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ア キ ノ ノゲ シ （Lactuca　indica）由来 メ ラニ ン合成促進物質
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The 　 extracts 　 from 加 c衄 cα indica　 showed 　 a 　 marked 　 stimulative 　 effect 　 on

differentiation　 of 　the　mouse 　meianoma 　cel口 ine，　B　162F2 、　 We 　isol飢 ed

iupeol　　（1），　　旦upenyl 　　acet飢 e　　（2）　　and 　　lupenyl　　palmitate　　（3）　　as

differentiation→nduc 藍ng 　compounds 　of　B　162F2 　cells肋 m 　the　extracts．
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　 マ ウ ス メ ラ ノ
ー

マ 細胞株 B16 は メ ラ ニ ン

生 産株 と して 知 られ て お り，こ の 細 胞株 を使

用 して ．種 々 の 美 白物質 の 探 索研究 が な され
　 　 　 1−3）
　　　　　 また，B16 細胞 の メ ラ ニ ン 産 生誘て い る

導や細 胞 の 分 化 機構 につ い て も活 発 に研 究

さ れ て お り，そ れ に 伴 い ，分化誘導 因子が 幾

つ か 報告さ れ て い る ． こ れ ら研 究 に お い て

最 も 広 く 用 い ら れ て い る の が α
一melanecyte

stimulating 　hormone （α
一MSH ）で あ る ． α

一MSH

は細胞膜 ヒに存在す る受容体 （cr
−nielanocortin

receptor 　 1）に 結合 し，こ の 受容体 と複合体形

成 を して い る ア デ ニ ル シ ク ラ
ー

ゼ を活性 化

す る こ とによ り細胞内 cAMP 濃度 を．L昇 さ

せ．ド流の情報伝達 系に シ グナ ル伝 達す る と

考え ら れ て い る
4｝
． そ の た め に 他 の cAMP

ヒ昇 試 薬 や ア ナ ロ グ で あ る forskolin や

dibutyryl　cAMP 処理 に よ り B16 細胞分化 の 指
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5）

標で あ る メラ ニ ン産生促 進が観察 さ れ る

下流の 情報伝 達系に 関 し て も特異的な阻害

剤を 使用 し た実験におい て ，徐々 に 令容が解

明さ れ つ つ あ る
6’7）

． 史 に，B 正6細胞 分化誘導

物 質 は 同細胞 の メ ラ ニ ン 生 産能 の 促 進物質

で あ る た め ，抗 白 髪物 質 や 日焼 け促 進 剤

（tanning 剤）として 応 用面 で も期待 され て い る．

しか しなが ら，B16 細胞分化 誘導物質 の 探索
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 8．g♪

研 究は，白血病細 胞分化 誘導 囚子 の 探索

な どに比 べ て 報告 例 は少な い ． 我 々 は こ れ

ま で，Bl6 出来 の 高分化誘導能 を 有す る 細胞

株，Bl62F2 を 選抜 し，タ ン ポポ根 生 薬 （蒲公

英根）よ り
， 同細胞分化誘導物質と し て lupeol

（1）を 単離 し た
」O）
． ま た ，同物質の 構造活性

相関の研究よ り，B162F2 細胞分化誘導活軸

は lupane骨格 を有す る トリテ ル ベ ン に特異

的で あ り，C −3 位の 酸化によ っ て 生 じる ケ ト

ン体 は，メラ ニ ン合成 誘導 に舛 す る EDs
。
値

を 著し く減少さ せ る と い う 知見 を 得て い る
11）

　本研究 にお い て は，先 に Bl62F2 分 化誘導

活性 を認 めた蒲公英根抽 出物よ り，更 に強 い

活性 を示 したアキ ノ ノゲシ （Lactua　indica）メ

タ ノ
ー

ル抽 出物 よ り，活 性物 質 を 単離した ．

構 造 解 析 の 結 果 ，活 性 物 質 は 1，lupenyl
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acetate （2）及 び Iupenyl　palmitate（3）で あ っ た ．

