
鳥大幾百芳報 (Bull.Fac. Agric.， Tottori Univ.) 31 140~ 147 (1979) 

ワラピ成分のヒスタミン遊離活性に関する研究

1I.活性頭分に含まれる配糖体の検出
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Studies on the Histamine まeleasingActivity 

of Bracken Fern 

II. Demonstration of Glucosides in the 

Active Extract 

Toshiyuki SAITOぺKazuhikoISHII*， Y oshihiro OKUBOぺ

In an earlier pap巴rdealing with the histamine releasing activity of bracken fern 

(Pten'dium aquili:日um)，it was suggest巴dthat the active principle in the plant would be 

glycosides. Furthεr studies have been developed to investigate glycosid巴sin the active 

fraction by CC， PC， UV and IR 

The water extract(Bw) and the ethanol extract(おe)obtained from the rhizome of 

bracken released histamine from rat peritoneal mast cells. Th日seextracts were 

chiefly composed of monosaccharides， amino acids， inorganic substances and 

glycosides. Five glycosides (GI-a， -b， -c， -d and伺e)were fractionated from the active 

extracts(Bw and Be) by th己 columngel chromatography on Sephadex G-10， 

respecti 丸rely.1託tw 呂s det 巴叩rηI出I

aglyc∞ones would b巴anaromatic c∞ompound. Furthermore， it was supposed that thε 
two glucosides(GI-a and GI-b) were instablεand identical. These glucosides seem to be 

active principl巴5

緒 震

ワラビを水で、抽出した試料にヒスタミン遊離活性のあ

ることカ清志められたので、' これをゲワレクロマトグラフィ

ーによって検討したところ，活性物質は語c'l主体であるこ
とが縫祭され，その目立綴をがi幸u1)で報告した。
本殺では，ワラビ恨釜を水及びエタノ…)!.--で抽出して

作成した試料を用い，ワラビに含まれる記糖!本について，

ゲルクロマトグラフィー，ペーパークロマトグラフィー，

*鳥取大学農学部獣医学科家資薬理学研究室

紫外吸光スベクトル及び赤外吸光スペクトルによって杉

討したので，その成絞について報公する。

実験材料及び方法

1. 11.式料のflof戊

ワラビ根菜をノ'J<で抽出した試料 (Bw)は必殺1)と附L

手')1領でイt三成した。また，エタノールで持ltちした試料(Be

lま， Fig. 1に示す手!綴で作成した。すなわちワラ

から作成した凍結乾燥粉末を熱エタノールで抽出し，議
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Fig. 1 A procedure for the separation of Be 

from bracken fern (rhizome). 

縮したのち，蒸留水を加えて水に可j容の隠分を得た。こ

れを凍結乾燥して試料 (Be) とし，密絵して冷凍 (-20

"C)保存した。 Be の~X盛は根茎米100g当り約3gであ

った。

2. ゲ1レクロマトグラフィー (CC)

Sephadex G寸OによるCCI丸展開流速を変えた以外

は前報と間後の操作でfTった。 i容的{極分の糖質はブェノ

ール硫種差法で定;援し， グルコース換算設として求めた。

3. ペーパークロマトグラフィー (PC)

(1)試料の鋼製

PCは東洋j戸紙No.50(2 X40cm)を用い， n-ブタノー

ル:酢綬:水(4:1 : 2) を展開溶媒として一次元 J~.

昇J去によって行った。 添加した試料は CCによる分離lj畳

分のほか，グルコース及びブェノール配給体であるザリ

ンンを対照試料としてItlいた。ぷ:料漆液は1×10-2g/

mllこ調裂し， 5μgを添加した。

試料の絞加水分解は，試料1mglこIN-HCI 1ml;r加え，

減!玉下， 1oo"C水浴中で2待問加熱して行った。分解した

試料溶液は減圧乾燥した。また，務言葉分解はβーグルコシ

ダーゼ (SweetAlmonds) (トLBiochemicals， 

Inc. ) を用いて行った。試料1mgを0.025%務言葉液2ml

に溶かし， 30
0

C 3 ff，予防作用ぢせたのち，これを限外j向通

(pore size 15A) しと。得られた炉液は凍結乾燥して

務索分解の試料とした。

(2) 配給体の検出

試料を展開した?戸紙はずrevelyanらの方法2)に従って

'l!!:IfP' L，儲絞銀反応、スボ yトから Rfil疫を求めた。また展

開後のìl~紙を 1cmfHlI潟でh切り，手子炉紙片をノ1，でi受lれした

液について，糖E守笠及び260nmlこおける吸光度を測をした。

4.紫外p，及光 (UV) スベクトル及び赤外吸光(IIミ)

