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研究成果の概要（和文）：　リンゴ葉はリンゴの栽培過程で、果実の生育を促すために大量に摘み取られ、廃棄される
。そこで、葉の有効利用を考え、葉から成分を探索し、葉のメターノル抽出物から10種の成分を単離、同定した。得ら
れた成分のいくつかは ウシ副腎細胞からのコルチゾルやカテコールアミンなどのストレスホルモン分泌を強く抑制し
た。さらに葉のMeOH抽出物をマウスに投与しておくと、ストレスによって惹起される病態が抑制された。これらの結果
は通常は廃棄されてしまうリンゴ葉を有効利用できる可能性を示している。

研究成果の概要（英文）： Apple leaves are discarded in large quantities to facilitate the growth of apple 
fruits. In the study, to beneficially utilize the apple leaves, we tried to isolate some components from 
the leaves. Form the methanol (MeOH) extract of apple leaves, 10 kinds of components were successfully 
isolated and identified. Some of the components strongly inhibited catecholamine and/or cortisol 
secretion called stress hormones from bovine adrenal cells. Further, some disorders induced by stress 
were avoided in the mouse when the MeOH extract was pre-administered to mouse. Therefore, it is possible 
that apple leaves discarded in large amounts during the cultivation process of apple fruits are utilized 
as the resources of medicines.

研究分野：内分泌・神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 

 リンゴ（学名 Malus pumila Mill）はバ

ラ科（Rosaceae）に属し、現在 7500 種以上

が栽培され、生食用を中心に日本では年間

100 万トン前後生産されている。リンゴ栽培

過程において、果実品質と商品価値の向上を

目的として日当たりを良くし、リンゴの実を

大きく、皮をよく着色させるため、摘葉がお

こなわれる。しかし、この摘みとられた葉は

大量の廃棄物となる。 

 リンゴに特徴ある機能性成分の探索研究

については、リンゴの皮に抗がん作用を持つ

トリテルペノイドが存在すること（J. Agric. 

Food Chem., 55, 4366-4370, 2007）、皮や果

実に含まれる強力な抗酸化作用を持つポリ

フェノール類（エピカテキン、プロシアニジ

ン、アントシアニンなど）が肥満防止効果、

高血圧予防効果および皮膚老化抑制効果（第

10 回日本抗加齢医学会総会、2010）を示すこ

とが報告されている。このようにリンゴの機

能性成分研究は皮や果実に限られている。 

 そこで、これまで全く着手されていないリ

ンゴの“葉”を有効利用するため、当研究室

では、葉成分の機能性を追求している。その

結果、リンゴ葉から抽出した粗精製成分

（HP-20 カラムクロマトグラフィー溶出画分

（HP-20 カラム溶出画分）が「悪性腫瘍細胞

増殖抑制活性」、「カテコールアミン分泌阻害

活性」および「コルチゾル産生阻害活性」を

有することを in vitro 研究で見つけ、リン

ゴ葉に生物活性成分が含まれていることを

明らかにしている。 

 副腎の皮質から分泌されるコルチゾルと

髄質から分泌されるアドレナリンやノルア

ドレナリンなどのカテコールアミンは普段、

生体の恒常性維持に働いているが、ストレス

によって刺激を受けるとこれらホルモンは

大量に分泌され、ストレスに対抗する。この

ためカテコールアミンやコルチゾルはスト

レスホルモンとよばれる。しかし分泌が長期

化するとストレスホルモンは生体にダメー

ジを与え、様々な器官が疲弊し、機能低下を

きたして疾患を誘発する。記憶に深く関わる

脳海馬の萎縮、高血圧、心筋梗塞、脳卒中、

免疫低下による感染症、さらにガンの発生率

も高める。このためカテコールアミンとコル

チゾルの過剰分泌を緩和することは様々な

疾患の発症を予防することになる。 

 

