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Synopsis

 This paper showed that the results of isolation and identification of the biological active components 

in the extract obtained from strawberry leaves (Fragaria X ananassa cv. Ama-Ou) after harvesting of 

their fruits. 

 The tyrosinase inhibition was evaluated for potential human skin whitening, and super oxide 

dismutase (SOD) mimic activity was evaluated for potential antioxidation in the human body. 

Moreover, hyaluronidase inhibition, a—glucosidase inhibition and melanin biosynthesis inhibition test 

used by using B16 mouse melanoma cell line, were carried out evaluated in this experiment. 

 The 50% ethanol extract from strawberry leaves showed both of tyrosinase and hyaluronidase 

inhibition, and SOD mimic activity. Following active compounds were isolated by silica gel column 

chromatography and HPLC using tyrosinase inhibitory activity bioassay guided fractionation. These 

active compounds identified the tannin, agrimoniin and flavonoid glucosides,  quercetin-3—O—D— 

glucopyranoside,  quercetin-3—O—disaccharide, but this compound was not totally elucidated the 

chemical structure. 

 Though, three isolated active ingredients in the 50% ethanol extract, did not show the cell 

propagation activity against NB1RGB cell line, all compounds showed both of antioxidant and melanin 

biosynthetic inhibitory activity in this study. Especially, agrimoniin was a strong tyrosinase and 

hyaluronidase inhibitor in them. 

 These facts suggested that the strawberry leaves 50% ethanol extract was utilized as food adduct 

and cosmetic material from natural resources.

 45



大原 祐美 ・河越 義晴 ・鎌田 靖志 ・野崎 勝則 ・森本 正則 ・駒井 功一郎

緒 言

オ ラ ンダイチ ゴ(.Frαgαrぬ×απαπα88α)は、

バ ラ科オランダイチゴ属の多年生草本で、その

可食部である果実は古 くから食用され、抗ガン作

用や抗炎症作用の機能をもつことが報告 されてい

る1)。さ らに、肌の着色に関わるメラニン生成抑

制成分 として知 られるエラグ酸を含み、化粧品原

料 としても利用されている2)。しか し、可食部で

ある果実に比べ、その葉部の有効利用に関する研

究はほ とんどなく、未利用資源のままである。 こ

の葉部には、タンニンやフラボノイ ドなどのポリ

フェノール成分が多 く含有されてお り、解明され

ていない生理活性を有することが推察される。そ

こで、本研究では、オランダイチゴの葉部に注目

し、そこに含まれる有用機能成分を探索すること

によって、未利用資源の有効利用についての知見

を得ることを目的とした。

機能評価 は、美 白効果をチロシナーゼ阻害活

性、抗酸化作用をSOD様 活性、保湿効果をピア

ル ロニダーゼ阻害活性試験 として実施 した。ま

た、肋 漉roで 行 うチ ロシナーゼ阻害活性試験よ

り肋u`uoに 近 いマ ウス由来B16メ ラノーマ細胞

を用いたメラニン合成抑制試験、ヒ ト新生児由来

線維芽細胞NBIRGBを 用いた細胞増殖活性試験

についても併せて実施 し、化粧品への適応性につ

いて検討 した。さらに、近年、生活習慣病が問題

にな っていることからα一グルコシダーゼ阻害活

性試験ならびに脂質蓄積抑制活性試験についても

実施 した。

ン ダ イ チ ゴ葉50%エ タ ノ ー ル 抽 出 物(35.2g,収 率

40.2%)を 得 た 。 得 ら れ た 抽 出 物(20.4g)を 水 と

酢 酸 エ チ ル に て 液 液 分 配 後 、 そ れ ぞ れ を 減 圧 濃 縮

し、 水 画 分(11.4g)と 酢 酸 エ チ ル 画 分(2.6g)を

得 た 。 次 に 、 水 画 分 をDIAIONHP-20カ ラ ム ク

ロ マ トグ ラ フ ィ ー(三 菱 化 学)を 用 い て 分 画 を 行

い 、 水 と メ タ ノ ー ル 混 合 溶 媒 を 溶 出 液 と して メ タ

ノ ー ル の 含 有 率 を 変 化 さ せ な が ら、 水 溶 出 画 分

(3.9g)、25%メ タ ノ ー ル 溶 出 画 分(1.9g)、50%メ

タ ノ ー ル 溶 出 画 分(1.3g)、75%メ タ ノ ー ル 溶 出

画 分(134.Omg)、 メ タ ノ ー ル 溶 出 画 分(33.9mg)

の5画 分 に 分 画 し た 。 さ ら に 、25%メ タ ノ ー ル

溶 出 画 分(866.9mg)をHPLCを 用 い て 精 製 を 行

い 、compound1(44.8mg,収 率0.22%),2(11.9mg,

収 率0.06%),3(34.8mg,収 率0.17%)を そ れ ぞ れ

単 離 した(Fig.1)。

HPLC分 取 条 件 は 次 の 通 り で あ る 。HPLC

(ShimadzuClassVPHPLCsystem)、 カ ラ ム(Imtakt

U曲nUS-C1820×150㎜)、 カ ラ ム 温 度(40℃)、

移 動 相(0.05%ギ 酸:18%ア セ トニ ト リ ル)、 流 速

(10ml/min)、 検 出波 長(210nm、254nm)。

材料および方法 Fig.lHPLCpro且leof25%MeOH倉actionat210㎜

1.オ ランダイチゴ葉部からの活性成分の抽 出な

らびに単離 ・同定

福岡県産オランダイチゴ、品種(甘 王)の 果実

収穫後の乾燥葉(87.6g)を50%エ タノール(1.81)

