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甜 茶(rubus suavissimus)熱 水 抽 出 エ キ ス の

抗 ア レル ギ ー 作 用

石 倉 義 之 ・諏訪 芳 秀*1),岡 田 力*2),河 野 茂勝*3)

Anti-allergic effects of rubus suavissimus extract

Rubus suavissimus is a kind of the plants in Rosaceae, the leaves of which have 

been brewed and drunk as a usual drink in China. It has been experientially known 

that the tea is effective for sore throat and laryngitis.

In the present experiments, we investigated the influence of the Rubus suavissimus 

extracts on experimental allergy. As the results, the extracts showed the suppressive 

effects on cyclooxygenase activity and anaphylactically induced histamine release 

from rats peritoneal mast cells, in vitro. In addition to these, oral administration of 

the extracts significantly inhibited either skin reaction induced by compound 48/80 

or passive cutaneous anaphylaxis in the rat.

These results suggest that the rubus suavissimus extracts are therapeutically 

effective for inflammatory and allergic diseases.
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甜茶(rubus suavissimus)は,中 国ではその甘味

とさまざまな効能からお茶の一種 として親 しまれ

ている.本 植物は,中 国本草図録には “熱 を清め

肺を潤 し,痰 を除 き咳を止める” とあり,ま た,

高甘味成分を含有 していることか ら “糖尿病に用

いるとよい”などの記述がある1).さ らに経験上か

ら,咽 頭喉の炎症 に効果があることも知 られてい

る.近 年,甜 茶の甘味成分についての報告はみら

れる2,3)が,甜茶の薬理作用に関する報告はほとん

どない.

前回,筆 者 らは甜茶の熱水抽出エキスの抗炎症

作用について報告 した4)が,さ らに今回,こ の甜茶

の熱水抽出エキスを用いて,シ クロオキシナーゼ

に対 す る作用,な らびにin vitroお よびin vivo

抗 ア レル ギー作 用 について検 討 し,以 下 の成績 を

得 た.

材 料

(1)実 験動 物

Wistar系 お よびSD系 雄 性 ラ ッ ト(SPF,日 本

チ ャール ス リバ ー)は 恒 温恒 湿 飼 育 室(温 度23.5

±2.0℃,湿 度55±5%)で1週 間 予備飼育 したの

ち,試 験 に供 した.

(2)試 薬

甜 茶熱水抽 出エ キス(以 下,SUAM-24002)は,

甜 茶25kgに 熱 水250lを 加 えて,90～95℃,1

時 間加 熱処理 したエ キス をス プ レイ ドライ して,

エ キス粉末約7kgを 得 た.本 エ キス粉末 は使 用時

精製 水 もし くは生理食塩 水 に所要濃 度 とな るよう

溶解 した.ま た,陽 性対照 としてaspirin (Sigma

 Chem.), disodium cromoglycate (BiomolRes.

 Lab.)お よびketotifen fumarate (Sigma Chem.)

を用 い た.そ の他 の試薬 は特級 もし くはそれ に準
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ず る もの を用 いた.

(3)抗 原 お よび抗血清

抗原 は,Tada & Okumura5)な らびに幅 お よび

浜 岡6)の 方 法 に準 じて ブ タ 回虫抽 出物 にdinitro-

phenyl基 を結合 させて作製 したdinitrophenylat-

edascaris suum extract(DNP-As)と し,抗 血清

は,Tada & Okumura5)の 方 法 に準 じてDNP-As

お よ び百 日咳死菌 アジ ュバ ン ドを用 いてラ ッ トを

免疫 す る ことによ り得 た.な お,本 法 に よ り得 ら

れた抗血 清 の力価 を48時 間受 動 的感 作皮 膚 ア ナ

フ ィラキ シー(48hrPCA)に よ り測 定 す る と1:

800で あ った.