材料及び方法

1． 材料

　 ア キ ノ ノ ゲ シ は 2001 年 10 月秋田市に Fl生
す る 全草 を 採取 し洗浄後 ，凍結乾 燥 し 一20℃

で 保存 し た ． 蒲 公英根 は ウチ ダ和 漢 薬株式

会 社か ら購入 した， 植 物抽 出物の 調 製は以
．．
ドの 通 り行 っ た．植物 試料 （10g ）を 100　mi

の 蒸留水、熱蒸留水，MeOH ，　EtOAc 中で 破砕

す る． 4℃ S，OOO　x　g，　30 分間遠心 分離 を行 い ，

上清 を回収 した． 上清 は更に No5 ろ 紙 で ろ

過 し
，
抽 出液 を得 た． 抽 出液 を減 圧 乾 固 さ

せ
，
そ れぞれ の 抽出物と した．

2．細胞

　 マ ウ ス メ ラ ノ
ー

マ 細胞株 Bl62F2 は 10 ％

fetal　bovine　serum ，100 μgfml ス トレ プ トマ イ

シ ン 及 び 100U ！ml ペ ニ シ リ ン を 含 む

Dulbecco’s　modified 　Eagle　medium で 培養 した．

B162F2 細胞 の 分化の 指標 で あ る メ ラ ニ ン 合

成 促進 は細胞 内 メ ラ ニ ン 含量 を定 量す る こ

　 　 　 　 　 　 10）
と で 評価 し た

3， ア キノ ノゲシ 由来 B162F2 細胞分化誘

導物質の 単離

　 ア キ ノ ノ ゲ シ 全草凍結乾 燥物 （200g ）を 5

L の MeOH 中で 破砕 し，濾過後抽出液 を得た

（こ の 操作 を 5 回行 っ た）． 抽出液 は減 圧乾

固 さ せ （33，7g ），　CHC13 −MeOH −HIO （4 ；4 ：3）の組

成で 分液操作行 っ た．上 層 （H20 層）並び に ド

層 （CHC13 層）の 両方に つ い て Bl62F2 細胞メ

ラ ニ ン 合 成 促 進 能 を 調 べ た 結 果 ，活性 は

CHCI3 層 に検出 さ れ た ． そ こ で 活 性画 分 を 減

圧 乾 固 し （13．6g ），シ リカゲル ク ロ マ トグラ

フ ィ
ー

で 分 離 を行 い ，n−hexane−EtOAc （5：1）で

溶出 し，Fractions　I〜 VH を得た． 活性が検

出 された Fr．1（1．63　g），　II（1、85　g），　IV（L61　g）を

各々 シ リカ ゲ ル ク ロ マ トグラ フ ィ
・一

で 史 に

精製し， Fr，　IV か ら は n −hexane −ll．tOAc （5 ：1）で

溶 出す る こ と に よ り 1 （
＝lupeol，532．4　mg ）が，

Fr．　IIは n−liexane−CHCI3 （2：1）で 溶 1土1する こ と

に よ り 2 （
＝lupenyl　acetate

，
63．　3．4　mg ）が単離 さ

れ た， ま た Fr」 か らは nhexa 皿 e −CHCI3 （10il）

で 溶出され る 化合物 3 （384．2mg ）が活性物質

と して 単離されたの で ，以下構造解析を行 っ

た．

4．　 化合物 3 の 化学構造

　 化 合物 3 は，mp 　94−96 ℃ ，【α］D ＋52，7
°
（c

O．3，CHCI3）を示 す 無色柱 状 結晶物質 で あ る ．

IR （KBr）ス ペ ク トルで は水酸基由来吸収 が
　 　 　 　 　 　 　 　

−1
存在せ ず 1728cm に 大き い エ ス テ ルカ ル ボ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 l
ニ ル 由来 の 吸 収 が 認め られ ，H −NMR （400
MHz ，　CDCI3）で はδ4．90 （IH，　dd，」＝10．8，5．6

