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Abstract 

Many plants have been used as crude drugs and herbal medicines. Essential oil extracted from some of the 
plants are used as raw materials for aromatherapy. Therefore, as a new extract solution, a solution of plants and 
trees containing 2-Ethyl-1-hexanol (2E1H) was prepared from a limited number of plants. As a bioactivity test 
of this solution, B16 cell tyrosinase activity inhibitory effect, B16 cell melanin production inhibitory effect and 
RBL-2H3 cell degranulation inhibitory effect (histamine inhibitory effect) investigated. As a result, when 
compared with the effects of commercially available products (arbutin and ascorbic acid), it was found that this 
solution was concentration-dependent, and it was clarified that it could be sufficiently used as a cosmetic 
material.  
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1. 緒 言 
最近，人口の急激な増加と過去に類を見ない自然界の破

壊による温暖化の影響とみられる地球上の気象異常が世

界のいたるところで季節を問わず頻繁に起きて，人的被害
1～4)を及ぼしている。これらの問題で，地球上の生物の減

少と環境が大きく変化し絶滅危惧種が増えている 5)。世界

の正常な気象を維持することに繋がっている一つに森林

の維持と保全が重要 6～8)となっている。森林の中での生態

系では様々な多年生の樹木に加え，季節に応じた植物が繁

殖し，さらには，動物や土壌中に生息している微生物がバ

ランスよく環境を維持 9,10)されていた。しかし，このよう

な生態系に悪影響を及ぼしている大気汚染，酸性雨，二酸

化炭素排出量の増加にともなう温暖化などによる自然環

境の変化にさらされている森林や植物によって、従来の環

境とは遅くなった自家浄化により徐々に回復されること

が期待される。私どもの生活の中で古くから森林に身を置

くことにより心身がリフレッシュされるなど健康改善の

維持などの効果が科学的にも解明されており，森林浴の大

事な健康法 11～14)となっている。そこに存在している化学

物質は揮発性成分から構成されており，さまざまな樹木や

植物の種類によって異なっている。その化学成分は植物体 

内で作り出されている二次代謝産物で C10～15 を有するテ

ルペノイドや芳香族化合物などが含まれており，その多く

は揮発性成分でありフィトンチッドと呼ばれている。この

フィトンチッドの効果・効能については，著者らを含め数

多くの人々により研究や用途開発が行われ報告 15～21)され

ている。その中でも，現在著者らが使用しているフィトン

チッド液(商品名:PT-150)についての機能に関しては，アン

チエイジングとしての抗酸化能(ラジカル消去，活性酸素

消去)の他に，永遠のテーマである皮膚のトラブルは表皮

基底層に存在するメラノサイトが紫外線により励起され

ることが知られていることから，天然物由来の化粧品配合

剤としての美白効果 (チロシナーゼ活性阻害率 ;L-
Tyrosine/L-DPOA)を検討 22～25)し，市販品のアスコルビン

酸やアルビチンよりも阻害活性発現 17)が大きいことを明

らかにしている。一方，草木類の精油中には揮発性微量成

分として，2-エチル-1-ヘキサノールが含まれていることが

報告 26～28)されている。また，竣工初期の建築物において

もシックハウス症候群の原因である合板(塗料，接着剤な

ど)から揮発するホルムアルデヒドなどの揮発性有機化合

物(VOCs)が明らかにされている以外に，目，鼻，喉などの 
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痛みにも関与し自覚症状を発現する化合物として，2-エチ

