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研究成果の概要（和文）：LDLの酸化はアテローム性動脈硬化発症の引き金として働くが、この過程に12/15-リポキシ
ゲナーゼが重要な役割を果たしていることが報告されている。本酵素を阻害することができれば、動脈硬化の予防の可
能性が期待される。本研究では中国茶の中から新規の酵素阻害成分が見出される可能性のある青山緑水に焦点をあてて
、研究を進めた。本酵素の阻害活性を指標として逆相HPLCにより、抽出物に含まれる2種類の化合物を単離した。これ
らの化合物は、光照射によって相互に変換する新規のモノテルペン配糖体であることが、各種の分光化学的分析の解析
結果から明らかとなり、さらにその酵素阻害メカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Oxidative modification of LDL is one of the critical steps for the development of 
atherosclerosis.  Previous study demonstrated that 12/15-lipoxygenase highly expressed in macrophages is e
ssentially in the process of extracellular LDL oxidation. We evaluated the inhibitory effect of 12 Chinese
 teas on 12/15-lipoxygenase activity.  Tea catechins such as epigallocatechin gallate have been known to e
xhibit 12/15-lipoxygenase inhibition.  Qing Shan Lu Shui, which contains lower catechin levels than the ot
her tested teas, suppressed 12/15-lipoxygenase activity.  To identify component(s) that inhibited 12/15-li
poxygenase, we fractionated the extract by reverse-phase HPLC and found fractions containing a potent inhi
bitory activity. The components in the fractions were isolated and analyzed by electro spray-ionization ma
ss spectrometry, 1H-NMR and 13C-NMR.  The results suggested that these compounds were novel monoterpenoid 
glycosides.
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１．研究開始当初の背景 
 日本をはじめとする先進諸国では、高齢化
の進行とともに生活習慣病患者が急増して
いる。その中で、動脈硬化が原因で発症する
心疾患や脳血管疾患による死亡者数は非常
に多く、我が国では死因の第 2位と第 3位に
位置する。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
ことは非常に難しい。 
 動脈硬化発症の初期段階における重要な
危険因子の１つとして、血液中の低密度リポ
タンパク質（LDL）の上昇が知られるが、LDL
は酸化的な修飾を受け、酸化 LDLとなること
により、はじめて動脈硬化を引き起こす原因
となる。血管内膜に存在するマクロファージ
が、スカベンジャー受容体を介して酸化 LDL
を無制限に取り込み、泡沫細胞化し、粥状動
脈硬化巣形成の引き金となる。この LDLが酸
化修飾を受ける過程で 12/15-リポキシゲナー
ゼという酵素が重要な働きをすることが知
られている。12/15-リポキシゲナーゼは、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が、LDL中のエス
テル型脂肪酸にも直接酸素を添加すること
ができ、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いる。Cyrus ら
は動脈硬化を自然発症する「アポ Eノックア
ウトマウス」と「アポ Eと 12/15-リポキシゲ
ナーゼのダブルノックアウトマウス」との動
脈硬化病変を比較し、本酵素の欠損により動
脈硬化の進行が抑えられることを明らかに
し て い る （ J. Clin. Invest., 1999, 103, 
1597-1604.）。したがって、12/15-リポキシゲ
ナーゼの働きを制御することができれば、
LDLの酸化が抑制され、動脈硬化の発症を予
防できることが期待される。 
 私たちはこれまでの研究で、グァバ葉抽出
物が（i）12/15-リポキシゲナーゼを阻害する
こと、（ii）本酵素を過剰発現させたマウスマ
クロファージ様細胞による LDL 酸化を抑制
すること、（iii）動脈硬化を自然発症するアポ
E ノックアウトマウスの動脈硬化を有意に抑
制することを明らかにしてきた（Food Chem., 
2012, 131, 1069-1075.）。グァバ葉抽出物など
の食品の摂取は、12/15-リポキシゲナーゼの
阻害を介して、動脈硬化発症の予防に貢献で
きることが科学的に明らかになりつつある。 
 私たちは、グァバ葉抽出物よりも効果的に
12/15-リポキシゲナーゼを制御できる食品の
検討を進める過程で、中国茶の可能性に興味
を持った。茶カテキンについては、Yamamoto
らにより 12/15-リポキシゲナーゼを含めた各
種リポキシゲナーゼに対する阻害効果が報
告 さ れ て い る （ Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 2005, 338, 122-127.）。 
 