で3日 間常温 にて抽 出 した。抽出液は吸引 ろ過

(桐山製作所,No.5C,150φmm)を 行 った。抽出

残渣 は、再度同様の操作を行 った。その後、抽

出液を減圧濃縮 し、先の抽出物 とまとめ、オラ

2.チ ロ シ ナ ー ゼ 阻 害 活 性 試 験

メ ラ ニ ン は 、 チ ロ シ ン か らL一 β一(3,4-

Dihydroxypheny1)alanine(L-DOPA)、DOPAキ

ノ ン を 経 て 生 合 成 さ れ る 。 この 初 期 反 応 で あ るチ

ロ シ ン か らL-DOPAは 酸 化 還 元 酵 素 チ ロ シ ナ ー

ゼ(ECl.14.18.1)に よ り触 媒 さ れ る。DOPAキ

ノ ン以 降 の 生 合 成 反 応 は 自動 酸 化 に よ り反 応 が 進

む た め 、 メ ラ ニ ン生 成 を 抑 制 し美 白 効 果 を 得 る た
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め に は チ ロ シ ナ ー ゼ 阻 害 す る こ とが 重 要 に な る 。

試 料 溶 液(100μ1)と1/15Mリ ン 酸 緩 衝

液(pH6.8株 式 会 社 ヤ ト ロ ン,400μ1)を 混 合

し、 マ ッ シ ュ ル ー ム 由 来 チ ロ シ ナ ー ゼ 懸 濁 液

(30unit,SIGMA,60μ1)を 加 え 、37℃ の 恒 温 槽

で20分 間 静 置 し た 。 そ の 後 、 基 質 と し て2mM

L-DOPA(Wako,440μ1)を 加 え37℃ 、5分 間 反

応 さ せ た(S)。 同 時 に 試 料 溶 液 を 添 加 し な い も

の(C)、 チ ロ シ ナ ー ゼ を 添 加 し な い も の(S-

Bl)、 試 料 溶 液 、 チ ロ シ ナ ー ゼ と も に 添 加 し な い

も の(C-Bl)と して 、 反 応 生 成 物 で あ るDOPA

キ ノ ン の 吸 収 波 長475nmの 吸 光 度 を 測 定 し、 式1

に 従 っ て チ ロ シ ナ ー ゼ 阻 害 率 を 算 出 した 。 サ ン プ

ル 、 チ ロ シ ナ ー ゼ お よ びL-DOPAは1/15Mリ ン

酸 緩 衝 液(pH6.8)に 溶 解 さ せ た も の を 用 い た。

な おC-BLは 吸 光 度 測 定 の 時 の ブ ラ ン ク 溶 液(対

照 液)と して 使 用 し た。

チ ロ シ ナ ー ゼ 阻 害 率(%)=

C-(S-S-B1)/C×100(式1)

3.SOD様 活 性 試 験3'4)

SOD様 活 性 は 株 式 会 社 同 仁 化 学 研 究 所 のSOD

AssayKit-WST(WST-1法)を 用 い て 測 定 し

た 。 本 試 験 系 で は 、 キ サ ンチ ン とキ サ ンチ ン オ キ

シ ダ ー ゼ に よ り、 活 性 酸 素 の 一 つ で あ る ス ー パ ー

オ キ シ ドラ ジ カ ル が 発 生 す る。 発 生 した ス ー パ ー

オ キ シ ドラ ジ カ ル は 発 色 試 薬 で あ る テ トラ ゾ リ

ウ ム 塩(WST-1)と 反 応 し、 高 水 溶 性 ホ ル マ ザ

ン で あ るWST-1ホ ル マ ザ ン を 形 成 し 黄 色 く発 色

す る 。 反 応 溶 液 中 にSOD様 の 物 質 が 存 在 す る と、

WST-1ホ ル マ ザ ン の 生 成 は 抑 制 さ れ 、 ス ー パ ー

オ キ シ ドラ ジ カ ル の 一 部 はH202と02に 不 均 一 化

さ れ る こ と か ら 、WST-1ホ ル マ ザ ン に 起 因 す る

吸 光 度 を 測 定 す る こ とでSOD様 活 性 を 評 価 す る 。

96wellsplateに 試 料 溶 液(20μ1)と 発 色 試 薬

(テ トラ ゾ リ ウ ム 塩WST-1,キ サ ン チ ン,200μ1)

を 加 え プ レ ー ト ミキ サ ー で1分 間 撹 拝 し、 さ らに

キ サ ンチ ンオ キ シ ダ ー ゼ(20μ1)を 加 え 、37℃ で

20分 間 酵 素 反 応 さ せ た(S)。 そ の 後 、 マ イ ク ロ

プ レ ー ト リー ダ ー で450nmに お け る 吸 光 度 を 測

定 した。同時に試料溶液を添加 しないもの(C)、

キサンチンオキシダーゼを添加 しないもの(S-

Bl)、 試料溶液、酵素溶液 ともに添加 しない もの

(C-Bl)と した。得 られた吸光度を式2に 従 って

算出 し、SOD様 活性 とした。なお、試料は蒸留

水に溶解した。

SOD様 活 性(%)=

{(C-C-Bl)一(S-S-Bl)}/C-C-Bl×100

(式2)