ル-1-ヘキサノール(以下，2E1H と略す)も確認 29～31)されて

いる。そこで今回，新たに草木類由来の抽出エキス中の精

油成分に 2E1H が含まれているか否かを検討すると同時

に，酵素チロシナーゼに対する評価方法として，B-16 細

胞チロシナーゼ活性阻害効果，B-16 細胞メラニン産生抑

制効果，および RBL-2H3 細胞脱顆粒抑制(ヒスタミン抑制)
を検討 25,32～34)したので，それらの結果について報告する。 
 
2. 実 験 
2.1. 試料の調製 

草木類は入手容易なスギ，ヒノキ，アスナロ，モミ，モ

ウソウチク，ユーカリ，カキ，クスノキ，ビワ，ヨモギ，

カキドウシ，トチュウ，ローズマリー，クマザサ，イチョ

ウ，ナンテン，およびゲットウの各部位から抽出した混合

油分を用いた。 
2.2. 草木類から抽出した油分の物性 

2.1)項の草木類から抽出した油分の物性について，以下

の物性を測定した。比重 1.001(シュプレンゲル・オストワ

ルドピクノメータを用いて測定 ( 2 3 ℃) ) ，屈折率

(nD)1.3358(IATC-1E，および BX-1 protable Brix Meter を用

いて測定(23℃))を有し，その粘度(C.P.)については BL 形粘

計(㈱東京計器産業事業部製)で測定し，BL ロータの回転

速度 30r.p.m.では 1.24 を，60r.p.m.では 1.60 を示した。ま

た，その溶液中の可溶性固形分の含量について Brix 測定

(%)(京都電子工業㈱製 RA-620)を行ったところ，0.42%の

値 を 示 し ， そ の 飽 和 水 蒸 気 圧 ( h P a ) を 測 定

(20℃→30℃→40℃→50℃)したところ，50→580→650→ 
750 の曲線を有する液体である。 
2.3. 草木類から抽出した油分の成分分析 

2-1)項で調製した草木類から抽出した油分をセプタム

付きのバイアル瓶に入れ，アルミブロック恒温槽（IWAKI
製，MG-2000 型）にて 30ºC で 10 分間加熱し，SPME ファ

イバー（CAR/PDMS，膜厚 85μm）に香気成分を吸着させ

た。ついで，GC-MS 注入口に SPME ファイバーを挿入し，

ファイバーに吸着させた香気成分を 250ºC で 10 分間加熱

脱着を行ない，GC-MS（GC：Alilent 7890B，MS：Aglient 
5977C）を用いて分析した。分析条件は Column：DB-WAX 
(J&W ， 0.25mm I.D. ×60m ， 膜 厚 0.25μm) ， Column 
temperature：40ºC(5min hold) → 5ºC/min → 220ºC (39 min 
hold)，イオン化電圧:70eV，検出器:EI，Injection temperature：
250ºC，Carrier gas：He で行なった。 
2.4. 生理活性試験  
2.4.1. B16 細胞チロシナーゼ活性阻害効果 

既報 35)に準じて，試験体をジメチルスルホキシドに溶

解させて 50mg/mL 試験液を調製した。さらに，試験液を

pH6.8 の緩衝溶液(水 196mL,0.2mol/L KH2PO4 溶液 100mL, 
0.2mol/L K2HPO4 溶液 96mL)に希釈し，検体濃度 2,000，
1,000，および 500µg/mL の試験液を調製した。ついで，マ

ウス B16 メラノーマ細胞(4A5[理化学研究所バイオリソー

スセンター製],以下「B1６-細胞」とする)を播種後，3 日間

培 養 [DMEM 培 地 ( 牛 胎 児 血 清 :10vol%,Penicillin-
Streptomycin:1vol%)]した。細胞溶解液で細胞を溶解させた

後，遠心分離(18,000 回，30 分間)し，上清を分取したもの

をチロシナーゼ溶液とした。96 ウェルプレートに L-ドー

パ[3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-L-alanine (富士フイルム和光純

薬製):終濃度 500µmol/L]を含む緩衝溶液を加え，さらに

2,000，1,000，および 500µg/mL)の各試験液を添加(検体の

終濃度は 500，250，および 125µg/mL)した。緩衝溶液のみ

を加えたものを未処置対照として同様の実験を行った。ま

た，L-ドーパを含まない緩衝溶液を添加した後，各試験溶

液を加えて同様な反応を行ったものをブランクとした。内

温 37℃で 10 分間反応後，チロシナーゼ溶液を加え，さら

に内温 37℃で 90 分間反応させた。測定方法はマイクロプ

レ ー ト リ ー ダ ー (Spectra Max M2e,Molecular Devices 
Corporation)用いてチロシナーゼと基質の反応により生じ

たドーパクロムの吸光度を 475nm にて測定し，以下の式

からチロシナーゼ活性を算出した。 

チロシナーゼ活性(%) = Sa－SBL/(CN-BL)の平均値×100 
CN:未処置対照の吸光度 
Sa:各試験液の吸光度 
SBL:ブランクの吸光度 
BL:ブランク(緩衝溶液のみ)の吸光度 