方 法

(1)シ ク ロオ キシゲナー ゼ活性

シクロオキ シゲ ナーゼ活性 を以下 の方法 に よ り

測定 した.す なわ ち,Sankawaら の 方法7)に 従 い,

過 酸 化水素微量 測定装置 の反応 セル中 に10mMl

-トリプ トフ ァンを含 む0.2Mト リス毒酸緩衝 液

(pH8.0)3.84mlお よ び 本緩衝液 の20mg/mlの

ヒツ ジ精嚢腺 ミクロゾーム(フ ナ コシ薬 品)懸 濁 液

30μ1な らび に40μMヘ モ グロ ビン溶液25μ1を

加 えて,37℃,5minプ レ イ ンキ ュベ ーシ ョン後,

10mMア ラ キ ドン酸溶液10μlを 加 えて,さ らに

3minイ ン キ ュベー シ ョンした.シ クロオ キ シゲ

ナーゼ活性 はア ラキ ドン酸添加後 の酸 素吸収速 度

を測定 す る ことによ り行 い,次 式 によ り算 出 した.

シクロオキシゲナーゼ活性=酸 素吸収速度 ×1/2

な お,被 検薬 は,ミ ク ロゾー ム懸濁 液 の添加 と

同時 とし,酸 素 吸収速度 よ りシクロオキ シゲナー

ゼ活性 の阻害率 として表 示 した.

(2)ラ ッ ト腹 腔肥満細胞 か らの ヒス タ ミン遊

離

Sullivanら の方法8)に 準 じて ラ ッ ト腹腔 よ り分

離精製肥 満細胞 を得た.す なわち,8週 齢,Wistar

系 雄 性 ラ ッ トを断頭 によ り放 血致死 させた あ と,

腹 腔 内 にCa2+ free mast cell medium (MCM)20

m1を 注 入 して腹 部 を軽 くマ ッサ ージ後,腹 腔細胞

を含 む腹 腔液 を採 取 した.4.C,50×g,7min遠 心

後,ペ レッ トにMCM5mlを 加 えて懸濁 し,比

重1.07の31.5%ウ シ 血 清 アル ブ ミン溶 液2ml

に重 層 した のち,4℃,300×g,10min遠 心 した.

上 層 お よび上層 と下層 の境界 面 を吸 引除去 したの

ち,下 層 にMCM4mlを 添 加 して4℃,50×9,7

min遠 心 した .同 様 の操作 をさ らに1回 繰 り返 し

て得 られたペ レッ ト(精 製肥 満細 胞)にMCMを

添 加 して,1×105肥 満 細 胞/mlと な るように浮遊

させ た.

つ つい て,本 細胞 か らのcompound 48/80に よ

る反応 誘 起 を以 下 の ご と く行 った.細 胞 浮遊 液

500μl/tube に250mM CaCl2,4μlを 加 えて

37℃ で プ レ イ ン キ ュベ ーシ ョン 後,100μg/ml

 compound 48/80 (Sigma Chem.)5μlを 加 えて,

さ らに,10minイ ン キュベ ー シ ョンす るこ とに よ

り反応 を誘 起 させ た.反 応 の停 止 は氷冷 す る こと

によ り行 い,4℃,3,000×g,3min遠 心 して得 られ

た上清400μ1を 採取 し,上 清 中 に遊離 した ヒスタ

ミンをItohら の 方法9)に 準 じてHPLCを 用 いて

定量 した.な お,ヒ ス タ ミン遊 離 に及 ぼす影響 に

つ いての検 討で は,薬 物 はcompound48/80に よ

る反応誘起10min前 よ りの処 置 とし,添 加量 は

5μl/tubeと した.

(3)皮 膚 血管透 過性亢進

ヒスタ ミンお よびcompound 48/80に よ る皮 内

反応 を以 下の ご と く誘 起 した.5週 齢,SD系 雄 性

ラッ トの背部 を剃毛 して1夜 絶食 後,ネ ンブター

ル麻 酔下 に1%エ バ ンス ブル ー生理食塩水 溶液 の

0.5ml/100gを 尾 静脈 内 に投与 した.つ づい て1

mg/mlヒ ス タ きンお よび100μg/mlcompound

 48/80を 背 部皮 内の それぞれ1カ 所 に0.1ml/site

ず つ 投与 した.

