti 旺ve．　 For　the　structure尸actlvity

relationships ，　the　tyrosinase　inhibitory　act 重vity 　ten（bd 　to　increase　with 　the　presence　of 　the

hydroxyl　or 　the　methoxyl 　group　at　position　4　of 　the　aromatic 　ring．　Fu 質he  ore ぬ tlon　of

the　prenyl　group　or 　the　presence　of 　the　hydroxy　group　at　position　70f 　the　fiavonoid　may 　play

an　important　role 　for　increasing　the　inh孟bition　of 　tyms孟nasc．　BI跏 lian　propolis　show 　lower

activity　than 　the　propolis　 of 　other 　count 白es ［Chin＆ Japan，　 Austialia　Ukraine，　 Hungary，

U加guay】．　It　was 　suggested 　that　the 　propolis　of　other　countries　containe （1　various 　f歪avonoi 〔蛤

which 　we 【e 　respons 耄b正e 　fbr　the　inhlbit孟ory 　activity．

Keywo πdS ： propolis； Apis　 metltfen 　 tyrosinase 　 inhibitor； artepillin 　 C ； 3−prenyl−4−

（dhy 面 cinn   oy 】oxy ）dnnamic 　 acid； 働 一3−（2，2−dmethyl−8−prenyl−2H−benzopyTan−6−yl）−2−

pr・pen・ ic・acid ；kaempfer・1；kaempferide

　皮 膚 に で き る シ ミ，ソ バ カ ス，黒 色 な ど の 色素沈着は，

過 剰 の メ ラニ ン が 生 成 さ れ る こ と に よ り生 じる．こ の メ ラ

ニ ン の 生 成 に 最 も影響 を与え るの が 紫外 線 で あ り．その 他

に 様 々 な ホ ル モ ン も影 響 を与 え る．地 上 に 届 く紫 外 線 は ，

波長の 長い UV −A （400〜320nm ）と波 長 の 短 い UV −B （320

〜280nm）があ り，これ らの 紫外線に よ り，色素沈着や 細

胞障害，光ア レル ギー反 応，皮膚が ん な どが 引き起 こ され

る ．UV −A は 真皮まで 到達 し，照 射直 後 に皮 膚 の 既存 の 還
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元 メ ラニ ン を黒 化 させ る 反応 や ，照 射数 日後に 色素沈着を