2.4.2. B16 細胞メラニン産生抑制効果 
既報 35)に準じて，試験液をジメチルスルホキシドに溶

解させ，50mg/mL 試験液を調製した。試験液を培地で希釈

して，α-MSH 未刺激条件では検体濃度 250，125，および

62.5µg/mL の試験液を調製し，α-MSH 刺激条件では検体濃

度 500，250，および 125µg/mL の試験溶液を調製した。つ

いで，2.4 の 1)項で使用した B16 細胞を 24 ウェルプレー

トに幡種し，1 日間培養後，α-MSH 未刺激条件では検体濃

度 250，125，および 62.5µg/mL(検体の終濃度は 62.5，31.3，
および 15.7µg/mL),α-MSH刺激条件では検体濃度 500，250，
および 125µg/mL の各試験溶液を添加(検体の終濃度は

125,62.5，および 31.3µg/mL)した。この際，α-MSH 刺激条

件では，α-MSH(㈱ペプチド研究所製)を終濃度 5µmol/L と

なるように添加した。培地のみを加えたものを未処置対照

として同様の実験を行った。3 日間培養後，倒立型位相差

顕微鏡にて観察，および撮影した。24 ウェルプレートの

培養上清を除去し，1mol/L水酸化ナトリウム溶液を加え，

内温 80℃で 1 時間加温し，B16 細胞を蓄積したメラニンを

抽出した。マイクロプレートリーダー (Spectra Max 
M2e,Molecular Devices Corporation)を用い，抽出したメラニ

ンの吸光度を 405nm にて測定し，以下の式からメラニン

産生率を算出した。 

メラニン産生率%)= Sa / CN × 100 
 Sa:各試験液の吸光度 

CN:未処置対照の吸光度の平均値(n=3) 
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2.4.3. RBL-2H3 細胞脱顆粒抑制効果 
既報 36,37)に準じて，検体をジメチルスルホキシドに溶解さ

せ，50mg/mL 試験液を調整した。試験液を pH6.8 の緩衝溶液

(水:196mL,0.2mol/L KH2PO4 溶液 100mL:0.2mol/L K2HPO4 溶

液 96mL)に希釈し，検体濃度 500，200，および 125µg/mL の

試験液を調製した。ついで，RBL-2H3 細胞(国立研究開発法

人 医薬基盤・健康・栄養研究所製)を 96 ウェルプレートに播

種後，一晩培養した。ついで，抗 DNP-IgE 抗体を含む培地を

添加し，内温 37℃で 2 時間反応後，細胞を pH7.3 の緩衝溶液

(NaCl:137mmol/L,KCl:2.7mmol/L,CaCl2:1.8mmol/L,MgCl2・

6H2O:1mmol/L,D-(+)-glucose:5.6mmol/L,HEPES Free acid: 
20mmol/L, Albumin bovine P-V:1g/L)で洗浄した。検体濃度 500，
250，および 125µg/mL の各試験液を添加し，内温 37℃で 10
分間反応後，DNP 標識ヒト血清アルブミンを加え，内温 37℃
で 3 時間反応させた (検体の終濃度は 250,125，および