4.ピ アル ロニ ダ ー ゼ 阻 害 活 性 試 験5)

肌 の 保 湿 成 分 と して 重 要 な ピ アル ロ ン酸 は 生 体

内 酵 素 で あ る ピ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ(EC3.2.1.35)

に よ り、D一 グ ル ク ロ ン 酸 とN一 ア セ チ ル ーD一グル

コサ ミ ンに 分 解 され る 。 ピ ア ル ロ ン 酸 の 分 解 を 抑

制 し肌 の 保 湿 効 果 を維 持 す る た め に は 、 ピア ル ロ

ニ ダー ゼ の 働 き を 阻 害 す る こ とが 重 要 に な る 。

試 料 溶 液(200μ1)と ピ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ

(400unit,SIGMA,100μ1)を 混 合 し37℃ 、20分

間 反 応 さ せ た 。 ピ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 化 剤 と

し てcompound48/80(SIGMA,200μ1)を 加 え

37℃ 、20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト後 、 基 質 と し て ピ

ア ル ロ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液(500μ1)を 加 え て

37℃ 、40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 停 止 液

と し て0.4NNaOH(200μ1)を 加 え氷 上 に静 置 し

た 。 ホ ウ 酸 水 溶 液(200μ1)を 加 え て100℃ で3分

間 処 理 した 後 、 氷 上 へ 移 し た。 発 色 試 薬 で あ る

p一 ジ メ チ ル ア ミ ノ ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド(p-DAB)

溶 液(Wako,600μ1)に 反 応 溶 液(140μ1)を 加

え 、37℃ で20分 間 反 応 さ せ た 後 、585nmに お け

る 吸 光 度 を 測 定 し た(S)。 同 時 に 、 試 料 溶 液 を

添 加 しな い も の(C)、 酵 素 溶 液 を 添 加 し な い も

の(S-B1)、 試 料 溶 液 、 酵 素 溶 液 と も に 添 加 し な

い も の(C-Bl)を 設 定 し た。 ピ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ

阻 害 率 は 式3に 従 い 算 出 し た。 な おC-BI.は 吸 光

度 の 測 定 ブ ラ ン ク と して 使 用 し た。 な お 、 試 料 は

0.1M酢 酸 緩 衝 液(pH4.0)に 溶 解 さ せ た も の を

使 用 した 。 ま た、 ピ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 、compound

48/80お よ び ピ アル ロ ン酸 ナ ト リウ ム は0.IM酢 酸

緩 衝 液(pH4.0)に 溶 解 さ せ 、 そ れ ぞ れ の 処 理 濃
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度 を400unit/ml、0.5mg/ml、0.4mg/mlと し た も

の を 用 い た。0.4NNaOHは 蒸 留 水 に 溶 解 さ せ た

も の を 用 い 、 ホ ウ 酸 溶 液 は ホ ウ酸4.95gを 蒸 留 水

50mlに 溶 解 さ せ 、1NNaOHに てpH9.1に 調 整

後 、 蒸 留 水 を 加 え て100mlと した も の を 用 い た。

ま た 、p-DAB溶 液 はp-DAB(10g)、10N塩 酸 溶

液(12.5ml)お よ び 酢 酸(87.5ml)を 混 合 し、 使

用 直 前 に酢 酸 で10倍 希 釈 し た。

る 吸 光 度 を 測 定 し た。 な お 、 検 定 試 料 は リ ン酸 緩

衝 液(pH6.8)で 溶 解 し、 試 験 に 用 い た 。 α一グ

ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 率 は 検 定 試 料 を 処 理 し な か っ た

も の をcontrol(C)、 検 定 試 料 を 処 理 し た も の を

sample(S)と し、 式4に 従 い 算 出 した 。

α一グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 率(%)=

C-S/C×100(式4)

ピア ル ロ ニ ダ ー ゼ 阻 害 率(%)=

C-(S-S-Bl)/C×100(式3)

5.α 一グル コシ ダ ー ゼ 阻 害 活 性 試 験6)