増 強す るサ ン タ ン（遅延 型色素沈着）を起 こ す．UV −B は 表

皮 に ダ メ
ー

ジ を与え，ヒ ス タ ミ ン な どの 炎症起因物質 を産

生 さ せ，サ ン バ
ー

ン （H光皮膚炎）を起 こ す
吐1．この 炎症 起

因物質 が メ ラ ノ サ イ ト（色 素 形 成 細 胞 ）中 の 酵 素チ ロ シ ナ

ーゼ を 活 性 化 し，そ の 結果 ，生体内 ア ミ ノ酸 で ある チ ロ シ

ンが酸化 さ れて メ ラニ ン が 生 成 さ れ る ，そ の 機 構 は ，

tyrosine 　
→

　DOPA 曝hnone　 →

　DOPAchrome 　
→
　5、6−

dihydroxyinclOle→ inclole−5 ，6−quinone と な り，こ れ が 重 合

し て メ ラ ニ ン が 生 成 さ れ る ．そ の う ち tyrosine か ら

DOPAchrome ま で はチ ロ シ ナーゼ が 関 与し，そ れ 以 降 は 自

動酸化の 寄与が 大 き い と言わ れ
2），こ の 酵 素活 性又 は 自動

酸化の 進行 を抑制 す る も の と して 様 々 な 生 薬
3』η

や ，フ ェ

ノ
ール 性 化 合 物 な ど の 成 分 が 報告 さ れ て い る

sll3 ）．

　 我 々 は，こ れ ま で に ブ ラジ ル 産プ ロ ポ リス か ら，数多 く

の フ ェ ノ
ー

ル性 化 含 物 を単 離報告 して きた
14・IS ）．プ ロ ポ リ

ス と は ，ミ ツ バ チ が 周 辺 の 種 々 の 植 物 の 滲 出物 な どか ら集

め て 作 る 膠 状 物 質 で あ り，古 くか ら 世界中の 多くの 地方で

民 問 伝 承 薬 と して 用 い られ，抗菌作用，抗炎症作用，抗酸

化 作用，抗 ア レル ギ
ー
作用，鎮痛作用 な ど数多 くの 薬 理 学

的作用が報告さ れ て い る
t6・17 ）．従 っ て ，フ ェ ノール 性 化 合

物を多く含む プ ロ ポ リス は．チ ロ シ ナーゼ を 阻害 す る物 質

を含 み ，美白作用 や 皮膚 の トラ ブル の 改 善 に も有効 で あ る

の で は な いか と期 待 され た．我 々 は プロ ポ リス の 成分及び

そ の 効 果 を評価す る基礎的研究 の
一
環 と して ，ブ ラジ ル 産

プ 囗 ポ リス に含 ま れ る 主 な 成分並 び に，各地 域 （国 ）産プロ

ポ リス に つ い て チ ロ シナーゼ 阻 害 活 性 の 検 討 を 行 っ た ．

実験 の 部

1．試薬

　Kojic　acid は ナカ ライテ ス ク  よ り，arbutin は 東京化成

工 業  よ り，ascorbicaci ¢ benzoicacid，　P−hydroxybenzoic

aci 〔t　pr〔》 t〔⊃catechuic 　 acid 　vanil ■ic　acl （L　cinnamic 　 acid ，　P−

coumaricacid 　4−methoxycinnamic 　aci （L　caffeic 　acid 　feru］ic

acid ，3，4−（limethoxycinnamic　 acid 　 chrysin ．　 apigenin ，

1Uteoiin，　 galangin，　 kaempferol，　quercetin，　naringenin ，

vanillin ，　 L−tyresine は ，和光純薬工 業  よ り購入 し た ．

Acacetin，　 kaempferide，　 pinoccmbrin，　 isosakuranetin ，

、akuraneti ， ，
・caffi・i・ acidphen ・thyl ・・t・・ （CAPE ）は，本 学 食

品栄養科学部食品製造 r．学 研 究室熊 澤茂則博 士 よ り ご 恵

与頂 い た も の を 用 い た ．ま た こ れ らの 他 に，benzyl　p−

cournarate ，　phenethyl　p −ceumarate ，　dmpanin ，　artepillin 　C ，

（’り一3−（2，2−dimethyl−2H −1−benzopyran
−6−yl）−2−propenoic

acid 　（E）−3−（2，2−dimethyl−8−prenyl−2H −1−benzopyran
−6−yl）−

2・propenoic　　acid 　　（β）
−3−（2．2−dimethyレ3，4−dibydro−3−

hydroxy −8−prenyl−2H −1−benzopyran
−6−yl）−2−propenoic 　acid

（E）−3−［2，3−dihydro−2−（1−hydroxy−1−methylethy 】）−7−prenyl−

5−benzofuranyl】−2−propenoic 　acid ，　　（E）−3−【2，3−dihydro−2−

（1−methylethenyl ）−7−prenyl−5−benzofuranyll−2−propeneic

acid ，（E）−3−prenyl −4−（dihydrocinnamoyloxy）cinnamic 　acid 　｝ま

既 報
±4．IS ）

に よ り単離 した 化合 物 を用 い た．

2 ．各地域 （国）産 プ ロ ポ リス の 調 製

　各地 域 （国 ）産プ ロ ポ リス は，前報
SS ｝

に お い て 成分検 討 を

行 っ た ブラ ジル 産（ア レ ク リン 系，ユ ーカ リ系，パ ラ ナ マ

ツ系），中国産，日本産，オース トラ リア 産 ハ ン ガ リー

産，ウ ク ライナ産，ウル グア イ産 プ ロ ポ リス を用 い た．こ

れ らの 原塊 0．4g を細 か く砕 き，75 ％ BOH を lml 加 え，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ul −　ぬ
2時間撹拌 させ 抽 出 した，次に 3000rpm で ，20min 速 心

分離後，上 澄液 と固 形 物 に 分け，上 澄 液 を 濃 縮，乾固 した

もの を 試 料 と した．

3．Baccharis　druc“ ncutifolia 　DC ，の 調 製

　ブ ラ ジ ル ，サ ン パ ウ ロ 市 に て 採 集 した Bcu ）charis

‘buc’tmculifotia 　DC ．（Compositae）を 風乾後，葉 と枝 に分 け

粉 砕 し，そ れ ぞれ を MeOH 還流 下で 3 時間，3 回抽出 を行

っ た．こ の 抽 出液 を ろ過 し，濃縮，乾固 したもの を試料 と

し た．

4，チ ロ シ ナーゼ 阻 害試験

　チ ロ シ ナ
ーゼ 阻 害試験は，奥村 らの 測 定 法

丁9 ，

を改変 し

て 行 っ た．1115M リ ン 酸緩衝液 （pH　6．8）2．O　mL 試料 を

H20 乂 は 10％ DMSO に溶 か し，各 濃度（100，50、25．　 10．5 ，

（112）
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2．5 μg／ml ）に調整 し た 試料溶液 2 ．O　ml ，150　units ／ml の