62.5µg/mL)。緩衝溶液のみを加えたものを未処置対照として

同様の実験を行った。また，抗 DNP-IgE 抗体を含まない培地

を添加した後，緩衝溶液，および DNP 標識ヒト血清アルブ

ミンを順次加えて，同様に反応させたものを抗原未刺激対象

とした。細胞上清全量を空のウェルに分取した後，細胞に

Lysis buffer を添加し，室温で 10 分間静置して細胞溶解液を

得た。細胞上清，および細胞溶解液に基質溶液を加え，内温

37℃で 25 分間反応させた後，Glycine buffer を加えて反応を

停止した。また，細胞上清，および細胞溶解液に Glycine buffer
を加え，内温 37℃で 25 分間反応させた後，基質溶液を加え

たものをブランクとした。マイクロプレートリーダー

(Spectra Max M2e,Molecular Devices Corporation)用い，β-へキ

ソサミニダーゼと基質の反応により生じた p-ニトロフェノ

ールの吸光度(測定波長:405nm，対照波長:650nm)を測定し，

以下の式から脱顆粒率を算出した。 

放出率(%)= 
細胞上清側の吸光度* / 細胞上清側の吸光度* + 

細胞溶解液側の吸光度* 

*ブランクを引いた値 
脱顆粒率(%)= 試験液の放出率－抗原未刺激対照の

放出率/(未処置対照の放出率－抗原未刺激対照の放

出率)の平均×100 
 
3. 結果および考察 

さまざまな生理活性発現をする植物由来の素材は古来

より生薬や漢方として，多岐にわたり利用されてきた。そ

の植物には各部位が存在し活用方法が繰り返し行われ，現

在に至っている。得られた各部位の中に存在する成分を単

離することなく，古来の手法である生薬や漢方薬的な用い

方で，その相乗効果による遅効性であっても確実にその効

果が発現し，安全なものであることを期待する。その上で，

最近の地球環境を取り巻く CO2 排出量の増加にともなう

温暖化が異常気象の要因になっているとのことからも，

CO2 削減努力と草木の植物に対する役割を見直す必要が

ある。このような，日々の日常生活の中で人々の皮膚は太

陽光からの紫外線(波長の短い UV-A(315-400nm)，および

UV-B(280-315nm)は生物に対する害があり，UV-C(200-
280nm)は成層圏のオゾンや酸素により吸収される)を受け

ており，長年にわたって，その保護(とくに，UV-A，およ

び UV-B に対する)と対応にさまざまな化粧品美白効果が

ある配合剤への関心が高まっている。通常，L-Tyrosine と

L-Dopa，L-Dopa とドーパクロム間に存在する酵素チロシ

ナーゼが日焼けやシミの発症原因となるメラニン産生の

アミノ酸の一つであるチロシンによって活性化されメラ

ニンが産生される。そこで，酵素チロシナーゼの活性を阻

害することにより，シミ，およびそばかすの発現 38)が抑え

られるものと考えられている。そこで今回，まず調製した

草木類から抽出した油分(GC(%):2E1H;28.53,Terpinen-4-
ol;8.79,Eucalyptol;6.60,α-Cedrene;3.64,Cuparene;3.06,cis-
Thujopsene;2.41,(+)-2-Bornanone;2.16 などが主な成分)に対

する酵素チロシナーゼの活性阻害を検討した。その結果を

図-1，および表-1 に示す。B16 細胞に対するチロシナーゼ

活性阻害に対する草木類から抽出した油分の濃度調整

(500μL→250μL→125μL)を行い，濃度依存性があるか否か

について検討したところ，500μL濃度において活性阻害が

認められた。一般的な美白化粧品にはアルブチンなどは

5.0～7.5%配合されており，安全性を担保した効果を維持

した濃度配合であると考えられる。また，この濃度は

0.5mg/mL に相当しており，臨床効果などの報告 39)では

3%(3mg/mL)を用いた実験ではそのチロシナーゼ阻害効果

を検討している。本実験で用いた濃度はそれらの約 1/6 程

度であることを考えると，著者らが期待した L- Tyrosine，
もしくは L- DOPA で美白効果が発現していることを確認

することができ，皮膚のシミ，およびそばかすの発症に関

与している酵素チロシナーゼの活性を阻害していること

が示唆された。 つぎに，メラニン細胞刺激ホルモンはメ

ラノサイトの中に α -， β -，および γ - M S H など 
があり，下垂体中葉ホルモンとして下等脊椎動物に存在し 
ている。これらは紫外線により色素沈着作用を発現する 

α-メラノサイト刺激ホルモン 36～41)である。そこで本研究 

図－1  チロシナーゼ活性 
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では，すでに α-MSH が下垂体前葉機能の制御に関するこ

とが明らかにされている 36)ことから，著者らも α-MSH を

投与した結果について検討した。その結果，未刺激時にお

ける草木類から抽出した油分量を 62.5，125，および 240
㎍/mL に設定し，B16 細胞メラニン産生抑率(%)を求めた

ところ，その産生率(図-2，および表-2)は認められなかっ

た。しかし，草木類から抽出した油分に対して，

5μmol/L(8.3245x10⁻ 3g)の α- MSH を添加 (図-3，および表-
3)したところ，α-MSH の効果発現は草木類から抽出した

油分の添加量に依存することが認められた。すなわち，メ

ラニン産生の発現が認められる草木類から抽出した油分

の添加量を検討し，顕著な効果の差が認められた添加量に 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表-2 α-MSH 未刺激時におけるメラニン産生率 