α一グ ル コ シ ダ ー ゼ と は 、α一1.4一グ ル コ シ ド結

合 を 加 水 分 解 し、 α一glucoseを 生 成 す る 酵 素 で あ

る 。 小 腸 内 に 存 在 す る この 酵 素 に よ っ て 、 デ ン プ

ン な ど の 多 糖 類 が 分 解 さ れ 、 単 糖 と な り血 液 中 に

吸 収 され る 。

本 試 験 で 、 基 質 と して 用 い たp-nitrophenyl一 α

一D-glucopyranoside(PNPG)は α一グ ル コ シ ダ ー

ゼ に よ り分 解 さ れ 、 グ ル コ ー ス とp一 ニ トロ フ ェ

ノ ー ル を 生 成 す る 。 そ こで 、PNPGの 反 応 生 成 物

で あ るp一 ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル の 吸 収 波 長405nmに

お け る 吸 光 度 を 測 定 し、p一 ニ トロ フ ェ ノ ー ル の

生 成 阻 害 か ら α一グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 率 を 求 め た 。

市 販 ラ ッ ト小 腸 ア セ ト ン パ ウ ダ ー(SIGMA

社)0.1gに 、0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液(pH6.8)3.Oml

を 加 え、 氷 上 で ソ ニ ケ ー シ ョ ン(10秒 ×20

回,SONIFIER450,Beckman)を 行 っ た 後 、

llOOOrpm、4℃ 、15分 間 遠 心 分 離 を 行 い 、 上 清 を

リ ン酸 緩 衝 液 に て1.2μg/ml/minと な る タ ンパ ク

量 に 酵 素 溶 液 を調 製 した 。

任 意 の 濃 度 に 調 製 し た 試 料 溶 液(50μ1)に 酵

素 溶 液(100μ1)を 加 え 、5分 間 、37℃ で フ レ゚ イ

ン キ ュ ベ ー トを 行 っ た 後 、 基 質 と し て1.5mM

PNPG(100μ1)を 加 え 、15分 間 イ ンキ ュベ ー ト

を 行 っ た。 こ の 時 、 ブ ラ ン ク に は 同 量 の リ ン酸 緩

衝 液 を 加 え た 。 そ の 後 、100℃ の ヒ ー トブ ロ ッ ク

で 加 熱 失 活 さ せ て 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 。5分 後

ヒ ー トブ ロ ッ ク か ら取 り 出 し、6000rpm、4℃ で

5分 間 遠 心 分 離 を 行 っ た後 、 上 清 を405nmに お け

6.マ ウ ス 由 来B16メ ラ ノ ー マ 細 胞 を 用 い た細 胞

毒 性 試 験

メ ラ ニ ン合 成 抑 制 試 験 に用 い る試 料 濃 度 を 決 定

す る た め 、 事 前 に 細 胞 毒 性 試 験 を 実 施 し た。

96wellsplate(CORNING)に5%FBS-MEM

で5×104cells/mlに 調 製 し たB16メ ラ ノ ー マ 細 胞

の 懸 濁 液 を200μ1ず つ 播 種 し、37℃ 、5%CO2イ

ン キ ュ ベ ー タ ー で 培 養 した 。24時 間 後 、 培 地 を

取 り除 き 、5%FBS-MEM(100μ1)を 添 加 し た 。

そ の 後 、 任 意 の 濃 度 に 調 製 し た 試 料 溶 液(100

μ1)を 加 え た(Sample・S)。60-72時 間 培 養 後 、

培 地 を 除 去 し、 終 濃 度 が0.25mg/mlと な る よ う

に 培 地 に 溶 解 し た3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-dipheny1-tetrazoliumbromide(MTT)

溶 液(200μ1)を 加 え 、37℃ 、5%CO2イ ン キ ュ

ベ ー ター 内 で3時 間 培 養 後 、MTT溶 液 を 除 去 し、

Dimethylsulfoxide(DMSO)(生 化 学 用,Wako,

100μ1)を 加 え て 色 素 を 抽 出 し た。 抽 出 液 は 、 マ

イ ク ロ プ レ ー ト リー ダ ー で570nmに お け る 吸 光

度 を 測 定 し た 。 試 料 溶 液 を 加 え な か っ た も の を

Control(C)と して 、 式5に 従 い 阻 害 率 を 求 め た 。

阻 害 率(%)=100-(S/C×100) (式5)

7.マ ウ ス 由 来B16メ ラ ノ ー マ 細 胞 を 用 い た メ ラ

ニ ン 合 成 抑 制 試 験7)

5%FBS-MEMで5×104cells/mlに 調 製 し た

Bl6メ ラ ノ ー マ 細 胞 の 懸 濁 液 を 組 織 培 養 用 シ ャー

レ(φ60mm,NUNCI.ON)に5m1播 種 し、24時

間 、37℃ 、5%CO2イ ンキ ュ ベ ー タ ー で培 養 した 。

そ の 後 、 培 地 を メ ラ ニ ン 合 成 促 進 物 質 で あ る テ

オ フ ィ リ ン を 含 む(培 地100m1あ た り50mMテ オ

一48一
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フ ィ リ ン 溶 液(4ml)を 添 加)5%FBS-MEMと

任 意 の 濃 度 に 調 製 した 試 料 溶 液 を 全 量5mlと な る

よ うに 交 換 し、60-72時 間 、37℃ 、5%CO2下 で 培

養 し た。 培 養 後 、 培 地 を 捨 て 、PBS(一)250μ1

×2回 で 細 胞 を 洗 浄 し残 っ た 培 地 を 完 全 に 取 り除

い た 。 そ こ へ0.85NKOH(500μ1)を 加 え 、 細

胞 を 融 解 す る こ とで メ ラ ニ ン の 抽 出 を行 い 、 抽 出

液 を 回 収 後 、PBS(一)(500μ1)で 洗 浄 し、 先 の

抽 出 液 と合 わ せ て メ ラ ニ ン 抽 出 液(Sample・S)

と し、 吸 光 度 で405nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し、

メ ラ ニ ン量 と した 。 試 料 溶 液 を 添 加 しな か っ た も

の をControl(C)と し て 比 較 す る こ と で 、 メ ラ

ニ ン合 成 抑 制 率 を 算 出 した(式6)。

メ ラニ ン合 成 抑 制 率(%)=

(C-S)/C×100(式6)