mushroom 　tyrosinase （Sigma　chemical 社製，　EC 　l，14．18，1）

水溶液 0．5ml ，基質 と して 0．5mg ！mT の L−tyrOSine 水溶液

05ml 加え た もの を 試験液 と して，37℃ で 1時 間 イ ン キ

ュ ベ ート した ．反応後 ，475nm に おけ る 吸光度 か ら

DOPAchrome の 生 成 量 を測 定 した．阻害率（90）は，以 下 の

式 に 従 い 算出 を行 い ，阻害率を プ ロ ッ トした グ ラ フ を作成

し 50％ 阻 害 濃 度 （ICso）を求 め た、

阻害率（％）＝
　　　　　　　　　　　（A −A

’

）

　 A ： absorbance 　at　475nm 　 without 　test　sample

　 A ’： absorbance 　at　475nm 　 without 　test　sample 　and

　 　 enzyme

　B ： absorbance 　 at 　475nm 　 with 　test　 samp ］e

　 B’： absorbance 　at　475nm 　 with 　test　sample ，　but

　 　 without 　substrate

　 C ： absorbance 　at　475nm 　with 　test　sample
，
　but

　　 without 　enzyme

　C ’； absorbance 　at 　475nm 　with 　test　sample ，　but

　　 without 　enzyme 　and 　subslrate

（A −A ’

）一［（B −B ’