反 応誘起30min後,断 頭 に よ り放血致死 させ て

皮 膚 を剥離 し,直 径20mmの 皮 革打 ち抜 き用パ

ンチ を用 いて反応 の指標 とした,エ バ ンスブルー

の漏 出色素部 位 の皮膚 を打 ち抜 いた.

この皮膚 片 をKatayamaら の 方法10)に従 い,

1NKOH水 溶 液1mlに 浸 漬 して37℃,1昼 夜

処 置後,抽 出溶 媒[0.6NH3PO4:ア セ トン(5:

13)]9mlを 加 えて攪拌後,室 温2,700×g,15min

遠 心 して得 られた上清 の620nmに お ける吸光 度

を測 定 し,漏 出色素 を算出 した.な お,被 検薬 は

0.25%カ ル ボキ シメチルセル ロースナ トリウム水

溶液 に懸濁 し,体 重100g当 た り1m1を ヒス タ

ミン もしくはcompound 48/80に よ る反応誘起1

hrま え に経 口投与 す るか,こ れ らの起炎剤(2mg/

mlヒ ス タ ミンまた は200μg/mlcompound 48/
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表1  50% inhibitory concentrations(IC50)for 
SUAM-24002 and related compounds 
against cycloxygenase acivity

80)と 当 量混和 して皮 内に投与 した.

(4)48hr受 動 的感 作皮膚 アナ フィラキ シー

(48hrPCA)

前 項(3)と 同 様 にあ らか じめ剃 毛 した5週 齢,

Wistar系 雄 性 ラッ トの背部皮 内 の左右 それ ぞれ

2カ 所 に400お よ び800倍 に 希 釈 した抗 血 清 の

0.1ml/siteを 投 与す る ことによ り,受 動的感作 を

行 った.感 作48時 間後,300μgDNP-Asお よび

1%エ バ ンス ブル ーを含 む生 理 食塩 水 溶 液0.5

ml/100gを 尾 静 脈 内 に投与 して反 応 を惹起 させ

た.

抗 原投 与30分 後 に動物 を断 頭 に よ り放血 致 死

させ,皮 膚 を剥離 して,(3)皮 膚 血 管透過性 の項

と同様 の処理 を行 い,反 応の指標 とした漏 出色 素

量 を定量 した.な お,被 検薬 は0.25%カ ル ボキ シ

メチル セルロース ナ トリウム水溶液 に懸濁 し,体

重100g当 た り1mlを,抗 原 による反応誘 起1

hrま え に経 口投与 した.

(5)有 意 差 検定

得 られ た実験 結果 をStudent's t検 定 に より解

析 し,危 険率0.05未 満 を有意 とした.

結 果

(1)シ ク ロオ キシゲナーゼ阻害 作用

表1は 甜茶 熱水抽 出エキス(SUAM-24002),甜

茶 中の甘味成分rubusoside(サ ン トリー株 式会 社

ヘ ル ス ケ ア事 業 開 発部 で甜 茶 よ り抽 出)お よび

aspirinの シ ク ロ オ キ シゲ ナー ゼ活 性 に対 す る

50%阻 害 濃度(IC50)に つ い ての成績 を示す.

SUAM-24002は,シ ク ロオキ シゲ ナーゼ活性

を抑制 したが,そ のIC50値 は,170μg/mlと 陽性

対照 として用 いたaspirinの15μg/mlに は及 ば

なか った.

一 方
,rubusosideは500μg/mlで も シクロオ

キシゲナ ーゼ阻害作用 はみ られ なか った.

表2  50% inhibitory concentrations(IC50) for 
SUAM-24002 and disodium cromo-
glycate against compound 48/80 induced 
histamine release from isolated rat per-
itoneal mast cells

図1  Effect of SUAM-24002 and ketotif en on 

the skin reaction induced by 10ƒÊg/site 

compound 48/80 in rats

Drugs were p.o. administered 60 min before 
compound 48/80 provocation. Each column 
represents the mean±SE of 7 animals.
**and *** : significant difference from the com 

trol at P<0.01, and 0.001, respectively.