8.ヒ ト新 生 児 由 来 線 維 芽 細 胞NBIRGBを 用 い

た 細 胞 増 殖 活 性 試 験

96wellsplate(CORNING)に5%FBS-MEM

で2.5×104cells/mlに 調 製 し たNBIRGB細 胞 の

懸 濁 液 を200μ1ず つ 播 種 し、37℃ 、5%CO2イ ン キ ュ

ベ ー ター で培 養 し た。24時 間後 、 培 地 を 取 り除 き、

0.5%FBS-MEM(100μ1)を 添 加 した 。 そ の 後 、

任 意 の 濃 度 に 調 製 した 試 料 溶 液(100μ1)を 加 え

た(Sample・S)。5日 間 培 養 後 、 培 地 を 除 去 し、

終 濃 度 が0.25mg/m1と な る よ う に 培 地 に 溶 解 した

MTT溶 液(200μ1)を 加 え 、37℃、5%CO2イ ン キ ュ

ベ ー タ ー 内 で3時 間 培 養 後 、MTT溶 液 を 除 去 し、

DMSO(100μ1)を 加 え て 色 素 を 抽 出 し た。 抽 出

液 は 、 マ イ ク ロ プ レー ト リー ダ ー で570nmに お け

る 吸 光 度 を 測 定 した 。 試 料 溶 液 を 加 え な か っ た も

の をControl(C)と して 、 式7に 従 い 阻 害 率 を 求

め た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル(PC)に は 、5%

FBS-MEMを 用 い た 。

細胞増殖率(%)=S/C×100 (式7)

地 、 成 熟 促 進 培 地 の3種 を 用 い た。 分 化 誘 導 培 地

は 、10%FBS-DMEMに0.25μMdexamethasone

(Dex)、0.5mM3-isobutyl-1-methylxanthine、

10μg/mlinsulinを 、 成 熟 促 進 培 地 は 、10%FBS

-DMEMに10μg/mlinsulinを 加 え た も の を 調 製

し た。

24wellsplate(CORNING)に10%FBS-DMEM

で3.0×104cells/mlに 調 製 した3T3-L1細 胞 の 懸 濁

液 を1mlず つ 播 種 し、37℃ 、5%CO2イ ンキ ュベ ー

ター で2日 間 培 養 した 。 そ の 後 、 脂 肪 細 胞 へ の 分

化 を 誘 導 す る た め 培 地 を 分 化 誘 導 培 地 に 交 換 し、

37℃ 、5%CO2イ ンキ ュ ベ ー ター で 培 養 した 。2日

後 、 任 意 の 濃 度 に 調 製 し た試 料 溶 液 を 含 む 成 熟 促

進 培 地 に 交 換 し、37℃ 、5%CO2イ ン キ ュベ ー ター

で6日 間 培 養 し た。 任 意 の 濃 度 に調 製 した 試 料 溶

液 を 含 む 成 熟 促 進 培 地 は 、2日 間 毎 に 培 地 交 換 を

行 っ た 。

OilRedO染 色 法 に よ る脂 質 蓄 積 抑 制 活 性 は 株

式 会 社 プ ラ イ マ リ ー セ ル のLipidAssayKitを 用

い て 測 定 し た 。OilRedOは 、 親 油 性 の 赤 色 色 素

で 脂 肪 細 胞 内 に 蓄 積 さ れ た脂 肪 を 染 色 し、 さ ら に

有 機 溶 媒 を 用 い て 色 素 を 抽 出 す る こ とに よ り脂 肪

量 を 定 量 す る こ とが で き る。

LipidAssayKit(プ ラ イ マ リー セ ル)に は 、 固

定 液 、OilRedO原 液 、 抽 出 液 が 含 ま れ る。Oil

RedO原 液 を6:4の 割 合 で 蒸 留 水 と混 和 し、 室

温 で10～15分 間 静 置 し0.8μmシ リ ン ジ フ ィ ル

タ ー に て ろ 過 し た 。 培 養 液 を 除 去 後 、 各we11に

固 定 液(500μ1)を 添 加 し、 室 温 で1時 間 固 定

し た 後 、 蒸 留 水500μ1で 洗 浄 し た。 洗 浄 後 、Oil

RedO液500μ1を 加 え 、 室 温 に て 静 置 す る 。15分

後 、OilRedO液 を 除 去 し、 水(500μ1)に て3回

以 上 着 色 が 認 め られ な くな る ま で 洗 浄 し、 乾 燥 さ

せ 、 観 察 した。 次 に 、 色 素 を 抽 出す る た め抽 出 液

(500μ1)を 添 加 し、 室 温 に て1時 間 プ レー トミキ

サ ー に て 撹 拝 後 、540nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し

た 。 脂 質 蓄 積 抑 制 活 性 は 式8に 代 入 し算 出 した 。

9.マ ウス胎児由来3T3-L1前 駆脂肪細胞を用い

た脂質蓄積抑制試験

試 験 に は、10%FBS-DMEM、 分 化 誘 導 培

脂 質 蓄 積 抑 制 率(%)=

(C-B)一(S-B)/(C-B)×100(式8)
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10.ポ リ フ ェ ノ ー ル 成 分 の 定 量8)