）
一（C −C’）］

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 × IOO

5．酵素反応 の 阻 害様式

　酵素反応 の 阻害様式は，基質の tyrosine 濃度 を O．5，0．3，

0．2，0．l　mglml に 変え 反 応 を行 い，そ れ ぞ れ 1 時間 後 の 反

応 速 度 を 測 定 し た ．こ れ ら の 逆数 を を と り，二 重 逆数

（Lineweaver−Burk）プロ ッ トをか ら阻害 様 式 を調 べ た．ま た

解離定数（Ki）は，得 られ た 反 応速 度 式 か ら算 出 した．

6 ．測定装置

　吸 光 度 計は，U−IIOO　g．　pectrophotometer（日立製作所製）

を使 用 した．

結果 及 び考察

　我々 の 単離 した ブ ラ ジル 産 プ ロ ポ リ ス の 主な 成 分 及 び

プ ロ ポ リス と関連の あ る物質 （＊印は，ブ ラジ ル 産か ら は

ま だ単離され て い な い も の ）に つ い て，チ ロ シナーゼの 阻

害 活 性 の 結 果 を Table　1 に示 した，阻 害活 性は DOPAchrome

の 生成量を指標 に，前述 の よ うに して SO ％ 阻害濃度（ICs。）

を算出 し検討 を行 っ た．

　本 研 究 にお い て，プ レニ ル 桂 皮 酸 誘 導 体 の artepillin 　 C

（12 ）［ICs。： 10．5 μg！ml （O．070　 mM ）1や ，〔E）−3−preny1 −4−

（dihydrocinnamoyloxy）cinnamic 　acid （18 ）［ICso： 11．9 μglml

（0、066mM ）］，（E）−3−（2，2−dimethyl−8−prenyl−2H −benzopyran−

6−y1）−2−propenoicacid （14 ）｛IC5。
； 13．7 μg！m ］（O．092　 mM ）1

及 び，フ ラ ボ ノ イ ドの kaempferol（24 ）［ICso： 10．3 μg／ml

（0．072mM ）】や kaempfri  （25 ）【ICse： 12．0 μg／m1 （0．080

mM ）］，　 galangin ＊
（23 ）【IC50； 12．1 μg！ml （0．090　 mM ）］，

apigenin ＊ （20 ）［ICso； 12．2μglml（0．090mM ）1が 極め て 高 い

阻 害 活 性 を示 した．こ れ らは従 来 よ り美 白剤の 素材 と して

配 合 され て い る kojic　acid ［IC5u： 13．6pglml （O．191mM ）1や

ascorbic 　acjd ［ICso： ）6．4 陣g〆ml （0，186mM ）］，　 arbutin ［ICso；

23 ．4　pgtml　（O，1フ2　mM ＞｝よ り強 い 阻害活性 を示 した，ま た

kojic　 acid よ り 阻害 活性 は 低 か っ た が ．　 caffeic 　 acid

phen ¢ thyl 　ester （CAPE ）（40 ）や p−coumaric 　acid 　phenethyl

e ・9．・ter（39 ），　 p−coumaric 　acidbenzyl 　ester （38 ），及 び フ ラ ボ

ノ イ ドの chrysin （19 ）や acacetin
＊

（21），　 cluercetin （26 ），

luteolin　＊

（22），　nanngenin （28），　isosakuranetin（29）eこつ

い て も，強 い 阻害活性 を示 した．安息香酸誘導体や 桂皮酸

誘導体，キ ナ酸エ ステ ル の 阻害活性 は，い ずれ も 弱い も の

で あ り，sakuranetin （20 ）と vanillin （4 蓋）につ い て は，極 め

て 弱い もの で あ っ た，

　類似 化 合物 か ら構造 活 性相関 を検討する と，安息香酸誘

導体，桂 皮酸誘 導体，フ ラボ ノイ ドに お い て，ベ ン ゼ ン 環

の 4 位 又 は フ ラボ ノイ ドの B 環の 4’位 に 水酸基若 し くは

メ トキ シ ル 基が 付 加 さ れ る と阻 害活性が 高 く な る 傾向 が

認め られ た．また ベ ン ゼ ン 環の 3 位 又 は フ ラボ ノイ ドの B

環の 3’位 に水酸基 や メ トキ シ ル 基が 付加 され る と隘害 活

性は や や 低 くな り，ベ ン ゼ ン 環の 3 位，4 位又 は フ ラボ ノ

イドの B 環の 3’位，4’位共に メ トキ シ ル 基 に置換 され る

と，阻害活 性 は 更 に低 ドす る傾向が 認め られ た．こ の こ と

か ら，ベ ン ゼ ン 環 の 4 位 又 は フ ラボ ノ イ ドの B 環 の 4
’
位

の 水 酸 基 の 存 在 は，チ ロ シナーゼ の 阻 害 活 性 を高 め る要 因

にな る こ とが 示 唆 され た．フ ラボ ノイ ドにお い て，C 環の

（ll3）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Pharmacognosy

NII-Electronic Library Service

The  JapaneseSociety  ofPharmacognosy

Table 1 Tyfosinase Inhibitery Activity of  The Main  Comstituerrts of  Brazilian P;epolis and  Related

       Com  unds

                                IC
COMpounds

 vglml(mM)

 [Benzoic acid  derivativesl

benzoic acid  (1)

4hydroxybenzoic  acid  (2)

protocatechuicacid(3)

yanillin  acid  (4)

 [Cinnamicacidderiyatives)

cinnamic  acid  (5)

p-coumaric acid  (6)

4--methoxycinnamic acid  
"
 (7)

caffeic acid  {8)

ferulic acid  (9)

3,4-dimetboxycinnamicacid*<le)

(Prenylatcdcinnamicacidderivatives]

drupanin(11)

artepillin  C  (1 2)

(E)-3-(2,2-dimethyl-
2H-1-benzopyran-6-yl)-2-prGpenoic
acid  (1eq(E)-3-(22-dimethyl-gprenyl-

2H-1-benzopyran-6-yl)-2-propenoic
acid  (14)(E)-3-(2,2-dimethyl-3,4dihydro3-

hydroxy-8-prenyl-2H-1-benzopyran-
6-yl)-2-propenoicacid(IS

(M-3-{2,3-dihydro-2-(1-hydroxy-1-
mcthylethy!)-7-prenyl-5-

benzofuranyl]-2-propenoicacid(16)

(M-3-[23-dihydro-2-(1-
methyletherry])-7-prenyl-5-

benzofuran),1]-2-prepenoicacid{1n

(M-3-preny}-4-(dihydro
cinnamoyloxy)cinnamicacid(18)

45.5(O.754)

27. (O.392)

28.7 (O,372)

35.9 (O.42D

38,6(O.521)

26.4  (O.322)

27.9 (O,313)

30.9  (O.343)

34.5 (O.355)

41.9  (O.402)

40.5(O.349)

10.5(O,ewO)

compounds  
pgfkff{mM)

 (Eavonoids]

chrysin(19)

apigenin  
*
 (2e)

acacetin  
*
 (21)

lutoolin *  (22)

galangin 
*
 {23)

kacmpfere1 (24)

kaempforide(25)

qvercetin(26)

pinocembrin(2"

naringenin(28)

isosakuranetin(29)

sakuranetin(3e)

dihydrokaempferel(31>

 (Quinicacidesters]