(2)ラ ッ ト腹腔肥 満細胞 か らの ヒスタ ミン遊

離抑制作 用

ラ ッ ト腹腔 肥満細胞 か らのcompound48/80に

よ る ヒスタ ミン遊離 に及 ぼすSUAM-24002お よ

びdisodium cromoglycateの 影 響 についての成

績 は表2に 示 す ご とくで あ る.SUAM-24002の

ヒス タ ミン遊 離 に対 す るIC50値 は,220μg/mlで

あ り,陽 性対 照 として用 いたdisodium cromo-

glycateと 同値 を示 した.

(3)血 管 透過性 亢進抑制作 用

(1)経 口投 与 にっいての成績

compound48/80お よび ヒスタ ミンに よる血管

透 過 性 亢 進 に 及 ぼ すSUAM-24002お よ び

ketotifenの 反 応誘起1hrま え の経 口投与 による

影 響 についての成績 はそれ ぞれ図1お よび2に 示

す ご とくであ る. compound48/80に よ る血 管透
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図2 Effect of SUAM-24002 and ketotifen on 

the skin reaction induced by 100ƒÊg/site 

histamine in rats

 Drugs were p. o. administered 60 min before his-

tamine provocation. Each column represents the 

mean•}SE of 7 animals. ** : significant differ-

ence from the control at P<0.01.

図3  Effect of SUAM-24002 and ketotifen on 

the skin reaction induced by 10ƒÊg/site 

compound 48/80 in rats 

Drugs were i. d. administered concomitantly with 

compound 48/80. Each column represents the 

mean•}SE of 5 animals. * * * : significant differ-

ence from the control at P<0.001.

過性 亢進 はSUAM-24002の100～1,000mg/kg

の 投 与 によ り用量 依存性 はみ られ なか ったが,い

ず れ も抑制 し,特 に1,000mg/kgで は有意 であっ

た.ま た,陽 性 対 照 と し て 用 い た5mg/kg

 ketotifenは 有 意か つ著 明 な抑制 を示 した.

図4  Effect of SUAM-24002 and ketotifen on 

the skin reaction induced by 100ƒÊg/site 

histamine in rats

Drugs were i. d. administered concomitantly with 

histamine. Each column represents the mean•}SE 

of 5 animals. * : significant difference from the 

control at P<0.05.

ヒス タ ミン に よ る血 管 透 過 性 亢 進 に対 して

SUAM-24002の100～1,000mg/kgの 投 与で は,

用 量 依存 的な若干 の抑制 を示 したが,い ずれの用

量 で も有意 で はなか った.5mg/kgketotifenは

compound 48/80の 場 合 と同様 に著明 な抑制 を示

した.

(2)局 所 投 与 についての成績

10μg/siteのcompound 48/80お よび100μg/

siteの ヒ スタ ミンに よる血管透過性 亢進 に対 す る

SUAM-24002の 影 響 について の成 績 は図3お よ

び4に 示 す ごと くで あ る.す なわ ち,1mg/siteの

SUAM-24002をcompound48/80と と もに局所

投与 す る ことによ り,約60%の 有 意 な抑制 を示 し

た.ま た,10μg/siteのketotifenも90%以 上 の

有意 な強 い抑制 が み られた.

一 方
,ヒ スタ ミンに よる血管透 過性亢進 に対 し

て,1mg/siteのSUAM-24002の 同 時局所 投与

で は抑制 は認 め られ ず,む しろ増強傾 向 を示 した.

10μg/siteのketotifenはcompound 48/80の 場

合 と同様 に明 らか な強 い抑制 を示 した.

