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研究成果の概要（和文）：低比重リポタンパク（LDL）の酸化はアテローム性動脈硬化の引き金

の一つとして働くが、この過程に白血球型 12-リポキシゲナ−ゼが重要な役割を果たしているこ

とが知られている。本研究でグアバ葉抽出物がこの酵素を阻害すること、酵素過剰発現細胞に

よる LDL酸化を抑制すること、またマウスに経口投与すると動脈硬化が予防されることを証明

した。さらに、抽出物中の主な本酵素阻害成分としてケルセチンとエチルガレートを同定した。 

 
研究成果の概要（英文）：Oxidative modification of low density lipoprotein (LDL) is one of the 

critical steps for the development of atherosclerosis and leukocyte-type 12-lipoxygenase has 

been suggested to play an essential role in this process.  In this study, we demonstrated 

that guava leaf extracts inhibited not only the leukocyte-type 12-lipoxygenase activity but 

also LDL oxidation mediated by the enzyme-overexpressing J774A.1 cells.  Oral 

administration of guava leaf extracts to apo E-knockout mice significantly reduced the area 

of atherogenic lesions developed in the aorta and aortic sinus.  The major components 

inhibiting leukocyte-type 12-lipoxygenase contained in guava leaf extracts were identified 

as ethyl gallate and quercetin.   
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１．研究開始当初の背景 

  虚血性心疾患や脳血管障害など

の危険因子として重要な生活習慣病

の一つである動脈硬化症は、我が国に

おける食習慣の変化や高齢人口の増

加に伴って大きな社会問題になって

いる。しかしながら、その対策として

は高脂血症治療薬による予防や、原疾

患となる糖尿病や肥満などへの治療

が行われているのみで、動脈硬化の進

行自体を直接抑制する方法というの

は現在まで確立されていない。 
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  高脂血症の中でも低比重リポ蛋