Hz ）に化合物 1 の 3β水酸基がアシル化され

た と推測され る特徴的な 3α 位プ ロ トン の シ

グナル お よ び δ 1，25 付近 に 脂肪酸 長鎖 ア ル

キ ル 由 来 の 大 き な シ グ ナ ル が 認め られ た ．

さら に
13C −NMR 　（100　MHz ，

　CDCI3 ）に お い て
，

δct79 ．57 に ア シ ル カ ル ボニ ル 由来の 炭素シ

グナル，δ
，　80．60 に 化合物 1 （δc79 ．05）に比べ

L55 ア シレ
ー

シ ョ ン シ フ トした 3 位炭素 シ グ

ナル および δc2795
〜29．6 に 長鎖脂肪酸由来

　（1 の メチ レン シグナ ル 群 と敵な る ） の メチ

レ ン 炭 素 シ グナ ル 群 および δcl5 ，99 に 脂肪

鎖末端 メチ ル 由来 の シ グナル が現 れた， そ

こ で ， 3 の EI−MS を 測 定 した と こ ろ，瓶 々

664 （nominal ，　 HR −EI−MS 　 664．6125，　 Calcd．　 for
C46H8eO2664，6158） に 分十 でオン ピー

クが，

またそ の 脱 メチル イオ ン ピ
ー

ク mfz 　649およ

び 14 ず つ 順次切断された イオン群が認め ら

れ た も の の，それ以外の 不飽和 由来 の 2 あ る

い は 4 少な い シ グナ ル は 全く覲測さ れ ず，そ

の 脂肪酸は飽和の み で C−−16 の パ ル ミチ ン酸

を最長とす る こ とが 推測 され た． 以上 か ら

最終的に 脱エ ス テ ル 化に よ り 3 の化学構造

を確認 す る こ とと した．すなわち，3 （10mg ）

を MeOH （2　m1 ）に 溶解し，氷冷中で 撹拌しな

が ら NaOMe −MeOH 溶液 （28 ％）O．2　ml を加 え

た． そ の 後 ，反応液 を撹 拌 しなが ら室温 か ら

徐 々 に加熱 し最終的 には 60 ℃ で 2 時 間反応

させた．反応液 は そ の うち 1．5ml を 飽和食

塩水
一氷中に 注ぎ，EtOAc で抽出操作を行い ，

EtOAc 層 を飽和食塩 水で 洗浄後．硫 酸マ グネ

シ ウ ム で 乾燥，減圧 乾固 し粗生成 物を得た．

こ の 糧生成物 を シ リカゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

に 付 し （移 動 層 n −hexane −EtOAc

5 ：1）そ の 主 化 合物 を 単離 した、 得 られ た化合

物は ，各種ス ペ ク トル の 解析 に よ り lupeol

（化合物 1） で あ る と決定 した． また，残 り

の 反応液 （O．5　ml）は MeOH で 希釈後 ， 炭酸銀

を 月1い て 中和 し，乾燥窒 素で MeOH を蒸発

させ ，そ の 残 さを CHCI
， （05　ml ）で 溶 解後

10 ％ ト リ メ チ ル シ リ ル ジ ア ゾ メ タ ン
ーヘ キ

サ ン溶液 （ジ
ー

エ ル サイ エ ン ス ）を 窒素の 泡

（239）
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Fig．1　DifferentiatiIm−lnducing　Acti▼ities　of 　Two 　Taraxacum 　Plant　Extracts　on 　B162F2 　Cells．

　　　 BI62F2 　cells　were 孟ncubated 　witb 　l（X〕pg！ml 　each 　extracts 　lbr　72　h，　and 血 e 　cell 　growth（匸：］）and

　　　 melanin 　conte 飢 （■■）were 　mcasured ．　 t （正0 μM ）was 　used 　as　a　positive　co 笳 oL 　The　co 旦umr ｝ and

