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Synopsis

 Haru-ukon (Curcuma aromatica) has been cultivated for healthy foods and traditional folk 

medicines for long years. Only rhizome of C. aromatica is using for these purposes, and the many 

aerial parts are disposed. As even high costly disposing process may also cause some environmental 

pollution, we focused on the using the leaves of C. aromatica as bio-resource of useful chemicals. In the 

first screening guided tyrosinase inhibitory activity, the alcoholic extract of the leaves of C. aromatica 

showed high anti-oxidizing and tyrosinase inhibitory activity. The extract was consisted from many 

amounts of terpenoids by GC-MS analysis. Two compounds have been isolated and identified as 

neocurdione and curcumenone by fractionation guided tyrosinase inhibitory and SOD activity. Both 

natural products showed same efficacy of biological activity as arbutin known as cosmetics skin-

whitening agent on the SOD and tyrosinase inhibitory assay. Though, the field of cosmetic or healthy 

food need new natural product, take advantage of waste bio-material is reasonable and lead to 

promoting of sustainable agriculture.
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緒 言

近年、有機系廃棄物の増加 とそれらの処理をめ

ぐっては環境や美観の側面か ら社会問題 となって

いる。春ウコン(Curcumaaromatica)の 根茎部

は、ガンや生活習慣病予防効能を持つ ことか ら機

能性食品 として古 くから利用されている1)。しか

し、地上部は乾燥後チップとして農地へ鍬込む以

外の利用はな く、その多 くが廃棄処分されている。

しかし、ウコン葉にはテルペノイ ドに由来すると

思われる特有の芳香があ り、その蓄積量 も多いこ

とから、 これらの有効利用が望まれる。 ウコンな

どのショウガ科植物には昆虫に対する殺虫忌避成

分の報告もあ り2,3)、多 くの機能性天然物が未だ未

利用なままである。本研究では、福岡県山門郡山

川町で生産 されている春ウコン葉部に含 まれる有

用成分の機能を検索することによって、これ らの

有機系廃棄物の有効利用についての知見を得るこ

とを目的とした。

含有成分の活性評価には、美白作用物質の評価

法であるチロシナーゼ阻害活性、活性酸素消去作

用 と共に抗微生物活性試験を実施 した。

材料および方法

和光 純 薬 株 式会 社 よ り購 入 した試 薬 を そ れ以 上

精製 せ ず に用 い た。有 効 成分 の 同定 には、NMR

JEOLEX270(270MHz),MSShimadzuGCMS

9100-mk、 分 光 光 度 計BeckmanCoultarDU640,

融 点 測定機Yanako微 量 融測定器を用いた。

1.春 ウコ ン葉部 か らの活性 成分 の抽 出な らびに単

離 ・同定

福 岡県 山 門郡 山川 町産 の春 ウコ ン乾 燥葉20kg

を エ タノー ル20Lに 浸 漬 し、得 られ た抽 出液 を減

圧濃縮 して抽出物(179.3g)を 得 た。得 られ たエ タ

ノー ル抽出物 は水 に溶解後、抽 出物 中の精油 成分

をヘ キサ ンで抽 出 した。得 られたヘ キサ ン相 は無

水 硫酸 ナ トリウム で脱 水後減 圧濃縮 しヘキ サ ン画

分(0.64g)を 得 た。一方 水画分 はロー タ リーエバ

ボ レー ター にて減圧 濃縮 し、水 画分(150.6g)を

得 た。 ヘキサ ン画分(0.49g)は 、 シ リカゲル(富

士シ リシア化学,BW-127ZH)カ ラ ムクロマ トグラ

フ ィー(ヘ キサ ン:酢 酸 エ チル=3:1)を 用 い て

分 画 し、3画 分(Fr.1:0.2g,Fr.2:0.04g,Fr.3:

o.12g)を 得 た(Fig.1)。 さ らに、Fr.3を シ リカ

ゲル カラム ク ロマ トグラフ ィー(ヘ キサ ン:酢 酸

エ チ ル=10:1)に よ り3画 分(Fr.4:24mg,Fr.