白（LDL）の上昇は、動脈硬化発症の

重要な原因の一つであるが、LDL は、

酸化的な修飾を受けることにより、初

めて動脈硬化原性を持つようになる。

すなわち、酸化 LDL は血管内膜に存在

するマクロファージのスカベンジャ

ー受容体を介して無制限に取り込ま

れ泡沫細胞となり、粥状硬化巣形成の

引き金となるが、未酸化の LDLはスカ

ベンジャー受容体では認識されない。

したがって、LDL の酸化を抑制できれ

ば高 LDL血症による動脈硬化を抑制す

ることができると考えられる。 

  白血球型 12-リポキシゲナーゼ

(12-LOX)は、不飽和脂肪酸に分子状酸

素を添加して過酸化脂質を生成する

酵素である。この酵素は、動脈硬化巣

に多数集簇しているマクロファージ

に大量に発現しており、LDL 中のエス

テル型脂肪酸にも直接酸素を添加す

る性質がある。そこで申請者らは、こ

の酵素の過剰発現細胞を樹立し、これ

を利用してマクロファージに発現し

ている白血球型 12-LOX が LDL の酸化

的修飾に必須の酵素であることを明

らかにした。また「細胞外」の LDL が

「細胞内」の白血球型 12-LOX により

酸素添加を受けるための細胞表面の

受容体として、LDL 受容体関連蛋白

（LRP）を同定したが、その研究の中

で、白血球型 12-LOX の阻害により、

細胞外の LDLの酸化が非常に効率よく

抑制されることを発見した。実際、白

血球型 12-LOX のノックアウトマウス

では動脈硬化の進展が抑えられるこ

とが、アメリカの研究グループにより

報告されている。従って、12/15-LOX

の働きを抑制できれば高 LDL血症によ

る動脈硬化の発症を予防できること

は十分に期待される。 

  グアバ葉は各種ポリフェノールを

豊富に含み、これを加工したグアバ茶や

その抽出物は抗糖尿病効果、抗アレルギ

ー効果、美白効果、抗酸化作用などをも

つ健康食品として市場に出回っている。

申請者はこの中で、グアバ葉から抽出し

たポリフェノール画分が抗酸化作用を

持つことに着目し、脂肪酸への酸素添加

酵素の一つであり、炎症に重要な役割を

果たすシクロオキシゲナーゼを阻害す

ることを見出した。実際、このグアバ葉

由来ポリフェノール画分は、ラットへの

経口投与により抗炎症作用を有するこ

とも確認された。この画分の存在下で、

同じく脂肪酸への酸素添加酵素である

白血球型 12-LOX反応を行わせたところ、

シクロオキシゲナーゼに対するのと同

等以上の効率で反応が阻害されること

が見出された。 
 

２．研究の目的 

  グアバ茶に含まれるポリフェノール

の動脈硬化予防効果を証明するために、

本研究は次の３点を明らかにすることを

目的として行った。 

(1) 早期より動脈硬化を発症する apoEノ

ックアウトマウスにグアバポリフェ

ノールを投与して、動脈硬化の発症

がどの程度抑制されるかどうかを定

量的に明らかにする。 

(2) 白血球型 12-LOX過剰発現細胞をグア

バポリフェノールで処理し、細胞に

よる LDL の酸化が抑制されるかどう

かを明らかにする。 

(3) グアバポリフェノール中に含まれる

白血球型 12-LOX 阻害成分を同定し、

その含有量を明らかにする。 
 

３．研究の方法 

(1) 酵素活性測定方法 
グアバ葉より 50%エタノール抽出と疎水性

クロマトグラフィーにより得たポリフェノ
ールを 70%以上含む画分をグアバ葉抽出物と
して以下の実験に用いた。白血球型 12-LOX
過剰発現マウスマクロファージ由来 J774A.1
細胞の可溶性画分から硫安分画により調製
した部分精製酵素を、各種濃度のグアバ葉抽
出物あるいはそこから精製した成分の存在
下でアラキドン酸と 24℃で 5 分間反応させ、
生成物を逆相の HPLCで分析して酵素活性を
測定し、阻害剤非添加時の活性と比較した。 

 
(2)マウスにおける動脈硬化予防効果 
  apoE ノックアウトマウス（C57BL/6J）

は日本チャールズリバーより購入し、25℃で
12 時間の明暗サイクル下で、日本クレアより
購入した CE-2を給餌して飼育した。4週令の
雄のマウス 10匹を２群に分け、一方の群に
は 100mg/kg のグアバ葉抽出物を、もう一方
には水を 16 週間経口投与した後、ペントバ
ルビタール麻酔下で脱血死させ、大動脈起始
部から総腸骨動脈分枝部までの血管を単離
した。外膜の脂肪を完全に取り除いてから血
管の方向に開き、20%中性緩衝ホルマリン溶



 

 

液で固定した後、OilRed Oで染色した。取り
込んだ画像は Adobe Photoshop CS4で分析し、
染色部分の面積を動脈の面積全体で除した
値を、両群で比較した。また、大動脈起始部
の凍結切片を作成して同様に OilRed O で染
色し、染色部分の面積を両群で比較した。 
 

(3) 白血球型 12-LOX過剰発現細胞による LDL
酸化 
  白血球型 12-LOX 過剰発現マウスマク

ロファージ様 J774A.1 細胞を、50 μg/mlの
グアバ葉抽出物存在下で無血清の RPMI1640、
中で 2時間培養した後、健常人より調製した
LDLを 400μg/mlとなるよう加えて引き続き
12 時間培養した。培地より総脂質を抽出し、
アルカリ加水分解を行ったものを逆相の
HPLCで分析し、リノール酸酸化物のピーク面
積を、内部標準として添加した 15-ヒドロキ
シエイコサジエン酸の面積と比較すること
により酸化 LDL 量を定量した。 
 
(4)グアバ葉抽出物中の有効成分の分析 

グアバ葉抽出物を、逆相 HPLC により
30-100%メタノールリニアグラジエント溶媒
を用いて分画し、それぞれの画分の存在下で
12-LOX活性を測定した。強力な阻害活性を認
めた２つの画分より、逆相 HPLCを組み合わ
せて均一にまで阻害成分を精製した。一方は
ケルセチンであったが、もう一方は未同定で
あったため、高分解能マススペクトロメトリ
ーとプロトン NMRにより構造の推定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 白血球型 12-LOX 活性のグアバ葉抽出物
による阻害 
 動脈硬化原因酵素である白血球型 12-LOX
の部分精製酵素標品（比活性 167 nmol/5 
min/mg of protein）を各濃度のグアバ葉抽
出物の存在下でアラキドン酸と反応させ、生
成物を逆相の HPLC で分析したところ、生成
される 12-ヒドロキシ酸（12-HETE）および
15-ヒドロキシ酸の面積は量依存的に減少し、
IC50値は 20 μg/ml であった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)グアバ葉抽出物による細胞レベルでの酵
素阻害 
 白血球型 12-LOX 発現細胞あるいはコント
ロールの Mock 細胞を 400μg/ml の LDL 存在
下で 37 ℃で 12 時間インキュベーションし、
培養液中の生成物を還元後、アルカリ加水分
解し、逆相の HPLC で分析した。白血球型
12-LOX 過剰発現細胞より回収した培養液中
には、酸化 LDLに由来するヒドロキシオクタ
デカリノール酸（HODE）と溶出時間が一致す
るピークが観察された。内部標準との面積の
比較により生成物の量を計算したところ、
2.2±0.1 nmolHODE/12h/mg LDL (n = 3)であ
り、Mock細胞とのインキュベーションで生成
された 0.5±0.03 nmolHODE/12h/mg LDL (n = 
3)と比較して有意に多かった（p<0.01）（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

白血球型 12-LOX過剰発現細胞を 50μg/ml
のグアバ葉抽出物存在下で 2時間プレインキ
ュベーションを行った後、培地に 400μg/ml
の LDL を添加して 37℃で 12 時間インキュベ
ーションしたところ、酸化 LDL に由来する
HODE の生成量は 1.5±0.4 nmolHODE/12h/mg 
LDL (n = 3) となり、グアバ葉抽出物により
LDL の酸化が有意に抑制されることが示され
た（p<0.05）。これがグアバフェノンⅡによ
る白血球型 12-LOX の阻害によるのか、グア
バ葉抽出物に含まれるポリフェノールによ
る非特異的な抗酸化作用によるのか調べる
ために、ググアバ葉抽出物と細胞を 2時間プ
レインキュベーションした後、培地からグア
バ葉抽出物を除去してから LDLを添加し、12 
時間インキュベーションしたところ、酸化
LDL に由来する HODE の生成量は 1.1±0.3 
nmolHODE/12h/mg LDL (n = 3) と、依然とし
てグアバフェノンⅡ非存在下での細胞と比
べて有意に低く（p<0.01）、グアバ葉抽出物