スペクトルの測定

CC及びPCによって分離精製した舵機体について，

UVスペクトルとIRスベクトルを測定した。 UVスベク

トルは分光光度，11" (Hi t achi 124) により，水，絞液

(O.lN-HCl)，アルカ 1)液 (O.lN-NaOH)及びエタノ

ールを浴媒として測定した。 IRスペクトルはKBr錠ぬi

i去:))によって， 赤外分光光度計 (Hit achi 215)でiJW乏

した。

5. ヒスタミン遊機活性の測定

ヒスタミン遊離活性の測定は， )における方法に

者子の改良を加えて行った (Fig.2)。第一に，ラット

In迂ubo.tioηM紙同廼

P母riton告01fluid 

I ~向。ぃ…叩lω
centrifuge (360G 5') ml 

Pr，釘ipitole
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Fig. 2 A method for the incubation of rat 

peritoneal mast cells with drug. 

から採取した絞7j<DE'.i1路線IJ包(MC) を生1ill食塩水 2mlに

再浮遊後，その0.2mlず、つについて等設の試料と反応さ

せた。これによって活性の測定に要するが;料を節約する

ことができた。第二に， tJii報では作例後の上清を用い，

遊離ヒスタミン設からその遊綾容を算定したが，本研究

では非遊!畿のヒスタミン翠から遊隣家ーを算定した。 Fig.

3はヒスタミン遊雄物質Compound48/80(以下C48/80)

会用いて， ヒスタミンの遊離率と非遊離芸名の関係を示し

たもので，尚者の問には高い相関関係 (r=-0.986)が
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Fig-. 4 Histamine release from rat peritoneal 

mast cells bv the administration of 

saline(C) ， C48 /80， sinomenine(Si)， 

Bw and Be. Reslllts show the mean二ヒ

stanclard errors of 4 to 6 experiments. 

本ネ P<0.01when compared with contro!. 
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Fig. 3 Correlation between released histamine 

and norト releaseclhistamine on rat 

peritoneal mast cells by the administ 

ration of C 48 /80 (1 Xl 0 -7 ~ 1 X 10-' 

g / ml). 

各フラクションについて260nmにおける紫外吸光皮と糖

質量をそれぞれブロ!I、した行列である。同lZlで見るよう

認められた。この改良;去によって，蛍光定iitにIIJt 、る，lj~ 1"I

はよりi手J.{ヒし， 1~jli の向上をはかることカfできた。な

わ¥ヒスタミンの蛍光:主!止は，前't.!1と同僚の操作で行ったり

1 . ヒスタミン遊離活性

ワラビから作成したノ'J，による長IHll1ぷ1斗 (Bw)及びエタ

ノールから抽出した試料 (Be) のヒスタミンJwn節前1，に
ついて検討したーその11対立はFig.4 Iこ;J¥，すとあ、りである。

過塩素酸 (HCI04)による遊!縫ヒスタミン litを1∞%と

したとき，対照 ('I:F!!rt塩!J，)の遊縫率が6.0二と0.9%

(MeanごとS.E. )であるのに対して噌Cヰ8/80は 1X 10-
3 

g/mlのifIkr交で77.8士4.3%，Sinomcnincでは 1X10 -

g/mlの濃度で'66.8士4.3%であった。これらに比較して

BwはI×10
1 
g/miのil重度で、47.6士7.2%，Beでは 2.5

×103g/mlの濃度で、58.8土2.7%であった。 BwとBeの

活性はC48/80及ひ、Sinomenineには及ばないが，著H月な

活性が認められ (P<O.01)， BelまBwに比べておよそ 4

倍の高い活性を示した。なお， CCによって得たGl-c， 

Gトd，Gl-eの混合国分には活性が認められなかったO
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Fig. 5 Ellltion diagram of glucide and UV 

absorbance (260nm) of Be by the 

column chromatography on Sephadex 

G-10. Column: 2.5XI00 cm， 

Sample(Be) 900mg， Elllate: distiled 

water， Flow rate:30ml / h， Fraction 

volume:3ml， Void volllme: 174m!. 