5:15mg,Fr.6:29mg)に 分 画 した。

本研究で用いた試薬類は特に記述しない限り
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1 Fractionation of ethanol extracts from C. aromatica leaves
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2.L-DOPへ を基質 と したチロシナーゼ阻害試験

チ ロ シ ナ ー ゼ(EC1.14.18.1)はL-tyrosineを

L-DOPAに 酸 化 す る と共にL-DOPAをDOPAキ ノ

ンに酸化 させ る生体酵 素 であ る。DOPAキ ノ ンは

シ ミや そばかす の原 因物 質で ある メラニ ンの原 因

物 質で ある こ とか ら、チ ロ シナーゼを 阻害す る こ

とで シミやそ ぼかすの生 成を 防 ぐこ とが可能 であ

る と考 え られる。

20%DMSO含 有 リ ン酸緩 衝 液(pH6.8)に 溶

解 した試 料(20ｵL)に0.01ML-DOPAを 含 む 基

質(100ｵL)に 懸 濁 した酵 素液(マ ッシ ュルー ム

由来 チ ロシナーゼ30U,SIGMA社 製,20ｵL)を よ

く混合 し、37QCの 恒 温槽 中で15分 間酵 素反応 させ

た。 そ の後、 反応 停 止液 と して0.1MHCI水 溶 液

(20ｵL)を 加 えた(S)。 同 時に基質 と試料 の代 わ り

に リン酸緩衝液 を用い たもの(S-Bl)、 試 料 の代わ

りに リン酸緩衝液 を用 いたもの(Bl)を 調 製 した。

酵 素反応後、 リン酸緩衝 液(pH6.8)を 測 定 ブラ

ン ク として475nmに お ける吸光 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。

阻害率(%)一

(式1)

Bl-(S-S・Bl)
x100

Bl

酸緩衝液(pH8.0)に 懸濁 した もの)0.1mLに 加

え37℃ の恒温槽中で28分 間反応させた後、速やか

に反応停止液(690mMド デシル硫酸ナ トリウム,

20mL)を 加えて5分 間撹拝した(S)。

同時に、試料の代わりに同体積の蒸留水を用い

たもの(Bl)、 酵素液の代わりにブランク液を用い

たもの(S-Bl)、 および試料溶液の代わ りに同体積

の蒸留水を用い、さらに酵素液の代わ りにブラン

ク液を用いたもの(Bl-Bl)を 調製した。

このようにして調製した試験溶液は、蒸留水を

測定ブランクとして560nmに おける吸光度から式

2に従って活性酸素阻害率(%)を 算出した。

活性酸素阻害率 一

(式2)

(Bl-Bl・Bl)一(S-S・Bl)x100

CBLBL・BZ)

4.抗 微生物活性試験

細菌、糸状菌、酵母の各種微生物に対する抗微

生物活性は、ペーパーディスク法ならびにマイク

ロプレー ト法を用いて実施 した7)。供試試料は各

成分 とも0.1M濃 度に調製 した。

結 果

3.活 性酸素抑制効果試験4-6)

先に述べたチロシナーゼは紫外線によって生 じ

た活性酸素を引き金 として、皮膚の基底層に存在

するメラノサイ トと呼ばれる細胞内で生産される。

つ ま り、チ ロシナーゼの阻害に加 えて、チ ロシ

ナーゼの活性上昇を引き起 こす活性酸素を効果的

に抑制することができれば、美白効果 も期待でき

ると考えられる。

活性酸素抑制効果はSODActivityDetectionKit

(和光純薬社製)を 用いて、標準操作法に従って測

定 した。

20%DMSO水 溶液 とした蒸留水に溶解させた試

料溶液10mLに 発色試薬(キ サンチン0.4mMと ニ

トロブルーテ トラゾリウム0.24mM含 有0.1Mリ

ン酸緩衝液(pH8.0))0.1mLを 加 え、1分 間撹拝

した。続いて酵素懸濁液(キ サンチンオキシダー

ゼ(Buttermilk由 来)0.049U!ml.を0.1Mリ ン

1.有 効 成 分 の 単 離 ・同 定

春 ウ コ ン ア ル コ ー ル 抽 出 物 の ヘ キ サ ン 可 溶

画 分 に つ い て シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ ー(ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チ ル=3:1)に よ る 分