な お,SUAM-24002を 単 独 皮 内投与 す る と明

ら か な 血 管 透 過 性 の 亢 進 が 認 め ら れ た が,

ketotifenで は その ような作 用 はほ とん ど認 め ら
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図5 Effect of SUAM-24002 and ketotif en on 48 

hr-passive cutaneous anaphylaxis in rats

 A 0.1 ml/site of 400-fold (upper panel) or 800-

fold dilution (lower panel) of antiserum was 

used for PCA. Drugs were p. o. administered 60 

min before antigen challenge. Each column repre-

sents the mean•}SE of 7 animals. *and ** : sig-

nificant difference from the control at P<0.05 

and 0.01, respectively.

れなかった.

(4)PCA抑 制作用

PCAに 及ぼす1,000mg/kgSUAM-24002お

よび5mg/kg ketotifenの 反応惹起1hrま えの

経 口投与による影響についての成績 は図5に 示す

ごとくである.SUAM-24002は800倍 希釈抗血

清 によるPCAを 若干抑制す る傾向を示すにすぎ

なかったが,400倍 希釈抗血清によるPCAで は約

40%の 有意な抑制を示 した.

一 方,陽 性 対 照 と し て 用 い た5mg/kg

 ketotifenは いずれの希釈抗血清 による反応 に対

して も有意な抑制を示し,そ の抑制の程度 はいず

れ も約50%で あった.

考 察

前 回,筆 者 らは甜 茶 熱 水抽 出エ キス(SUAM-

24002)が,200mg/kgの 連 続 経 口投与 に よ り,ク

ロ トン油 に よるマ ウス耳 介の炎症 に対 して抑制 作

用 を示 す こ とを報告 した4).今 回,SUAM-24002

のanvitroに お けるシ クロオ キ シゲナ ーゼ阻害作

用 につ いて検 討 した結果,SUAM-24002は,aspi-

rinに 比 して10倍 近 い高濃 度で,ヒ ツジ精嚢 腺の

シクロオ キシゲナ ーゼ活 性 を抑制 した.こ の こ と

か らSUAM-24002が 高 用 量 で シ ク ロオ キ シゲ

ナーゼ阻害作 用 を介 す る抗炎症作 用 を示 す可能性

が示唆 された.

今 回,さ らに 甜 茶 熱 水 抽 出 エ キ ス(SUAM-

24002)の 抗 ア レル ギー作用 について検討 した.そ

の結果,SUAM-24002は, in vitro compound 48/

80に よ る肥 満細 胞 か らの ヒス タ ミン遊離 を抑 制

した.一 方,SUAM-24002は,ヒ スタ ミン ととも

に直接皮 内投与 した場 合 には,ヒ スタ ミンによる

皮内反応 を増 強す る傾 向 を示 した.こ の こ とは一

見,SUAM-24002が ヒ スタ ミンによ る血管 透過

性 亢進作 用の機構 に関与 して,こ の作 用 を増強 し

て いる可 能性 を示唆 して いる ように思 われ る.し

か し,1mg/siteのSUAM-24002単 独 の皮内投

与 で も17μg/site程 度 の色素 の漏 出が認 め られ

る ことか ら,ヒ スタ ミンに よる血管透過性 亢進 に

対す るSUAM-24002の 増 強作 用 は,ヒ ス タ ミン

によるそれ に単純 に和 した相加 作用 の結果で ある

もの と推 察 され る.

局 所投 与 によ る作 用 とは異 な り,SUAM-24002

を経 口的 に投与 した場合 には,ヒ スタ ミンによ る

皮膚血 管透過 性亢 進作用 は増 強 されず,む しろ抑

制傾 向 を示 した が,そ の抑制 の程 度 はわ ず か で

あった.こ の こ とよ り,SUAM-24002は,ヒ スタ

ミンに よる血管透 過性亢進 に対 しては,ほ とん ど

影響 しない可能性 が示唆 され る.

compound 48/80に よ る皮 内反 応 は,SUAM

-24002の 局 所 お よび 経 口投 与 のい ずれ に よっで

も抑制 された.先 述 の ごと く,SUAM±24002は,

遊 離 した ヒスタ ミンの血管透 過性亢進 に拮抗 す る

作用 はほ とん ど有 しない もの と考 え られ る ことか

ら,こ の抑制作 用 は,compound48/80の 作 用 か

らヒス タ ミン遊離 までの過程 の いずれかの部分 に

作用 して発現 してい る ことが強 く示 唆 され る.こ
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の こ とはin vitro compound 48/80に よ る肥 満細