に，紫外吸光ピークに一致して5つの糖質ピークが認め

られたことから， Beに含まれる紫外同封加は，その様

成成分として糖質を含む5怒の配給体であると考えられ

る。なお， BwにおいてもBeと向様の溶出パターンが認

2. CCによるF食言す

ワラビに含まれる自己糖体についての検討は，主として

強い活性を示したBeを用いて行った。 Fig.5はBe900 

mgを水1.5mlに溶解し，流速 30ml/hで展開し，得られた
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められた。

そこでこれらの頭分を溶出版にGトa，Gl-b， Gl-c， 

Gl-d及ひIGI-eとし，各極分を主義めて凍給乾燥粉末とし

た。これをさらに精製するため再度CCを行い，傍られた

試料を用いてPC，UV， IRによって検討した。なお，

これらの配機体はその湾出位霞から若手えて，いずれも，

Sephadexゲルに対する吸着性によって分離されたもの

と思われる。

3. PC による中長討

CCによって十分に精製されたと忠、われる 5磁の踊分

(Gトa，Gl-b， Gl-c， G卜d，及びGl-e)について，

その未処理試料放びに塩重量及びjトグルコシダーどによる

加水分解試料を用い，それぞれPCを行って検討した。な

お，対照として，グルコース及びサリシンを用いた。

Fig. 6はBeから綴製した配機体の未処域試料につい

ての成様である。
Rf 

十一「

Glucose Sal記m

、

議

L
h
 
b 

パー

-c -d -e 

Fig. 6 Paper chromatogram of glucose， salicin 

and each fraction obtained by the 

column chromatography of Be. Glucide 

was detected with silver nitrate acetone. 

まず， Gl-aについて兇ると，磁絞銀還元スポットは認

められなかったが，居室!羽後のj所長片を水で描出して検討

したところ， Rf 篠0.50と0.73の位援で，紫外吸光及ひ糖

震のどークがそれぞれ一致するのが認められた(Fig.7)0 

Bwから得られたGl-aにおいても同様の傾向が認められ，

Rf il蕊0.59と0.73に2線性のピークカ注意められた。
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Fig. 7 Glucide andじVahsorbance (260nm) 

detected from paper chromatogram of 

Gトa(Be).

なお， Rf il直0.50と0.59のUVスペクトルは， BwのCC

によって得られたGI-aのスペクトルに類似し， Rf鐙

0.73のスペクトルはGIもに類似していた (Fig. 12)。

一方， GI-b， GI吋， Gl-d及びGl-eにおいては微弱

な硝畿銀遼元スポ yトが認められ，そのRfil患はそれぞれ

0.80，0.66， 0.641えぴ0.75であった。また， ?，戸紙片から

水で抽出した試料について検討したところ，それぞ、れの

Rfの位訟で，紫外級光ピークと総伎のピークは一致す

るのが5忍められた。 Bwから得られたGl-b，GI-c，GI 

司 d及びGI吋についても同様の成綴が得られた。

次にこれら配給体の議重量加水分解試料について行った

成績はおg.8に示すとおりで、ある。 GI-a，Gl-b， GI 

-c， G l-d及びGJωeは，いずれもグルコースのRfの佼

鐙に鮮明な硝酸銀還元スポットを示し， GJ-cでl土さら

にRfil庭0.45の{支援にもH，Fl1l奈なlつのスポットカ宅忍められた。

そこでこのRf0.45のスポットについて， (，戸紙片から水で、

;歳出した試料によりさらに検討したところ，この佼援に

糖質のピークが認められた (Fig.9) 0 

Fig.lOはかグルコシダーゼによる加水分解試料につ

いて11'った成績で、ある。いず、れの舵機体もグルコースの

Rfと一致する佼滋に明11禁なスポットカf認められた。

以上の成綴から， G 1 -a， G 1 -b， Gトc，Gl-d及びG

いeはいずれもかグルコースを糖成分とする自己機体であ

ることが分った。

なお， Gl-c はs-グルコースのほかにもう 1つの還元
絡によって構成されているものと思われる。
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Fig. 10 Paper chromatogram of glucose， 

salicin and each fraction (Gl-a，-b， 

-c， -d， -e) obtained from Be. Each 

sample was hydrolysed byβ" 

glucosidase. 
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Fig. 8 Paper chromatogram of glucose， 

salicin， and each fraction (Gl-a， 

-b，-c，“d，-e) obtained from Be. 