 

 

 メラニン産生率 (％) 

n=1 n=2 n=3 平均値 標準偏差 

未処置対照 96.7 95.4 108.0 100 6.9 
検体 250μg/mL 97.3 85.4 98.5 94 7.2 
検体 125μg/mL 94.1 99.8 105.4 100 5.7 
検体 62.5μg/mL 113.0 111.7 108.0 111 2.6 

表-3 α-MSH 5μmol/L 刺激時におけるメラニン産生率 

 

 メラニン産生率 (％) 

n=1 n=2 n=3 平均値 標準偏差 

未処置対照 101.6 99.2 99.2 100 1.4 
検体 500μg/mL 45.8 43.8 43.4 44 1.3 
検体 250μg/mL 65.5 60.2 66.7 64 3.5 
検体 125μg/mL 88.8 83.5 79.1 84 4.9 

表-1 チロシナーゼ活性 
 

図－2  α-MSH 未刺激時におけるメラニン産生率 
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調整(125，250，および 500μg/mL)に対する α-MSH を

5μmol/L 添加し，メラニン産生率(%)を求めた。その効果は

草木類から抽出した油分の添加量に依存する傾向が高く，

250μg/L→500μg/L ではそのメラニン産生率は 64→44%に

低減し発症が抑制されている効果を確認することができ

た。また，その際の B16 細胞の様子を添加量ごとに顕微鏡

で観察したところ，α-MSH 未刺激時と 5μmol/L を添加し

た刺加量ごとに顕微鏡で観察したところ，α-MSH 未刺激

時と 5μmol/L を添加した刺激時の写真 1 を比較しても顕

著な差異が観察され，写真 2 に示したように草木類から抽

出した油分量が 500μg/mLではメラニン産生が抑制されて

いる様子がうかがえることから，草木類から抽出した油分

は B16 細胞内のメラニンの活性を抑制していることが示

唆された。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

最後に脱顆粒率(%)について検討した結果を図-4，および

表 4 に示す。その方法としては，ラット好塩基球性白血病

細胞 RBL-2H3(以下，RBL-2H3 細胞)を用いて，細胞表面に

結合した IgE 抗原により架橋され生成されるヒスタミン 
などが含まれる顆粒球中に β-ヘキソサミニダーゼが存在

することにより，基質である p-nitrophenyl-2-aceto- amido-
2-deoxy-β-D-glucopyranoside との反応により p-ニトロフェ

ノールが生成されることから，ヒスタミン抑制効果を評価

する方法 42～46)である。この p-ニトロフェノールを測定し，

脱顆粒率(図-4)を求めて草木類から抽出した油分のヒスタ

ミン抑制効果を検討した結果，草木類から抽出した油分の

添加量(125,250，および 500µg/mL)に依存する傾向が認め

られた。これらの実験から脱顆粒率(%)を求めたところ，

90 → 73 → 67%に減少する傾向となり添加量が増加する

と，その抑制効果が増強する傾向があることを明らかにす

ることができた。 

表-4 脱顆粒率 

 

 脱顆粒率 (％) 

n=1 n=2 n=3 n=4 平均値 標準偏差 

未処置対照 100.1 101.9 100.3 97.6 100 1.8 
検体 500μg/mL 63.9 64.8 69.8 68.6 67 2.9 
検体 250μg/mL 73.8 73.6 72.7 73.0 73 0.5 
検体 125μg/mL 91.5 90.3 89.7 88.8 90 1.1 

図－3  α-MSH 5μmol/L 刺激時におけるメラニン産生率 
 

図－4  脱顆粒率 
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未処置対象 
 

検体 250μg/mL 

 

 

写真-1  α-MSH 未刺激時における B16 細胞の

顕微鏡像

 今後，草木類から抽出した油分(主成分として，2E1H)の
基礎化粧品への配合濃度に対する皮膚感作(安全性)と抗

菌活性(品質保証)などの実証実験が必要であるが，天然物

由来成分に対する安全性などへの期待から，化粧品素材と

して実用化される可能性については，今後の課題になるも

のと思われる。
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