5taffeoylquinic acid (32)

3-cafYboylquinic acid  (33)

4-caf{boylquinic acid  (34)

4,5-dicaffeoylquinicacld<35)

3.5-dicafknylquinicacid{36)

3,4dicaffeoylquinic acid  (37)

 [Othercempounds]

p-cournaric acid  benzyt ester  (38)

p-coumaric acid  phenethyl estef  (39)

eaSTeic  acid  phenethyl ester  (40)

vanillin(41)

14.2 (O.112)

12,2(O,090)

IS,5(O.109)

19.6(O.13D

12. 1 <O.(}90)

1O.3(O.(I72)

12.0(O.080)

16.4(O.I09)

21,9(O.171)

188  (O,138)

20.1 (O. I40)

  >10022,8(O.151)

36.2(O,204)

49.5{O.av"

43.8  (O.24D

39.5 (O,1S3)

50.4 (O. 19$

46.8 (O.l81 )

15.4 (O. 135)

l7,2 (O,113)

15.1 (O.108)
  >100

13.6(C).191)

16A  (O.186)

23.4 (O.172)

Tyrosinase  was  incubate wlth  the L-tyrosine  and  test substar}ce  at 37 ℃ for 60 min.  
'l'he

 absorbance  was  read

at  475nm. Each value  represerrts thc mean  of  five cxpcriments.  a)  SO%  inhibitory cencentration,

'
 No  report  the isolation from Brazi;ian prul)olis,

(114)
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”3−｛2，2，dl旧 eセftyip2序 1”benzopvrane

δ・yI卜2，P ゆ P団 ｝c璢cac 組 （13）

H

　 　 　 　OH

〔ξレ
・3鹽｛2，2−d臼melhyト3卩4−dlhydRO−

3hrdnxry “・pre｛Ty」2Nl ・
bentopyrarト6・粉・2−porpenOk：
ackl（IS）

OH

H

OH

（E）・3 （2，2−d   e   yト8・pren吟2序

t・benzopytan−6・卵，−2，propenoic
aCld（14）

H

〔昂 3 ［2．3dihvdro −2tl −bydroxv−
1−methyle量h榊｝

r7凾
脚 噸

95r
benzOtUtar胴

一2−Pt叩   dc 　ack 」

（颪6＞

（ξ矯 ・
［2，3・d恥判「ぴ 2−〔t−metbylethenyt）・

7・p陀 nyi−5ben 烈加 ranyi｝2・騨 m 噸c　add （輩7）

人が ・・

♂ ｛O −3pre 呼トー（ditVd良）cinnam （糊 ｝ci“職 m め ack」（且8）

R1，R ，
．HR1

二〇 H 、R ？
＝H

RI＝OσH3　Rt耳H
R 督＝OH ，昧 QH

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 R2

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 RlR
唱　 　 　 　 　 　 　 　 　 ク

　　　　HO 　　O 　 tU 　l

　　　　　　（〉
’

　 　 　 　 　 　 　 　 　 OH
　 　 　 　 　 　 　H

chryst ロ （且9）　　　　 Rl，R2三H　　　　　　gaぬngin
盲
（as）

叩 igenin冒  　 Rl；OW ，R剥 　 kae剛 e 了d （M ）
acac θtSn

曹
（21）　 R1＝O   3、　R2・H 　 kaem晦 同de  

【UteCt」n 健（Z2，　　　 R1＝OH，　R2苫OH 　　querce師n （26）

啝

曽
ぴ

R1・R ，− i　　　　 P｝nooemixrin （Z7）
R1＝◎H ，　 　 　 R 野 H 　 nari   enin （2S）
Rt＝OCHs ，R2二H　iSQsa鬟u 「a「Rtin （29）
R1＝0 同 ，f｝t＝CH3　sakur   跏 〔30｝

