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緒言 

超長寿社会の進む日本においては，医療保険財政の効率化が課題の一つとしてあげら

れ，医療機関における後発医薬品の使用促進や一般用医薬品（OTC 医薬品）の普及をは

じめ，様々な取り組みがなされている 1）．国は「人生 100 年時代」に向けて，人づくり

革命として，“高齢者から若者まで，全ての国民に活躍の場があり，全ての人が元気に

活躍し続けられる社会，安心して暮らすことのできる社会をつくるためには”について

議論がなされ，人生 100 年を見据えた方策を提言しつつある 2）．それゆえ，健康寿命を

延ばすための疾病予防，健康維持・増進のための施策のパラダイムシフトも推測される．

このような背景の中，薬局・薬剤師も変革が求められ，「患者のための薬局ビジョン」

として目指す姿が示されている 1）．具体的には，かかりつけ薬剤師・薬局の意義がより

鮮明に示され，「①積極的な健康サポート機能」及び「②高度薬学管理機能を強化・充

実すべき機能」として追及している．特に健康サポート機能については，これまでの薬

剤師の役割に加え，地域に密着した健康情報の拠点として OTC 医薬品等の適正使用に関

する助言や健康に関する相談，情報提供を行うなど，セルフメディケーションの推進の

ために薬局・薬剤師の活用を促進するとされる． 

セルフメディケーション支援の一つに，健康食品の利用があげられる 3）．健康食品と

呼ばれるものについては法律上の定義は無く，広く健康の保持増進に資する食品として

販売・利用されているもの全般を指す．現在，市場には多種多様の健康食品が存在する

が，そのうち，国の制度として国が定めた安全性や有効性に関する基準等を満たした保

健機能食品制度があり，一定の範囲で機能性を表示できる保健機能食品として，特定保

健用食品，栄養機能食品，機能性表示食品がある（図）4）．これらの共通した特徴とし

ては，すべてにその機能における関与成分を明示し，その含有が担保されていることが

あげられる．2015 年より制度化された機能性表示食品は，事業者の責任において科学
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的根拠に基づいた機能性を表示した食品で，販売前に表示の内容，食品関連事業者に関

する基本情報，安全性及び機能性の根拠に関する情報，生産・製造及び品質の管理に関

する情報，健康被害の情報収集体制その他必要な事項が消費者庁長官に届け出されたも

のである 5）．2018 年度の機能性表示食品の届出数は 1,300 件を超え，製品ごとに効果や

安全性について国が審査・許可する特定保健用食品，さらに国が基準を定めている栄養

機能性食品と，保健機能食品の選択肢が増えすぎ，消費者判断のみでの利用に限界が見

えているのが現状である． 

健康食品の利用について，広島県では 2005 及び 2015 年に調査を行い報告している 6）．

調査結果をみると，購入先についてはドラッグストアが大半を占め，2015 年ではその

傾向がさらに約 15%増加している．また，購入に際して製品情報の入手先を見ると，約

半数が製品の記載情報とある．一方，医師・薬剤師のすすめは，2005 年は 0%であった

ものが 2015 年には約 15%となっており，薬剤師の指導が徐々に浸透しつつあるが，健

康食品においても安全・適正使用の観点から「薬学的管理」のできる薬剤師の役割とし

て，今後さらにこの傾向を強くする必要性が感じられる．そのためには，薬剤師が製品

の内容を科学的に理解し，様々な背景からその有効性や安全性に資するレギュラトリー

サイエンスが実践できる能力が求められる．特に健康食品は天然物を利用しているもの

図．健康⾷品の概要
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が多いため，天然物の特性を認識し，それを具体的に評価する品質保証のための知識が