イ チ ゴ の 葉 部 に は 、 タ ンニ ン や フ ラ ボ ノイ ドに

分 類 され る ポ リフ ェ ノー ル 成 分 が 多 く含 有 さ れ て

い る こ とが 報 告 さ れ て い る1)こ と か ら、Folin-

Denis法 に よ り定 量 した 。

Folin-Denis法 と は 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル の 還 元 性

を 利 用 して ア ル カ リ性 で リ ン タ ン グ ス テ ン、 モ リ

ブ デ ン酸 を 還 元 して 生 じる 青 色 の 色 素 を 比 色 定 量

す る も の で あ る。

タ ン グ ス テ ン酸 ナ トリ ウ ム(12.5g)、 リ ン モ リ

ブ テ ン 酸(2.5g)、 リ ン 酸(6.25ml)、 水(94ml)

を2.5時 間 還 流 煮 沸 し、 冷 却 後 、 水 を 加 え て

500mlと し、Folin試 薬 を 調 製 し た 。 任 意 の 濃 度

に 調 製 し た 検 液(5ml)にFolin試 薬(5ml)を

加 え て よ く混 和 し、3分 後 に10%炭 酸 ナ トリ ウ ム

水 溶 液(5ml)を 加 え 振 と う し た 後 、1時 間 室 温

に 放 置 し た 。 そ の 後760nmの 吸 光 度 を 測 定 し た。

試 料 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 有 量 は 加 水 分 解 性 タ ン ニ

ン で あ る代 表 的 な 没 食 子 酸 を 用 い た 検 量 線 か ら求

め た 没 食 子 酸 当量 と した 。

11.活 性 成 分 の 定 量 分 析

高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ ー(HPLC)を 用 い

て 、 イ チ ゴ葉50%エ タ ノ ー ル 抽 出 物 か ら単 離 ・

同 定 した 化 合 物 を 定 量 した 。 分 析 条 件 は 、HPLC

(ShimadzuClassVPHPLCsystem)、 カ ラ ム

(lmtaktUnisonUK-C184.6×150mm)、 カ ラ ム

温 度(40℃)、 移 動 相(0.05%ギ 酸:18%ア セ トニ

ト リ ル)、 流 速(1ml/min)、 検 出 波 長(210nm,

330nm)o

イ チ ゴ 葉50%エ タ ノ ー ル 抽 出 物 よ り単 離 ・同

定 した 各 化 合 物 を 用 い て 検 量 線 を 作 成 した 。 イ チ

ゴ 葉50%エ タ ノ ー ル 抽 出 物 をHPLCに て 定 量 を

行 い 、 イ チ ゴ 葉50%エ タ ノ ー ル 抽 出 物1g中 の 含

有 量 を 算 出 し た。

結 果

1.有 効成分の単離 ・同定

得られた3種 の化合物について、核磁気共鳴ス

ペ ク トル(NMR)、 質量スペ ク トル(MS)を 用

い た 構 造 解 析 を 行 い 、compound2をagrimoniin、

compound3をquercetin-3-0-D-glucuronideと

同 定 し た 。

1-1Compound1

前 報 でcompound1はcompound3(quercetin-

3-0-D-glucuronide)に さ ら に4糖 類 が 結 合 し た

化 合 物 で あ る と 推 定 し た が9)、 さ ら に 詳 し く 構 造

解 析 を 行 っ た の で 報 告 す る 。

Compound1の13C-NMRをcompound3の

13C -NMRと 比 較 す る と
、67.3,71.7,77.6,82.4,

101.7ppm以 外 の ピ ー ク が ほ ぼ 、compound3と

一 致 し た
。 ま た 、ESI-MSMSよ り 中 性 フ ラ グ メ

ン ト303,176,132の 部 分 構 造 が 存 在 し 、 そ れ ら

はcompound1の13C-NMRがcompound3の13C-

NMRに 類 似 し て い る こ と を 考 慮 に 入 れ る と 、 そ

れ ぞ れ 、303(quercetin十H+),176(glucuronic

acid-H20),132(糖 一H20)で あ る と 考 え ら

れ る 。 こ の132(糖 一H20)は 、5炭 糖 の 分 子

量 と 一 致 す る 。 以 上 の 事 よ り 、compound1は 、

compound3(quercetin-3-O-D-glucuronide)

に さ ら に5炭 糖 が 結 合 し た 化 合 物 で あ る と 推 測

し た 。5炭 糖 に は 、xylose、arabinose、1yxoseな

ど 様 々 あ る が 、xyloseお よ びarabinoseは 配 糖 体

と し て 多 く の 植 物 体 に 含 ま れ て い る こ と が 報 告

さ れ て い るlo)こ と か ら 、 こ の ど ち ら か で は な い

か と 考 え ら れ る 。 ま た 、quercetin3-0-xylosyl

glucosidell)な ど 他 の2糖 を も つ 化 合 物 の 多 く

がC2"に 結 合 し て い る こ と か ら 、compoundlも

quercetin-3-0-D-glucuronideのC2"位 に 結 合 し

て い る の で は な い か と 思 わ れ る 。

ESI-MS:ionatm/z=

611.1803[M+H]+,479.1318,303.0862

1H -NMR(CD
30D)δ(ppm):3.17-3.94(9H,m,

sugar),4.75(1H,anomericproton),5.59(1H,

anomericproton),6.17(1H,brs),6.36(1H,brs),

6.86(1H,d,J=8.OHz),7.60(1H,s),7.62(1H,d,

J=8.OHz).