鱗 ダ
3

　 　 　 　 dhydrOkaemP霞ende （31）

Charq ．　 Structures　of　IsQjated　Compounds 　from　Bfazilian

　　　　F牧）PQIisand　Re置ated　Cx）mpovnds

2 位，3 位 に 二 重結合を有す る フ ラボ ン は，二 重結合 の な

い フ ラバ ノ ンよ り阻 害活性が高くな り，更 にそ の 3位に 水

酸基が付加 した フ ラ ボノ
ー一

ル で は，阻害活性 が 更 に 高 くな

る 傾向が 認 め られ た．ま た フ ラ ボノイ ドの 7 位 に メ トキ シ

ル 基を有する sakuranetin （30 ）の 阻害 活性が 著 しく低 か っ

た こ とか ら，フ ラボ ノイ ドの 7 位 の 水酸基 の 存在 は チ ロ シ

ナーゼの 阻 害 活 性 の 増 加 に重 要で あ る と考 え られ た．プ レ

ニ ル 佳皮酸 誘 導体に お いて，p−coumaric 　acid （6）の 側鎖 に

プ レニ ル基 を 1 つ 有する （  panin （11 ＞は，桂皮酸 よ り阻

害活性 は 落 ち る が ，ブ レニ ル 基 を 2 つ 有す る arepillin

C（12＞で は 逆 に ，阻害瀁 性 は 著 し く 上 昇 した ．ま た

artepillin 　C （12 ）の プ レニ ル 基の
一

方が 分子内で 環を巻 い

た ベ ン ゾ ピ ラ ン 骨 格 の （石）−3−（2．2−dimethyl−8−prenyl−2H −

benzopyran−6−yl）−2−propenoic　acid （14 ）にな る と，阻 害 浩

性 は や や 低下 し，こ れ に 馬o が付加 さ れ た   一3−（2，2−

dimethyl−3，4−dihydro−3−hydroxy−8−prenyl−W −benzopyran−

6−yl）−2−propenoic　acid （15 ）で は，更 に低下す る傾向が 認 め

られ た．

　ブラ ジ ル産 プロ ポ リス の 主 成 分で あ り
IS）

，チ ロ シナ ー

ゼ の 阻 害 活 性 が極 め て 高 か っ た artepitlin 　C （12 ）の

lineweavei−Burkプ ロ ッ トを Mg．1 に示 した．　 artepillin 　C

（12 ）の 酵素反応阻害型は，飛g．1 に示 したような典型的な非

拮 抗 阻 害 を 示 し た ． ま た 　（正）−3−prenyl−4−（dhydro −

cinnam ・yl・ xy ＞cinnamic 　 acid （18 ）や kaempferol （24 ），

caffeic 　acid 　phenethyl　ester （40 ）に つ い て も岡 様の 非 拮抗 阻

害型 を示 した．

　　　　　　　：：：：1　　 ／
　　　　　　　　　　　　　　　　　 ．／

／

　　　　　ジ 　　／
／

／
／

’
f
’

皇∠ 三
／

二
　 ’〜　　　　　　　　　　」1　　　　　　　　　　 0　　　　　　　　　　　t　　　　　　　　　　　〜　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　4

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 U【し．tywrs：ue｝工μ MJ ，

F鱈．L 　Lineweaver−Burk　Rots　Showing　lnhibitory　Effect　of

　　　　ArtepiltinC（蓋2＞on 　TyrosinaLge

● 0 μgttn］〔O　ItM）、聞 　10pgiml （66．7 μM ）、▲ 25 　pglm 厘（166．ツ μM ）

（115）
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一一^

方，　P −hydr〔，xybenzoic 　acid （2）や P
−
coumaric 　acid （6），

caffeoylCFiinic 　acid （32 −37 ）は，　 Fig．2 に示したような拮抗阻

害 型 を 示 し た ．Artepil］in　 C （12 ）及 び （E）−3・prenyl−4−

（dihy〔tocinnamoylpxy ＞cinnamic 　acid （18 ）の 解 離 定 数

（Ki）は ，そ れ ぞ れ 1．48 × Io
．4
，1．23　x 　lo

．4
で あ っ た ．

・Z

月
ボ
く｝
ヒ【

004

．＿  湾4 ゴド
Ω

　
．1

1〜o °11
。。。L
　 LBOO600400

召

ZO

　 o

　　　　　　　　　　 ／ 　
」
「

　　　　　　　．．．ニン ギ
．

　 　 　 　 　，．’ 〆．尸　 ／．

　　 ．酒 二る穿 二
．’

丿 三・二湿
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．．
す
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レ「t．・tymeslnel（μ M ）
i