２．研究の目的 

“１．の研究開始当初の背景”を踏まえ、リ

ンゴ葉から成分の探索と成分の in vivo と in 

vitro における生物活性の検証をおこない、

医薬品の候補（シード）化合物を見出し、創

薬基盤の確立をおこなう。 

 具体的には、 

（1）病態モデル動物を利用して、HP-20 カラ

ム溶出画分の疾患への治療効果を検証する。 

①ヒト 2型糖尿病モデルである KK/Ta マウス

での HP-20カラム溶出画分の治療効果や改善

効果を明らかにする。 

②ヒトと極めて類似した本態性高血圧症と

脳卒中の病態を呈する脳卒中易発症ラット

を用い、HP-20 カラム溶出画分の影響を調べ

る。 

③認知症病態モデルとしての老化促進モデ

ルマウスにおける HP-20カラム溶出画分の記

憶・学習障害に与える効果を行動薬理学手法

で観察する。 

④子宮ガン細胞を移植した坦ガンヌードマ

ウスを用い、HP-20 画分のガン増殖と転移、

寿命に対する効力を検証する。 

 以上の in vivo 研究を研究開始当初は行う

予定であったが、in vitro の研究において、

リンゴ葉にストレスホルモン分泌抑制活性

を示す成分が含まれていることがより一層

明らかになったので、ストレス誘発病態モデ

ルマウスに対する影響を検討することにし

た。さらにリンゴ葉成分の in vitro での抗

菌活性についても検証した。一方、このテー

マの研究中に①に関しては、リンゴ葉成分の



 

 

phrorizin が抗糖尿病作用を示すことが他の

研究者グループから報告された。 

（2）認められた生物活性を指標に有効成分

を精製し、構造を決定する。 

（3）構造決定された生物活性物質の薬理学

的解析をおこない、作用メカニズムを明らか

にする。 

 

３．研究の方法 

（1）リンゴ葉からの成分の分離と構造決定 

 リンゴ葉成分を MeOH で抽出し、抽出物を

HP-20 カラムクロマトグラフィーで 25%、50%、

70%MeOH そして EtOH を用い分画した。次に

HP-20 カラム 50%および 70%MeOH 溶出画分を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー並び

に逆相 ODSカラムクロマトグラフィーを繰り

返し、溶出溶媒を変えながら行うことによっ

て成分を単離した。単離した成分を質量分析

と NMR で解析し、化学構造を決定した。 

（2）ウシ副腎細胞からのカテコールアミン

とコルチゾルの分泌並びに定量 

 ウシ副腎髄質と皮質の切片を作り、コラゲ

ナーゼで処理し、それぞれの細胞を分離して

培養した。培養髄質細胞と皮質細胞をそれぞ

れリンゴ葉成分とアセチルコリン又は副腎

皮質刺激ホルモンで処置し、分泌されたスト

レスホルモンを蛍光定量した。 

（3）ストレス誘発病態モデル動物の作製と

ストレスに対するリンゴ葉成分の影響 

 マウスに拘束、低温を負荷し、ストレス病

態モデルを作成した。このマウスでは、胃潰

瘍の発生と血中アドレナリン並びにコルチ

コステロン値の増加が観察された。マウスに

あらかじめ HP-20 カラム 70%MeOH 溶出画分を

投与し、ストレスを負荷した。その後、胃潰

瘍の程度と血中アドレナリン並びにコルチ

コステロンを定量した。 

（4）Disk diffusion 法による抗菌効果の測

定 

 抗菌活性の測定には、グラム陽性菌として

黄色ブドウ球菌、メチシリン耐性黄色ブドウ

球菌（MRSA）、グラム陰性菌として大腸菌を

使用した。それぞれの菌株を培地に加え、シ

ャーレに分注した。培地が固まった後に、リ

ンゴ葉成分をペーパーディスクに染み込ま

せ、寒天培地上に静置した。16−20 時間培養

後に阻止円の直径の大きさから抗菌効果を

判定した。また測定用培地とリンゴ葉成分を

それぞれ混合した寒天培地を作成し、培地上

に抗生物質の ampicillin 、 cefalotin、

norfloxacin、tetracycline や gentamicin、

を含むディスクを静置した。16−20 時間培養

後に阻止円の大きさから抗菌活性を測定し、

併用効果を判定した。 

 