13C -NMR(CD
30D)δ(ppm):67.3,71.7,73.4,

75.5,77.6,77.7,78.4,82.4,95.4,100.6,101.7,106.0,
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Fig.

                                                         Uri 

2. Presumptive structure of compound 1.

106.5, 

159.1,

1-2

116.8, 

159.2,

118.0, 

163.8,

Agrimoniin

123.8, 

166.5,

124.3, 

172.9,

135.6, 

180.0.

146.8, 150.5,

 4417109CS-eGtHtc_Gt.Gf(OJ)--Df, ctz 

tiTtItcOMMAYtfifi--0P14:03M16:12) 

 .LLVt.itteM, compound 2 agrimoniin  Htt., 

 it (Fig.  3).

MALDI—TOFMS (Matrix : a—CHCA), Positive 

 mode  :  m/z=1895  [M+Na] 

 1H—NMR(CD 3C0CD3)6  (ppm) : 3.69 (1H, d, 

 J=13.5 Hz), 3.79(1H, d,  J=13.5 Hz), 4.50(1H, dd, 

 J=6.0, 10.0 Hz), 4.65(1H, dd,  J=6.0, 10.0 Hz), 5.11 

 —5.59 (8H, m) , 6.33(1H, s), 6.34(1H, s), 6.43(1H, 

s), 6.54(1H, d,  J=3.9 Hz), 6.56(1H, d,  J=3.9 Hz), 

6.59(1H, s), 6.60(1H, s), 6.64(1H, s), 6.65(1H, s), 

6.92(1H, d,  J=1.9 Hz), 7.31(1H, s), 7.40(1H, d, 

 J=1.9  Hz). 

 13C—NMR(CD 30D)6(ppm) : 64.5, 69.8, 70.4, 72.2,

72.4, 75.8, 77.2, 77.4, 92.2, 92.7, 

109.1, 109.3, 109.6, 109.7, 111.1, 

115.9, 115.9, 116.2, 116.3, 116.7, 

120.9, 126.3, 126.6, 126.8, 127.0, 

138.0, 138.2, 138.3, 138.4, 138.5, 

145.1, 145.5, 145.5, 145.6, 145.8, 

146.6, 146.7, 148.1, 149.1, 166.2, 

170.3, 170.5, 170.7, 171.2, 171.4.

1-3

108.3, 

112.5, 

117.1, 

127.2, 

141.2, 

146.5, 

166.4,

 Quercetin-3-0—D—glucuronide

108.6, 

113.3, 

117.3, 

127.5, 

142.0, 

146.5, 

169.8,

109.0, 

115.7, 

117.7, 

138.0, 

143.1, 

146.6, 

169.9,

FAB-MS、1H-1'、13C-1'の 各 ス ペ ク

ト ル デ ー タ お よ び 文 献 値13)に よ りcompound3を

quercetin-3-0-D-glucuronideと 同 定 し た(Fig.4)。

FAB-MS(グ リ セ ロ ー ル)m/z=479[M+H]+

lH -NMR(CD
30D)δ(ppm):3.43-3.77(4H,m,

C2",C3",C4",C5"),5.33(1H,d,J=7.4Hz,C1"),

6.19(1H,d,J=1.8Hz,C6),6.38(1H,d,J=1.8Hz,

OH

I

Fig. 4. Quercetin-3-O-D-glucuronide in strawberry 
leaves.

OH

Fig. 3 Agrimoniin in strawberry leaves.
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C8), 6.84(1H, d,  J=9.0 Hz, C5'), 7.62(2H, C2' 

C6'). 

 13C—NMR(CD 30D)a(ppm)  : 73.6(C4") , 76.2 

(C2"), 77.8(C5"), 78.4(C3"), 95.5(C8),  100.7(C6), 

 105.0(C1"),  106.4(C10), 116.8(C5'), 118.0(C2'), 

 123.6(C1'),  124.3(C6'),  136.2(C3),  146.7(C3'), 

 150.7(C4'),  159.2(C9),  159.8(C2),  163.8(C5), 

166.8(C7), 173.1(C6"), 180.0(C4).

Table 2. Inhibitory activities of tyrosinase of 

       isolated compounds

Sample Inhibitory activity(%)

Compound 1 

Agrimoniin 

 Quercetin-3-0-D-glucuronide 

 /3-Arbutin*

Inactive 

 69.7 

Inactive 

 14.5

2.チ ロシナーゼ阻害活性、SOD様 活性、 ピアル

ロニダーゼ阻害活性試験

オラ ンダイチ ゴ葉50%エ タノー ル抽 出物 は

81.1%の チ ロシナーゼ阻害活性、97.0%の ピアル

ロニダーゼ阻害活性、99.5%のSOD様 活 性 とす

べての評価試験で、それぞれの活性指標物質 と比

べ高活性を示 した。これ までにオランダイチゴ葉

にはフラボノイ ドやタンニンが豊富に含 まれて

いることが報告されてお り1)、この ことから多く

のSOD様 活性物質を有することが予想されるが、

本研究では試験方法が比較的容易なチロシナーゼ

阻害活性を指標 として活性化合物の精製を実施 し

た(Table1)。

単離 ・同定 した化合物については、すべての

評価試験を行 った。 なお、活性指標物質 として

チロシナー ゼ阻害活性 にはβ一arbutin、SOD様

活性およびピアルロニダーゼ阻害活性には(+)-

catechinを 用いた(Table2-4)。

その結果、単離 した3種 のポ リフェノール成分

は、SOD様 活性を示 した。また、加水分解性タン

ニンであるagrimoniinは 、高いチロシナーゼ阻害

活性および ピアルロニダーゼ阻害活性を示 した。

* Arbutin was used as a positive control . (n=3) 
 Conc. of tested sample; 1  mg/ml (*5  mg/ml). 