 
２．研究の目的 

 本研究では、動脈硬化発症の直接的な原因
となる酸化LDLの生成に関わる12/15-リポキ
シゲナーゼの働きを制御できる食品由来の
活性成分を中国茶を材料に探索し、同定する。
今回は、「茶カテキンをほとんど含まない中
国茶」に焦点を当てて研究を進める。酵素阻
害効果が認められた中国茶葉の抽出物、ある
いはそれに含まれる活性成分の動脈硬化予
防作用とその作用機構の解明を目指す。さら
に、その活性成分をリード化合物として構造
的に類似した化合物を検索し、それらについ
ても 12/15-リポキシゲナーゼに対する影響を
検討し、化学構造と阻害効果の関係を明らか
にすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）中国茶抽出物の調製 
 12種類の中国茶葉 1 gに、50%エタノール
を 20 ml加えて一定時間振とう抽出を行った。
各抽出液を濃縮乾固し、10 mg/mlの 50%エタ
ノール抽出溶液を作製した。 
 
（２）酵素活性測定 
 12/15-リポキシゲナーゼは、12/15-リポキシ
ゲナーゼ発現マウスマクロファージ由来
J774A.1 細胞のサイトゾルから硫安分画によ
り部分精製酵素を得た。同様の方法により、
血小板型 12-リポキシゲナーゼはヒト血小板、
5-リポキシゲナーゼはラット好塩基球由来
RBL 細胞から各酵素源を得た。12/15-リポキ
シゲナーゼ反応は、種々の濃度の 50%エタノ
ール抽出溶液などの存在下で、アラキドン酸
と30℃で5分間反応させることにより行った。
血小板型 12-リポキシゲナーゼは 37℃で 30
分間、5-リポキシゲナーゼは 24℃で 5分間反
応させた。これらの反応生成物はグルタチオ
ンペルオキシダーゼで還元後、逆相 HPLCに
て分析し、反応生成物の量から酵素活性を測
定した。 
 シクロオキシゲナーゼ-1 およびシクロオ
キシゲナーゼ-2は、これらの酵素を発現させ
たヒト大腸癌細胞 COLO320DM の膜画分を
可溶化させることにより、可溶化酵素を調製
した。シクロオキシゲナーゼ反応は、種々の
濃度の 50%エタノール抽出溶液などの存在
下で、アラキドン酸と 24℃で 5分間反応させ
ることにより行った。これらの反応生成物は
逆相 HPLCにて分析し、反応生成物の量から
酵素活性を測定した。 
 
（３）活性成分の分画 
 50%エタノール抽出物をメタノール 30%か
ら 100%のリニアグラジエントを用いた逆相
HPLCにて 2分間ごとに 30画分分画した。ま
た、これらの中から阻害が確認された画分を
再度 47%メタノールを用いた逆相HPLCにて
分析し、確認できた各ピークを分取した。 
 
４．研究成果 
（１）12/15-リポキシゲナーゼを阻害する中



国茶の探索 
 12 種類の中国茶葉の 50％エタノール抽出
液存在下で 12/15-リポキシゲナーゼ活性を測
定したところ、ほとんどの中国茶の 50％抽出
液が 12/15-リポキシゲナーゼを阻害したが、
その 50%阻害濃度 IC50は 2 µg/ml から 100 
µg/ml以上と広範囲に渡っていた。そこで IC50 
が 20 μg/ml以下であった茶の中で 12/15-リポ
キシゲナーゼを阻害する活性成分であるこ
とが既に知られているカテキンの含有量が
最も少ない青山緑水に着目して、12/15-リポ
キシゲナーゼを阻害する新規の活性成分の
発見に向けて実験を進めた。この青山緑水の
50％エタノール抽出物の 12/15-リポキシゲナ
ーゼに対する IC50は 19.3 μg/mlであった。 
 