Each sample was hydrolysed by 

lN-HCl for 2 h. 
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者;行本 (Gl-a， G l-b， G l-c， G l-d及びGl-e)につい

て，水及びエタノールを iWA~ としてj則定したときのuvス

ペクトルはFig.llに示すとおりである。それぞれ間有の

スペクトルを示すが，いずれのスベクトルも260nm前後
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4. UVスペクトルによる;全日t

Bw及rJ'BeからCCによって分離した配糖体について，
そのUVスペクトルを調べた。 Beから得られた5怒の自己
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の吸収強度に変化は認められなかったが，吸収極大にお

いてそれぞれ2-15nmの青色移動が認められた。

また， Gl山 a及びGl-bのuvスペクトルを土成立すると
Fig. 12で兇るように， Gl-aのスペクトルはBwとBe

の由来で異なって:fJ'り，一方， BeのGl-aとGlものス

ペクトルが類似していることが注隠される。

なお，i容擦を酸液 (O.lN-HCl)とした場合は，溶擦
が水の場合とほぼ同様であったが，これをアルカリ液

(O.lN-NaOH) とした場合，260nm以下に見られる吸収

強度がいず、れも機大し，その波長 (λmax)は測定不能

となった。

ワラビ成分のヒスタミン遊隊活性ににする研究

Solvent : ethanol 

一一_G1-a 
-b 

一一 一c
一一 -d 
)(-X- -e 

1.0 

む 0.6
u 

'" ぷコ&吋。
<fI 

者0.4

0.8 

5. 1 Rスペクトルによる検討ー

Bwから得られたGl-a，並びにBeから得られたGl-

a， Gl-b，Gトc，Gトd及びGl-eの各IRスペクトルに

ついて検討した。その成綴はFig.13及びFig.14に示すよ
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に見られるやや強い吸収が特徴的である。また，溶媒を
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Fig. 14 IR spectra of Gl-c， Gトdand Gl-e 

obtained from Be. 

うに，各IRスペクトルは3400C412925cdl及び 1200~
1000cd1の吸収帯において類似していることか認められた。

BwのGl-a，BeのGl司 a及びGl-b (Fig. 13) につい

て見ると，以上の吸収帯のほか， 1385cm 1のシャープな

吸収帯が特徴的であった。また， G l-c及びGトd(Fig. 

14) についても1500czJ1以下の領域における吸収が類似

しており，特に1510cm lの吸収が守寺徴的であった。

考 察

前殺において，ワラビに含まれるヒスタミン遊隣活性

物質についてCCによって検討したところ，活性物質は配

絡体であることが強く示唆された。本研究においては，

活性を示す試料 (Bw及ひきBe) に含まれる配給体につい

て， CC， PC， UV及びIRによって検討した。

まず、CCによる干金言すにおいて， 5つの糖質ピーク (Gl“a，

G -b， Gトc，G トd，Gl-e)がそれぞれ260nmの紫外

吸光ピークとよく一致することが認められた。一般に多

くの芳香族化合物は紫外領域に吸収滋大を有しているが，

!l，に易j創生の物質で紫外領域に吸収極大をもっ物質は極

めて少なく，タンi守f工核露支，一部のアミノ絞，舵機体

などカ咲日られており，これらの物質はいずれも芳香環を

構成成分としている。ところでCCによって分離された

5穫の随分は，試料作成の過程でタン臼質，核酸を含ま

ず，またCCによる分離過程でアミノ殺を含んで、いなし'0

このことから 5穫の糖質il!li分 (Gト a，G 1 -b， G 1 -c， 

Gl-d， Gl-e) は芳香E棄を構成成分とする配給体である

ことが推察された。

次にこれら各ぬ分の米処月!試料及び塁走による加水分

解試料をPCによって検討した成綴から，これら5種の泊

分はいずれも配糖体であることカf確認された。なお，こ

のことは，それぞれのIRスペクトルが1200~llO0cmllこ

強い吸収を示すことからも支持される (Fig. 13， 14)。

さらにPグルコシターどによる加水分解の成綴から，こ
れらの配機体はいず、れもs-グリコシドであることカ守設定
主れた。なむ， Gl-cについては，織成分としてjヲーグル