Table 3. SOD mimic activities of isolated compounds

Sample  IC50  IA  (uM)

Compound 1 

Agrimoniin 

 Quercetin-3-  O-D-glucuronide

9.9 

0.3 

13.6

(+) — Catechin* 6.3

* (+)  — Catechin was used as a positive  control . 
 (n=3) Conc. of tested sample; 50  ,Ltg/ml. 

Table 4. Inhibitory activities of hyaluronidase of 
       isolated compounds

Sample Inhibitory activity(%)

Compound 1 

Agrimoniin 

 Quercetin-3-0-D-glucuronide

33.9 

82.4 

48.1

(+) — Catechin* 77.9

* (+) — Catechin was used as a positive  control . 
 (n=3) Conc. of tested sample; 1  mg/ml.

3.細 胞 毒 性 、 メ ラ ニ ン 合 成 抑 制 活 性 、 細 胞 増 殖

活 性

細 胞 毒 性 試 験 を 行 っ た 結 果 、 イ チ ゴ 葉50%

エ タ ノ ー ル 抽 出 物 は3μg/ml、compoundlは

1.5μM、agrimoniinは12.5μM、quercetin-3-0-

D-glucuronideは1.5μM、 活 性 指 標 物 質 で あ る

α一arbutinはlmMで 細 胞 毒 性 を 考 慮 し た 最 大 濃

Table 1. Inhibitory activity of tyrosinase by each fraction from 50%  EtOH extract

Sample Inhibitory activity(%)

Crude exteact 50%  EtOH extract 81.1

 Liq-Liq Partition Aqueous fraction 

 EtOAc fraction

79.5 

47.8

HP-20 C.C. Aqueous fraction 

25%  Me0H fraction 

50%  Me0H fraction 

75%  Me0H fraction 

 Me0H fraction

20.1 

87.8 

75.5 

55.1 

18.2

 Conc. of tested sample; 5  mg/ml.  (n=3)

 —  52  —
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Table 5. Inhibitory activities of strawberry leaves 50%  EtOH extract

Sample  Conc. Inhibitory  activity  (%)

50%  EtOH extract 3.0  gg/m1 28.8

Compound 1 

Agrimoniin 

 Quercetin-3-0-D-glucuronide

 1.5,t/M 

 12.5  iiM 

 1.5,(2M

28.5 

89.1 

42.9

a -Arbutin * 1.0 mM 50.6

* a—Arbutin was used as a positive control . (n=3)

度であることが示された。そこで、メラニン合成

抑制試験ではそれぞれの検定試料をこれらの処理

量以下で検定 した。その結果、agrimoniinが 最 も

高いメラニン合成抑制活性を示 した(Table5)。

細胞増殖活性試験では50%エ タノール抽 出物

および単離 した化合物のすべてにおいて活性を示

さなかった。

4.α 一グルコシダーゼ阻害活性、脂質蓄積抑制

活性

イチゴ葉50%エ タノール抽 出物においてα一グ

ル コシダー ゼ阻害活性試験を行 った結果、処理

濃度1mg/mlで13.3%と 活性を示 さなかった。今

回、50%エ タノール抽出物が活性を示さなかった

ため単離 した化合物を用いたα一グルコシダーゼ

阻害活性試験は実施 しなかった。

イチ ゴ葉50%エ タノール抽出物において脂質

蓄積抑制活性試験を行 った結果、処理濃度25μg/

mlで3T3-L1前 駆脂肪細胞の継代数が6回 目の時

の試験では20.8%、7回 目では33.9%と 脂質蓄積抑

制活性を示 したが、8回 目以降では、全 く活性を

示さなかった。

5.ポ リフ ェノ ー ル 成 分 の 定 量 、 含 有 量

イ チ ゴ葉50%エ タ ノ ー ル 抽 出 物1g中 に203mg

の ポ リ フ ェ ノ ー ル が 含 有 さ れ て い る こ と が 認

め ら れ た 。 ま た、 単 離 し た 化 合 物 を 指 標 と し

た イ チ ゴ 葉 の 品 質 評 価 を 行 う 目 的 で 、HPLCに

よ る 定 量 を 行 っ た(Fig.5)。 そ の 結 果 、 イ チ ゴ

葉50%エ タ ノ ー ル 抽 出 物1g中 にcompound1は

21.9mg、agrimoniinは32.2mg、quercetin-3-0-

D-glucuronideは17.8mg含 ま れ て い た 。

Fig. 5. HPLC profile of strawberry leaves 50%  EtOH extract
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