Fig．2．　Lineweaver−Burk 　Plots　Showing 　InhibiIory　Effect　of

　 　 　 ρ
曹Hydroxybenzoic 　acid （2＞on　Tyrosinase

● O　pglml （O　pM ），疇 10Fgtml 〔144．9 μM ），▲ 25pglrn］〔3623pND

　各地 域 （国 ）産の プロ ポ リス の抽 出 エ キ ス 及 び，ブ ラ ジル

産（ア レク リ ン系）プロ ポ リス の 起源植物の 且つ と考え られ

artepMln 　C （12 ）な どの プ レニ ル 桂皮酸誘導体 を含有す る

Bacchari
』
5 麓 槻 α ぜの 傭   ．IO ）O 拙出エ キ ス につ い て ，チ

ロ シ ナーゼ の 阻 害 活 性 の 結 果 を 恥 ble　2 に 示 した．ブ ラ ジ

Table 　 2

ル 産（ア レク リン 系，ユ ーカ リ系）プ ロ ポ リ ス 及 び Baccharis

dnzetoicalifolia　DC ．の 葉 と枝 の 抽出エ キ ス は，ブ ラ ジ ル 産

（パ ラ ナ マ ツ 系 ），中国 産，日本 産，オー
ス トラ リア 産，ウ

ク ラ イ ナ 産，ハ ン ガ リー産，ウ ル グ ア イ 産プ ロ ポ リ ス に 比

べ 弱 い 阻 害 活性 を 示 した 、我 々 は 前報に お い て
LS），ブ ラ

ジ ル 産プ ロ ポ リ ス は，artepillin 　C （12）や drupanin（11 ），

（B）−3−prenyl−4−（dihydrocinnamoyloxy）cinnamicacid （18 ），

（の一3−（2，2−dimethyi−8−prenyl−2H −benzopyran −6−yD −2−

prepenoic　acid （14 ）な どが キ な成分で あ る桂 皮酸誘導体中

心 の タ イ プで あ り，　 一．・方，ブ ラジ ル 産以外 の 中国産，オ

ー
ス トラ リア産，ヨ

ーロ ッ パ 産，　ウ ル グア イ産プ ロ ポ リ

ス は，　chrisin （19 ）や pinocembrin （27 ）．　 ga且angin （23 ），

pinobanksin−3−acetate などが主な成分 で あ る フ ラ ボ ノ イ

ド中心 の タイ ブ で ある とい う結果を 報告
IS ，

し て い る．こ

れ らの こ とよ り，ブ ラ ジル 産 （ア レ ク リン 系，ユ
ーカ リ系 ）

プ ロ ポリス に比べ ，中国や オース トラ リ ア 産，ヨ
ーロ ッ パ

産な ど の プ ロ ポ リ ス が 高 い 阻 害活 性 を示 す の は，本 研 究 に

お い て 強 い 阻 害 活 性 を示 し た フ ラ ボ ノ イ ドの 絶 対 的 な 含

有量 の 違 い が 大 き い と推 測 さ れ る ．また，同じ ブ ラ ジル 産

プロ ポ リ ス で も ア レ ク リン 系，ユ ーカ リ系 の も の は フ ラ ボ

ノ イ ド含有 量 が 少 な く，パ ラナ マ ツ 系 は フ ラ ボ ノ イ ドの 含

The　Tyrosinasc　lnhibitory　Activity　of 　the　Extracts　from　Propolis　of　Each　Ceuntry

PropOtis　of 　each 　country Ic
， 。（μgfm｝）

s ｝ Tyresinase 　inhibition　（％ ）
h 〕

Brazilian　propolis　 （Atecrim　origin ）

B ［azilian 　propolis　　（Eucalyptus　origin ）

Bl．azi 亘ian　propolis　　（Parana　pine　origin ）

Chinese　propolis

Japanese　propolis

Australian　propolis

Ukrainian　prepolis

Hungarian 　propoiis

Umguayan 　propo 【is

Leaf 　of βロ cc 加 厂’∫ 4rα c 翼 π c μ’の ”α DC ．

Branch 　of 　B α cc 加 厂‘∫ 4「  c … c 梶 ’の’‘α DC ．

5．　7．172

．847

．242

．939

．949

．633

．328

．248

．6

＞ 10080

，6

61．16± 0，72

55，76 ：ヒ0，39

70．99 ± 1．00

82．50± 1．58

83．37：ヒ0．50

83．05士 0，72

76．81 ± 1．75

85．71 ± 1．02

74．92 ± 1，55

47．os ：ヒ0．89

53，20 ± 0．25

a）　5090　inhibito　ry　concentration ．　 b）Each　extracI　was 　dissolvcd　in　10％ DMSO （100 μg／mD

　　before　the　assay ．　lhe　percent　inhibition　oftyrosinase 　was 　calcUlated 　as 面 scribcd 　in山 e

　　experimental 　section ．　Each　value 　represents 　the　mean 　士　S．D ．　of 　three　experiments ．