コースのほかにもう l種の還元糖を含むものと忠われる。

ここに+金出された5干j皇国政唐1本のアグリコンについてみ

ると，これら配機体がSephadexゲルに強い吸器性を示

し，またUVP，没収スベクトルでいずれも 260nm前後に比較

的強い吸収があり，300nm以上の長波長域には大きな吸

収がないことから，これらのアグリコンは比較的簡単な

芳香環，あるいは複素芳香潔によって構成されているも

のと忠、われる。これらのうち， G 1 -a， G 1 -b， G 1 -d及

びGl-eでは， UV310nm及び1R1690 cm 1の吸収からカル

ボニル恭を，またGl-c及び G -dでは， LN255nm及び

290nm，I R I605cm l 及び835cm- 1のIl及~x.からインドール
核などの後素芳香Z震をアグ1)コンとする舵機体であるよ

うに捻祭される。

なお，近年Hikinoら4-6)は，インダノン誘導体をア

グリコンとする5穏の配糖体をワラどから分隊している

が， Gトa，G トb及びGl-eは，それぞれのUV及ひIJ:Rス

ペクトルから推廷して，日ikinoらが分離した配糖体のい

ずれかに一致する可能性カ号室い。

これら 5穫の自己糖体のうち， G l-c， G l-d及びGl寸

の混合随分にはヒスタミン遊離活性が認められなかった。

従って活性を有する配絡体はGl-a及びGlもであること

が推察される。

Gl-a及びGlもはUV吸収スペクトルの類似 (Fig.12)，

IRスペクトルの成綴 (Fig.13)，さらにPCで展潤後の

I戸紙を水で捻出した試料についてのUVスペクトルの成緩

(Fig. 12) などから，この絹者は筏めて近似した構造

をもっ物質と考えられる。 なお， G l-a及びGl-bのアグ
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リコンはかなり不安定な化合物のように，忠われる。CCに

よって配機体が溶IJγF るとき，そのi~出位置はアグリコ

ンのSephadexゲルに対する吸者件。によって影饗を'受け

るが， G l-a及びGl-bをCCによって存分画した際，両

者のl容出位置が通'訟の位置よりかなり前方に移動するこ

とが3iZめられた。この.ことからそれぞれのアグリコンは

精製の過稼で何らかの変化を受けたものと解される。こ

のように，活性をもっ配総体のアグリコンが不安定な性

状をぷすことは，活性物質が比較的容易に失治すること

らに lつの還元機の存在が認められた。

4. これら5種の配糖体のアグリコンは， CC， uv及
びIRによる検討の結祭， ，吋ーれも比絞(I';J簡単な芳香族化

f干物であることがifj長r主された。

5. 5種の配糖体のうち，ヒスタミン遊磁活性を有す

ると思われる2複は，化学的性状が不安定で、あり，本来，

問ーの物質である可能性が示唆される。

に関連して注閉される。 穏を終えるにあたり.種々有益な御助言ぎを渋いた本学

以上挙げたことから， G l-aとGl-bは本来詞ーの物質 農学部教授平野茂博博士に深く謝意を表する。

であったものが，精製の過稼で2つに分離した可能性が

指摘され，今後，この点についてさらに倹討を要するも

のと思われる。

総 括

ワラどを水で抽出した試料 (Bw)及びエタノールで抽

出した試料 (Be) に含まれる配給体について， CC， PC， 

uv及びIRによって検討した。その結果，次のような成
られたハ

1. Bw， Beはいず、れも等間なヒスタミン遊離活性を

示し，自己糖f卒の合;震が多いBe{主Bwlこ上ヒベて約4倍強い

活性を示した。

2. BwとBeに含まれる配糖体はCC(Sephadex G-

10) によって，それぞれ5穫の泊分 (G1 -a， G l-b， G 

1 -c， G j-d及びGl-e) として分離することができた。

3. これら 5穏の配絡体{ま， PCによる成緩からい

ずれもs-グルコースを織成分とするs-グルコシドである
ことカ叩ifEd忍された。また， これら同eli，!if本のlつには， さ
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