画(Fr.1:0.2g,Fr.2:0.04g,Fr.3:0.12g)を 行 っ

た 結 果 、Fr.1か らCurcumenone(0.2g)、Fr.2か

らCurdione(30mg)を 得 た 。 さ ら に 、Fr.3を シ

リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー(ヘ キ サ ン:

酢 酸 エ チ ル=10:1)に よ り3画 分(Fr.4:24mg,

Fr.5:15mg,Fr.6:29mg)に 分 画 し た 結 果 、Fr.4

か らCurcumol(1.2mg)、Fr.5か らNeocurdione

(12mg)を 得 た 。(Fig.1,2)

2.チ ロシナーゼ阻害活性およびSOD活 性

単離 ・同定 した化合物についてチロシナーゼ阻

害活性試験およびSOD活 性試験を行った。

ここで、活性指標標準物質としてArbutin(4一
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hydroxyphenyl一 β一D-glucopyranoside)を 用 い

て活性比較 を行 った。 その結果 ほぼ 同等 の活性 が

み られた(Table1,2)。

3.抗 微 生物活性試験

ペー パー ディス ク法 な らびにマ イ クロプ レー ト

法の結果をTable3.に 示 した。

Curcumenone

Curcumol Neocurdione

Fig.2SesquiterpenesisolatedfromC.aromaticaleaves

Table1.InhibitoryactivityoftyrosinaseonisolatedcompoundsfromC.aromatics

Treatment

(ｵg/ml)

Inhibition(%)

Curcumenone Curdione Neocurdione Curcumol
*Arbutin

125

250

375

25.3

58.6

74.9

30.5

48.8

77.2

52.4

61.6

85.1

31.5

74.0

::

55.7

56.6

61.6

*Arbutinusedinthisenzymeassayaspositivecontrol N=3

Table2.SODactivityandinhibitoryactivityoftyrosinaseinC.aromatica

Sample
TyrosinaseInhibition(%)

Treatment:125ｵg/ml

SODactivity(%)

Treatment:40ｵg/ml

Ethanolextracts

Hexanefraction

Waterfraction

35.7

36.6

31.2

34.4

15.7

8.8

Fr.l

Fr.2

Fr.3

Fr.4

Fr.5

Fr.6

25.3

22.5

26.4

39.4

52.4

36.5

6.3

7.7

2.5

inactive

3.0

1.3
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Table3.AntimicrobialactivityofNeocurdioneandCurcumolisolatedfromC.aromaticaleaves

Testedmicro-organisms Neocurdione Curcumol

PaperDisk Microplate PaperDisk Microplate

Bacillussubtilis

Flavobactiriumlutescens

E8Cんericんiscoli

Micrococcusluteus

Pseudomonasaeruginosa

Aspergillusflauus

A.niger

/Lノ(脚nicus

A.oryzae

A.8(ガ αe

Fusariumsolani

F.oxysporum

Penicilliumislanadicum

Candidasake

C.diddensii

Saccaromycescerevisiae

十十十

十十

十十十

十

十

十

十十

十十

十十

十

十

十十十

十十

十十十

十十

十十

十

十

十十

十十

十十

十

十

十十十

十十

十十

十

十

十

十

十

十

十

十十十

十十

十十十

十十

十

十

十十

十

十

十

十 十 十:highlyactive,十 十:active,十:slightly,‐:inactive

4.春 ウ コン精油成分 と有効成分

得 られ た精油 成分 のGC分 析 の結 果、確 認 され

た成 分 は未 同 定 成分 を 含 め る と209成 分 に 及 ん

だ。 その うち含 有量が1%以 上 で質 量分 析のフラ グ

メ ン トデー タか ら同定 され た成分 は1,8-Cineole,

Linalool,a-Terpineol,Caryophylleneoxide,

Curdione,Germacrone,Neocurdione,Curcumol

な ど で、 ピー ク強 度 か ら推 測 さ れ る主 成 分 は、

NeocurdioneとCurcumolで あ った。

Curcumenone8)