４．研究成果 

（1）リンゴ葉からの成分の分離と構造決定 

 リンゴ葉 MeOH 抽出物成分の HP-20 カラム

クロマトグラフィーをおこない、25%、50%、

70%MeOH、EtOH で成分を分画した。次に HP-20

カラム 70%MeOH 溶出画分を各種クロマトグラ

フィーで精製し、quercetin、kaempferin、

phlorizin および icariside C2 と C3 を分離 

して構造決定した（図 1）。icariside C2 や

C3 はリンゴ葉から初めて単離された。さらに

HP-20 カラム 50%MeOH 溶出画分から同じよう

に 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 い 、

trilobatin 、 sieboldin 、 aureusidin 

6-O--D-glucoside 、 roseoside お よ び

vomifoliol を単離、同定した（図 2）。 

図 1.リンゴ葉成分 



 

 

（2）ウシ副腎皮質と髄質細胞からのコルチ

ゾル分泌並びにカテコールアミン分泌に対

するリンゴ葉単離成分の影響 

 ウシ副腎皮質と髄質細胞からのコルチゾ

ル分泌並びにカテコールアミン分泌に対す

るリンゴ葉単離成分の影響を検討した。その

結果、 kaemferin のアグリコンである

kaempherol、phlorizin のアグリコンである

phloretin や icariside C3、そして sieboldin

や aureusidin 6-O--D-glucoside が 両ホル

モン分泌またはカテコールアミン分泌を強

く抑制した。このようにHP-20カラム70%MeOH

溶出画分の単離成分が特に in vitro で抗ス

トレスホルモン分泌を強く阻害することが

明らかとなった。さらにリンゴ葉単離成分の

作用点は髄質細胞においては、ニコチン性ア

セチルコリン受容体、皮質細胞においては、

コルチゾル産生におけるコレステロールか

らプレグネノロン生成過程であることも明

らかとなった。 

（3）ストレス誘発性病態モデルマウスに対

する HP-20 カラム 70%MeOH 溶出画分の影響 

 HP-20 カラム 70%MeOH 溶出画分の成分が in 

vitro でストレスホルモン分泌を強く抑制し

たので、ストレスによって誘発される病態に

70%MeOH 溶出画分が影響するか検討した。マ

ウスに寒冷拘束ストレスを負荷すると胃潰

瘍の発生と血中カテコールアミンとコルチ

コステロンレベルが上昇する。このストレス

病態モデルマウスにあらかじめ 70%MeOH 溶出

画分を投与しておくと、ストレスによって惹

起される胃潰瘍形成と血中カテコールアミ

ンとコルチコステロン上昇が抑制された。こ

れらの結果は 70%MeOH 溶出画分に抗ストレス

作用を有する成分が含まれていることを示

しており、ストレスによって誘発される疾病

の予防に有効であることを示唆している。さ

らに、通常は廃棄されてしまうリンゴ葉を有

効利用できる可能性も示している。 

（4）リンゴ葉成分の細菌増殖に対する効果 

 黄色ブドウ球菌と大腸菌の増殖に対する

リンゴ葉成分の phloretin、kaempferol 並び

に icariside C3 のアグリコン類似の化合物

である nerolidol の影響を検討した。用いら

れたすべての抗菌薬は黄色ブドウ球菌と大

腸菌の増殖に対して阻止円を形成した。しか

しリンゴ葉成分は細菌増殖に影響を与えな

かった。一方、全ての抗菌薬は nerolidol、

phloretin 並びに kaempferol との併用で、黄

色ブドウ球菌増殖に対する阻止円をさらに

拡大させた。またメチシリン耐性ブドウ球菌

（MRSA）の増殖に対して、norfloxacin、

tetracycline および gentamicin は阻止円を

形成し、抗菌活性を示した。これらの抗菌薬

は phloretin や kaempferol との併用で阻止

円をさらに拡大させた。しかし、nerolidol

との併用では、効果は認められなかった。こ

のことはリンゴ葉成分に抗菌薬の活性を高

める作用があることを示している。 
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