（２）12/15-リポキシゲナーゼを阻害する活
性成分の探索 
 青山緑水の 50％エタノール抽出物を 30%
から 100 %メタノールのリニアグラジエント
の溶媒を用いた逆相 HPLCで分画し、2 mlず
つ分取した。各画分存在下で、12/15-リポキ
シゲナーゼと反応させたところ、24-26 分の
溶出画分で比較的強い阻害が確認された。 
 12/15-リポキシゲナーゼ酵素活性阻害のあ
った 24-26 分の溶出画分をメタノール：水：
酢酸＝47：53：0.01を用いた逆相 HPLCで分
析し、各ピークを分取し。確認されたピーク
の存在下で 12/15-リポキシゲナーゼと反応さ
せたところ、31 分（ピーク 1）、33 分（ピー
ク 2）、36分（ピーク 3）に溶出するピークが
12/15-リポキシゲナーゼを阻害することが確
認された。これら阻害が見られたピークは
12/15-リポキシゲナーゼを阻害する成分とし
て既に知られているカテキン類とは吸収極
大および溶出時間が異なることから青山緑
水には 12/15-リポキシゲナーゼを阻害する活
性成分として示唆されていた既知成分以外
にも本酵素を阻害する成分が含まれている
ことが示唆された。これらピークの 12/15-リ
ポキシゲナーゼ阻害の IC50 はそれぞれ 1.1 
µg/ml、2.7 µg/ml、3.3 µg/mlであった。 
 
（３）活性成分の構造解析 
 本酵素を阻害するピークに含まれる化合
物について、各種 2次元 NMRおよび高分解
能エレクトロスプレーイオン化質量分析を
行った。その結果、ピーク 1に含まれる化合
物 は
(2E,5E)-7-hydroperoxy-3,7-dimethyl-2,5-octadie
nyl-O-(α-L-rhamnopyranosyl)-(1’’→3’)-(4’’’-O-t
rans-p-coumaroyl)-β-D-glucopyranoside であり、
ピ ー ク 3 に 含 ま れ る 化 合 物 は
(2E,5E)-7-hydroperoxy-3,7-dimethyl-2,5-octa-di
enyl-O-(α-L-rhamnopyranosyl)-(1’’→3’)-(4’’’-O-
cis-p-coumaroyl)-β-D-glucopyranosideであった。
両化合物は光照射により相互に変換する新
規のモノテルペン配糖体であり、それぞれリ
グロシド Aおよびリグロシド Bと命名した。
また、ピーク 2には複数の化合物が含まれて

おり、今後これらの化合物についても構造解
析を進める予定である。 

 
（４）酵素阻害特異性 
 12/15-リポキシゲナーゼを阻害する新規成
分であるリグロシド A について酵素の阻害
特異性を検討したところ、シクロオキシゲナ
ーゼ-1ならびにシクロオキシゲナーゼ-2を濃
度依存的に阻害し、その IC50はそれぞれ 16.8 
μg/ml、10.8 µg/mlであった。一方、血小板型
12-リポキシゲナーゼおよび 5-リポキシゲナ
ーゼはほとんど阻害しなかった。 
 
（５）酵素阻害メカニズムの解析 
 リグロシド A は構造内にヒドロペルオキ
シ基を持つが、これを還元した化合物は、
12/15-リポキシゲナーゼ活性の阻害効果は認
められなかった。また、青山緑水中に含まれ
ているモノテルペン部分にヒドロペルオキ
シ基もヒドロキシ基も持たないクーディン
ゴシド A（モノテルペン部分以外はリグロシ
ド A と同じ構造をもつ化合物）もまた、
12/15-リポキシゲナーゼ活性を阻害しなかっ
た。このことから、リグロシド A が持つヒ
ドロペルオキシ基が 12/15-リポキシゲナーゼ
の阻害に強く関与している可能性が示唆さ
れ、リグロシドによる本酵素の阻害メカニズ
ムの一端を明らかにすることができた。 
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