胞 か ら の ヒス タ ミ ン遊 離 が,SUAM-24002に

よって抑制 された ことか ら も裏付 けられ る.さ ら

に,SUAM-24002は ア レル ギー反応 によ る血 管

透過性 亢進作 用(passive cutaneous anaphylaxis,

 PCA)を も抑制 した.ラ ッ トPCAは,抗 原抗体 反

応 につづ いて肥 満細胞 か らの遊離 した ヒスタ ミン

お よびセ ロ トニ ンが,血 管透 過性亢進 作用 を引 き

起 こした結果 であ る とされ る11).

SUAM-24002が セ ロ トニ ンに よる血管 透過性

亢進 を抑制 するか否か について は検討 しなかった

が,ヒ ス タ ミンによる血管透 過性亢進 に対 してほ

とん ど抑制作用 を有 しない こ とか ら類 推す る と,

SUAM-24002のPCA抑 制 作用 はcompound 48/

80に よ る ヒス タ ミン遊 離の場合 と同様 に,ケ ミカ

ル メデ ィエ ーター遊 離 を抑制 した結果 に起 因 す る

可能性 が大 きい.

これ まで に,ラ ッ ト腹腔肥 満細胞 か らのcom-

pound48/80に よ るヒスタ ミンの遊離 と,ア レル

ギ ー反応 によるそれの遊離機構 は大 き くな る可能

性 のあ るこ とが報 告 され てい る.す なわ ち,com-

pound 48/80は サ ブスタ ンスPがislet-activat-

ingProtein (IAP)感 受 性 のG蛋 白(Gi)に 直 接作 用

して本 蛋 白質 を活性 化 し,ヒ ス タ ミン遊 離 を誘起

す るの とまった く同一の,部 位 お よび機作 によ り

ヒスタ ミン遊 離 を誘起 す る12,13)のに対 して,抗 原

抗体反応 による ヒス タ ミン遊離 は,基 本 的 にはGi

を介 してい る可能性 はない と報 告 されてい る14).

disodium cromoglycateお よび これ と類 似 の作

用 を有 す る薬物 は,ア ナ フ ィラキ シー性 ヒスタ ミ

ン遊離 を強力 に抑制 す るが,compound48/80に

よ るそれ に対 しては弱い15).ま た,ラ ッ ト由来 の肥

満 細胞 は,ヒ トお よびモル モ ッ ト由来 の肥 満細胞

と は異 な り,β-刺 激 薬 に対 して 低 感 受 性 で あ

り16),抗 原 を含 めた種 々 の刺激 剤 によ るヒス タ ミ

ン遊 離 において,外 部 のCa2+は 必 ず しも必要 と

しない17)こ とな どの特異 な性質 を有 す る.以 上 の

ような肥満細 胞 か らの ヒスタ ミン遊 離機構 の違 い

を考 える と,単 一 の成 分がcompound 48/80と ア

レル ギー反 応 によるいずれ の ヒス タ ミン遊 離 に対

して も,抑 制 作用 を示す可能性 はか な り小 さい も

の と考 え られ る.

今 回 の成績 か ら,古 くよ り知 られ てい る甜茶 の

咽喉に対する効果は,エ キス中のなんらかの成分

による抗炎症作用 もしくは肥満細胞からの,ヒ ス

タミン遊離抑制効果 を介 した抗アレルギー作用が
一因 となっている可能性が示唆 された

.今 後,甜

茶熱水抽出エキスの臨床における応用の拡大 も期

待 されるとともに,抗 炎症および抗アレルギー作

用を有する成分が,そ れぞれ異なるのかあるいは

複数の成分がそれぞれの効果 に寄与 しているの

か,さ らに,こ れ らの成分の効果が どのような作

用機序によるものかなどについても,今 後の進展

が期待される.
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