　　　 bars　represent 　mean ± SD ．（n・・4）．

が出な くな る ま で 加え，そ の 溶液を 分 離する

こ とな くガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ
ーに 付 し た

（装 置 ： HP 　589011．カ ラ ム ：ス ペ ル コ Omega

WAX 　25030m × O．25　mm 　id
，
0．25 μm ，　He 　30

cm ／秒，120→ 220℃ 4℃ ／分昇漏 ， 比較用サ ン

プ ル と し て ス ペ ル コ 37 種 FAME 　 rnix を使

用 ）、 そ の 結 果 は ， tR　 6、Ol 分 に methyl

palmitate 由来 の ピ
ー

ク の み が観察 され
， 他の

脂肪酸 メ チ ル エ ス テ ル 由来 の シ グナ ル は全

く観察 さ れ な か っ た． 以 1：を総 合 し，化 合

物 3 の 化学構造を lupony1　palmitateと決定 し

た．

結果及び考 察

星． アキ ノノゲ シ 抽出物の B162F2 細胞分

化 誘導活 性

　 Fig．1 に ア キ ノ ノゲ シ H20 （DW ），熱 H20

（boiled　DW ；　BDW ），　MeOH 及び EtOAc 抽出物

の BI62F2 細胞増 殖及び メ ラ ニ ン 生 産能に

対 す る 影響を 調 べ た 結果 を示 した． 同時 に

10 μM の 1 を メ ラ ニ ン 合 成 促 進 活 性 の

positive　 contr 〔｝1 と して 用 い た． ア キ ノ ノ ゲ シ

抽出物 の B162F2 細胞 増殖 に 対す る 影響 は
，

EtOAc 抽 出物 で 無 添加 の 処 理 区 に 比 べ て 約

52 ％ ま で 阻害 し た以外 は，顕著な影響は認め

られなか っ た．　
一
方．B162F2 細胞 の メ ラ ニ

ン 合成 に 対 す る影響 は顕 著 で あ り，未処 理 の

区 と比較 し て ，Dw 抽 出物が 2．1倍 ，　BDW 抽

出物 が 25 箔， MeOH 抽 出物 が 12．3 倍，
EtOAc 抽出物が 105 倍 の メ ラ ニ ン 合成 を誘

導 し た．特 に，MeOH 及び EtOAc 抽｝
．fi物は

positive　controt と して 用 い た t（10μM ）誘導能

（7．5 倍 ）よ り高値 を 示 し た． ま た，以前 に

我 々 が報 告 した タ ンポポ根 生薬 （蒲公英根）

由来の 各抽出物 よ りも高 い 値 で あ っ た ． 以

上 の こ と か ら，ア キ ノ ノゲシ は抗 白髪剤等 の

原料と し て有益な も の と推察 される．

2． ア キノ ノゲシ 由来 B162F2 細胞分化誘導

物質

　ア キ ノ ノ ゲ シ MeOH 抽出物 よ り B162F2

細 胞 分 化 誘 導活性 を 指 標 に 3 種 の 化 合 物

（Fig．2）を 単離 し た ． 構造解析の 結果，何 れ

の 化 合物も lupane 骨格を有する トリテル ペ

ン 及 びそ の 誘導体 で あ っ た （Fig．2）． 1及 び

RO

丿

1 ： R ； H （lupeol ）
2 ： R＝COCH3 （lupenyl　acetate ）

3 ： R ・COC15H31 （lupenyl　palmitate）

Fig．2　 Chcmica1翫 r皿 cmres 　of 　1も

（24〔〕）
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Fig．3　Stimulating−Effects　of 　1−30n 　the 　Me 且anl ）genesis　ef 　Bl6 　2F2　Cells
　　　 B 】6　2F2　cells 　were 　incubated　with 書一3 蓑π 72　h，　and 　the　cel】growth（口 ）and 　melanin 　content 〔■ ）

　　 　 were 　mcasured ．　 Thc　colu   and 　bars　represent 　the 　mean ± S．D ．（n＝4）．

　2 は 我 々 の 既報
11）

で 同細胞 分化誘導活性 を

有する こ とを報告してお り，本研 究で Iupane

骨格 C −3 位が palmitic　acid で 置換さ れた 3 を

新た に単離 した た め ，3 の Bl62F2 細胞増殖

並 び に 分化 の 指標で あ る メ ラ ニ ン合成 に 対

す る 影響を検討 した （Fig．3）． 3 は 5−20 μM

の 濃度で は Bl62F2 細胞の 増殖扣1制を示 さ

なか っ たが，50 μM 添加時は未処理 の 区 の

27，3％ ま で 増殖 を抑制 し た ， し か し な が ら
，

同濃度 の 3 を添加 し た Bl62F2 細胞 の 生存

率，形態並び に シ ャ
ーレ に対する 付着性 は未

処理 の 区 と変わ らず
，
3 は B162F2 細胞 に 対

して 細胞毒性 と い うよ りは，細 胞増殖抑 制作

用 を示 す もの と推定 され た ． また メ ラニ ン

合成 は 10 μM 以．上の 濃度 で 促進 した． しか

しなが ら 1 や 2 と比較 した場合，メ ラ ニ ン

合成促進活 性は弱 く，10pM の 添加 量で 1 は

未処理 の 区 の 9，2 倍，2 は 10．3 倍 の 促進活性

を 示 し た の に 対 し て ，同濃度 の 3 は 3．1 倍の

促 進 活 姓 に とどま っ た． また，既 報
m

で

我 々 は lupane トリテル ペ ン の C −−3 位 の構造

が 活性 発 現 に 重 要な 役割 を 担 う こ と を 報告

した が ，本研 究 に お い て C −3 位 に 長鎖の 脂肪

酸が 付加 した 3 は 1 や 2 に 比 べ 弱い メ ラ ニ

ン 合成促進能を 示 し，C−3 位の 違い が活性 の

強弱に 関係あ る 結果が得 ら れた ． こ れ らの

結果 は既報の 結果 を 支持す る も の で あ る．
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