白 色 針 状 結 晶m.p.ll8.5-ll9.5℃,CI-MSm!z235

[M-H]+1HNMR(CDC13)cS(ppm)0.45(1H,

dt,J=3.0,6.OHz,H-1),1.60(2H,m,H-2),2.53

(2H,d,J=3.OHz,H-3),0.67(1H,q,J=4.OHz,

H-5),2.82(2H,br.s,H-6),2.48(2H,q,J=7.5

Hz,H-9),1.80(3H,s,H-12),2.09(3H,s,H-13),

1.10(3H,s,H-14),2.12(3H,s,H-15);13CNMR

(CDCI3)b(ppm)18.9,19.9,23.3,23.3,24.0,27.9,

29.9,43.8,48.8,127.9,147.3,208.7,201.6

Curdione

白 色 針 状 結 晶m.p,61-62℃,EI-MSm!z236(M+,

8.0%);237(2.2%),180(100%),167(80.7%),140

(23.9%),109(79.5%),95(34.1%),82(37.5%),69

(96.6%),

Curcumol

白 色 針 状 結 品m.p.141-142℃,EI-MSm!z236(M+,

5.6%);237(1.1%),180(79.5%),167(59.1%),140

(19.3%),109(62.5%),95(25.0%),82(34.1%),69

(100%),

Neocurdione9)

無 色 結 品m.p.45-49℃,CI-MSm!z237[M-H]+,

1HNMR(CDC1
3)S(ppm)5.17(1H,br.d,J=8.0,

lO.OHz,H-1),2.08-2.14(2H,m,H-2),1.59(2H,

m,H-3),2.33(1H,m,H-4),2.35(1H,dd,J=2.0,

15.OHz,H-6),2.68(1H,dd,J=9.0,15.OHz,H-6),

2.84(1H,dt,J=2.0,9.OHz,H-7),2.94(1H,d,J=

11.OHz,H=9),3.05(1H,d,J=11.OHz,H-9),1.85

(1H,m,H-11),0.91(3H,d,J=6.5Hz,H-12),0.86

(3H,d,J=6.5Hz,H-13),0.96(3H,d,J=7Hz,

H-14),1.65(3H,s,H-15),13CNMR(CDCI3)δ

(ppm)16.3,18.3,19.6,20.9,26.1,29.7,33.8,43.9,

46.5,53.4,55.4,129.7,131.3,210.8,214.0

考 察

ウコンの精油の組成か ら考察すると、その多 く

はメバロン酸経路で生合成されるモノテルペンや
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セスキテルペンで構成されているとい うことが明

らかとなった。

また単離 した化合物には、顕著なSOD活 性がみ

られなか ったが、チロシナーゼ阻害活性について

は、現在化粧品添加剤 として広 く使用されている

Arbutinと 同等の活性がみられた。

抗微生物活性は細菌類で強 く認め られるが、糸

状菌や酵母では活性が低下 した。また、単離成分

の うちNeocurdioneに くらべCurcumolで は活性

が低下傾向にあった。またこれ ら単離精油成分は

ウコンの精油の活性 とほぼ同程度であることから

この両成分がウコン精油の抗微生物活性の本体で

あると考えられる。

MicrococcusluteusとPseudomonasaeruginosa

に関 して、Neocurdioneに おけるマイ クロプ レー

ト法での抗菌活性が高く、また、Escherichiacoli

に関 してCurcumolに おけるマイクロプレー ト法

での抗菌活性が高 くなっている。ペーパーディス

ク法における阻止帯の大 きさは、精油が拡散 し易

ければ大きく、拡散しにくければ小さくなるとい

うことか ら拡散 しに くい化合物であると考えられ

る。

以上のことから春ウコン葉部には、高い抗微生

物活性 とチロシナーゼ阻害活性がみ られ、さまざ

まな機能性があることが明らかとなった。
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