（116）
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有 量 や 種 類 が 共 に 多 い とい う我 々 の Hpnc 分析 結果
ls）

か

ら も こ の こ と が ボ 唆 さ れ た．

結論

　我 々 は，皮膚 の 色 素沈着の 原因 で あ る メ ラニ ン の 生成

過 程 にお い て ，重 要 な key　enzyme で あ る チ ロ シ ナ
ーゼ の

阻 害活 性 を指標 と し て研 究 を行 っ た ．そ の 結果 ，ブ ラ ジ

ル 産 プ ロ ポ リ ス か ら 極 め て 高 い 阻 害 活 性 を 有 す る

artepi ］1in　C （12）や （劫一3−prenyl−4−（dihydrocinnamoyloxy）−

cinnamic 　acid 　（18 ），　 （M −3−（2，2−dimethyl−8−prenyl−2H−

benzopyran −6−yl）−2−propenoic 　acid （14 ） ， 及 び kaempfcrot

（24 ），kaempferide（25 ）を 見 い だ し た ．こ れ ら は ，チ ロ シ

ナーゼ 隕 害物質 と して 現在，美白剤 に 最 も 使わ れ て い る

kojic　acid や ascorbic 　acid よ り強い 阻 害 活 性 を示 し，美白

効 果 を もた らす 物 質 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た．

　 構 造 活 性 相 関 に お い て ，ベ ン ゼ ン 環 の 4 位 又 は フ ラ ボ

ノイ ドの B 環 の 4’位 へ の 水 酸 基 若 し く は メ トキ シ ル 基 の

付 加 は，チ ロ シ ナーゼ の 阻 害 活 性 を 上昇 させ る傾 向が 示

さ れ た．ま た，フ ラボ ノイ ドの C 環 の 2 位，3 位 の 二 重

結合 及 び 3 位 の 水 酸 基の 有無 に よ り，フ ラ バ ノ ン く フ ラ

ボン く フ ラ ボ ノール の 順 で ．阻害 活 性 を 高め る 傾向が 示

され た．更に，2 つ の プ レニ ル 基 の 付加や．フ ラボ ノ イ

ドの 7 位の 水酸基の 存在 は，チ ロ シ ナ
ーゼ の 阻害活性を

高め る の に 重 要な 役 割 を 果た して い る こ とが 明 らか に な

っ た．

　各地域（国）産 プ ロ ポリス に お い て ，ブ ラ ジル 産（ア レ ク

リン系t ユ
ー

カリ系）は，中国 やオ
ー

ス トラ リア，ヨ
ー

ロ

ッ パ 産な どに 比べ 弱 い 阻害活性を示 したが，こ れ は含有

成分 の 違 い ，特 に 高 い 阻害活性 を示 した種 々 の フ ラ ボ ノ

イ ドの含有 量 と種類 に よ る も の と推 測 さ れ た，

　プ ロ ポ リス は，抗菌作用 や 抗酸化 作 用，抗炎症 作 用 ，抗

ア レル ギ
ー
作用な ど数多くの 薬理学 的効果が知 られて お

り．ヨ
ー

ロ ッ パ な どで は皮膚 の 疾患 などに もプロ ポ リ ス

が 使 わ れ て い る
1η．紫外線 は皮膚へ の 色素沈着 と共 に，

発 赤，疼痛，腫 脹 ，血 管透過性亢進 な どの 炎症反応 も 引

き起 こすが，プロ ポ リス の 多岐に わ た る 効果か ら，還元

メ ラ ニ ン の 酸化抑 制 や ，こ の よ う な 炎 症 反応 に も有 効 で

あ る の で は な い か と期待 さ れ る ．今後，培養細 胞 を用 い

た メ ラ ニ ン 生成撫制試験や 紫外線惹 起 色 素沈 着抑制 試 験

並び に ，紫外 線 紅 斑 試 験 な ど抗 炎 症 作 用 を含め た 総合的

な プロ ポ リス の 評価が 望まれ る．

謝 辞 ： 本研究 に あた り．フ ラ示ノ イ ド標 準品 お よ びプ囗 ポ リ ス

に 関す る情報 を ご提供 い た だき ま した本学 食品栄 養科学 部食 品

機 能学研 究室 中 山勉教授，熊 澤 茂則博士 に 深謝 い た しま す．ま

たプ ロ ボ リス の 試料 の
一

部を ご 供与い た だき ま した 日本プ ロ ポ

リス 協 議 会 に感 謝 い た し ます．
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