 

 

による LDLの酸化抑制は酵素阻害による可能
性が示唆された（図 2）。 
 
(3)グアバ葉抽出物による動脈硬化の抑制 

白血球型 12-LOX を阻害する成分を含むグ
アバ葉抽出物が実際に動脈硬化を抑制する
かどうかを検討るために、4 週齢の雄の野生
型マウスおよび apoE ノックアウトマウスに
100 mg/kg 体重のグアバ葉抽出物または水を
週 5 日間で 16週間経口投与し、20 週齢で大
動脈起始部から両側総腸骨動脈分岐部まで
を摘出後、展開標本として脂質を Oil red O
で染色した。野生型マウスでは Oil red O に
よる染色部は全く観察されず、動脈硬化の進
行がみられないことが確認された。一方、
apoEノックアウトマウスの水投与群では Oil 
red O で染色された病変部が大動脈全体の面
積の 2.2±0.4 % (n = 5) を占めており、動
脈硬化の進行が観察された。グアバ葉抽出物
投与群では Oil red O で染色された病変部の
面積は大動脈全体の 1.1±0.3 % (n = 5) で
あり、水投与群と比較して有意に減少してい
た（p<0.01）（図 3）。同様の結果は、大動脈
起始部の切片を作成し、Oil red O 染色を行
った標本でも観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)グアバ葉抽出物中に含まれる有効成分の
単離と同定 
 グアバ葉抽出物を逆相 HPLC によりメタノ
ール 30 % から 100 % のリニアグラジエント
により分画し、2 ml ずつ分取した。それぞれ
の画分の存在下において、部分精製した白血
球型 12-LOX とアラキドン酸を反応させ、生
成物を逆相の HPLC で分析したところ、画分
12-14 分と 22-24 分でそれぞれ酵素活性が
99 %、90 % の阻害が観察された。これらの
画分を同じカラムを用いて再度アイソクラ
ティックで分析し、280 あるいは 365 nmの吸
光度を連続的に追跡することにより 12-14分
の画分からは 15.4 分、21.3 分、23.4 分、

22-24分の画分からは 27.5 分、29.7 分、31.5 
分の 3本ずつのピークが観察されたのでこれ
らを分取した。部分精製した白血球型 12-LOX
を分取したこれらのピークの存在下でアラ
キドン酸と反応させたところ、酵素活性は、
12-14 分の画分のピークで 14 %（15.4 分）、
11 %（21.3 分）、54 %（23.4 分）阻害され、
22-24 分の画分のピークで 22 %（27.5 分）、
15 %（29.7 分）、24 %（31.5 分）阻害され
た。22-24 分の画分のうち 31.5 分に溶出さ
れたピークはケルセチンの溶出時間と一致
し、スペクトルの極大吸収が 364.4 nm、254.5 
nm に見られケルセチンのスペクトルと一致
したことからケルセチンと同定した。4-6 分
と 12-14 分の画分はケルセチン-3-グルコシ
ドを含むいずれの既知の成分とも溶出時間
は一致しなかった。12-14 分の画分のうち
23.4 分に抽出されたピークはケルセチンよ
りも強い阻害効果を示しており、Photodiode 
Array により 214.3 nm と 272.3 nm に波長の
吸収極大がある物質であることが確認でき
た。この成分を大量に分取し、2 種類の条件
で逆相 HPLC により分析したところ、いずれ
の分析条件においても単一ピークであるこ
とが確認された。この化合物の吸収スペクト
ルを分析したところ、化合物の吸収極大は
272 nm であった。高分解能 ESI-MS を用いて
陰イオンモードで本成分を分析したところ、
イオンの分子量 197.04477、組成式は C9H9O5

と推測された。これが[M-H]-を観測したと考
え、本化合物の組成式は C9H10O5であると推測
した。1H-NMR 解析により、シグナルを帰属す
ると、本化合物はエチルガレートであること
が示唆され、標準品とコクロマトしたことか
ら、エチルガレートと同定した。本成分は白
血球型 12-LOXのほか血小板型 12-LOX、5-LOX
も濃度依存的に阻害し、その IC50はそれぞれ
0.25 μM、0.52 μM、5.7 μM であった。一
方、COX-1と COX-2 は阻害されなかった。 
 
 以上のように、本研究により食品であるグ
アバ葉抽出物に抗動脈硬化という新規の機
能性を見出し、有効成分として２種類の化合
物を同定した。今後は、本食品ならびにその
成分について、ヒトにおける有効性の検討を
進め、新規の抗動脈硬化性機能性食品として
の開発を進めていく予定である。 
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