必須になる． 

このような背景から，本研究では機能性食品のレギュラトリーサイエンスに関する研

究の一環として，天然物を利活用した機能性食品の開発について，1）天然素材の成分

解析に基づく特徴成分の探索，2）特徴成分を指標にした製品化のための品質評価につ

いて，分子を指標とする薬学的研究を目的に検討を行った．具体的には，1）では世界

中で食されているクルミを天然素材として選択し，その本質を明らかにするための成分

解析及び特徴的に含まれる成分について精査し，さらに特徴成分とした化合物の生物活

性について検討した．2）の成分を指標にした製品化のための検討については，河内晩

柑果実を 2 種の搾汁法（ベルト式圧搾法，JBT 法）で調製した製品（ジュース）中の機

能性成分（3,5,6,7,8,3′,4′-heptamethoxyflavone，nobiletin，auraptene，naringin，narirutin）

の含量を比較し，関与成分に応じた製品化における優位な調製法について検討を行った． 



- 4 -

第 1 章 天然素材の成分解析に基づく特徴成分の探索 

－クルミ含有成分の解析－

クルミはクルミ科（Juglandaceae）クルミ属（Juglans）植物の堅果中の種子（仁）の

総称で，それを加工したものが栄養価の高いナッツ類の一つとして世界中で食されてい

る（Fig. 1）．クルミの種類はいくつかあり，そのうちペルシャグルミ（Juglans regia L.）

由来のものが他の種に比べて果実が大きく殻が割れやすいため果樹として営利栽培さ

れている．クルミの生産はアメリカのカリフォルニア州が最も多く，世界生産の約 4 割

を占め，次いで中国，トルコの順である 7）．中国では胡桃仁（コトウニン）と称し，薬

用として滋養強壮や鎮咳作用などの効能があるとされる 8）．

クルミの栄養成分をみると，脂質，たんぱく質，炭水化物がクルミ 100 g 当たり，そ

れぞれ 68.8 g，14.6 g，11.7 g とされ，脂質が高含量であることがわかる．脂質の組成は，

リノール酸，オレイン酸，α-リノレン酸などの不飽和脂肪酸が多く，その他，アミノ酸，

Fig. 1. Walnut (the Seed of J. regia) 
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ビタミン，ミネラル，食物繊維が適量含まれるバランスのとれた食品である 9,10）．栄養

成分以外においては，gallic acid，ellagic acid 等の低分子ポリフェノール類の他，

pedunculagin，tellimagrandin I 等の加水分解性タンニンといったポリフェノール類の含有

が報告されている 11,12）．

クルミの生物活性としては，心血管疾患13,14），冠状動脈性心疾患10），糖尿病15），肝障

害16），高脂血症及びメタボリックシンドローム17），炎症18）, アルツハイマー病19,20）等の

疾患リスクの軽減，及び，腸内環境や代謝の維持21,22）等の報告がある．これらの活性に

は，含有する脂肪酸やポリフェノール類の寄与が考察されている．このように，クルミ

は様々な活性を有する優れた天然素材であるが，一方で，その二次代謝物に関する報告

は少ない．天然素材を利用した機能性食品の開発には，その素材に特徴的な成分の含有

を担保に品質評価することが求められてきている．機能性素材としてクルミに着目する

場合，その指標となる成分の特徴づけが必要であるが，それを目的とした研究は見あた

らない．本研究では，機能性素材としてクルミに着目し，素材に特徴的な成分の解析を

目的に含有成分を精査し，3種の新規化合物を含む計30種の化合物を単離，構造解析し

た．また，クルミの指標に成り得る特徴成分を明らかにするため，他のナッツ類エキス

と高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による成分比較を行い，glansreginin A（GA）

をクルミに特徴的な成分として見出した．さらに，市販されているクルミ中のGAの含

有量を分析し，それらの熱安定性について検討した．次に，クルミ特徴成分としたGA

の生物活性について，リポ多糖（LPS）誘発全身性炎症モデルマウスを用いて，脳内の

抗炎症を介した脳保護作用を検討した．

本章では，クルミ含有成分の単離と新規化合物の構造解析，指標成分の解析と定量分

析，及び特徴成分とした GA の脳保護作用について述べる． 
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1-1 抽出・分離精製

クルミに特徴的な成分を明らかにするため，二次代謝物として含有する紫外線（UV）

照射検出成分について精査した．クルミの市販品を 80%メタノール（MeOH）でホモジ

ナイズし，ろ過後，ろ液を濃縮しクルミ含水 MeOH エキス（総エキス）を得た．得ら

れた総エキスについて，Diaion HP-20 カラムクロマトグラフィーを行い，各画分を得た

（Fig. 2）．得られた各画分について，逆相 HPLC（RP-1）による分析を行った（Fig. 3）．

HPLC クロマトグラムをみると，水分画物以外の画分にピークが観察されたため，これ

らの画分（10%～50% MeOH 溶出部及び MeOH 溶出部）について，分離精製を試みた． 

Fig. 2. Extraction and fractionation procedure of walnut 

Walnut 

homogenized in 80% MeOH 
filtd. 
concd. 

Total EXT. 

Diaion HP-20 CC. 

H2O 
Eluate 

10% MeOH 
Eluate 

20% MeOH 
Eluate 

30% MeOH 
Eluate 

40% MeOH 
Eluate 

50% MeOH 
Eluate 

MeOH 
Eluate 
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Fig. 3. HPLC chromatograms of fractions from walnut (254 nm; condition, RP-1).  

Total: Total Ext., (a): Diaion HP-20 H2O Eluate, (b): 10% MeOH Eluate, (c): 20% MeOH Eluate, 

(d): 30% MeOH Eluate, (e): 40% MeOH Eluate, (f): 50% MeOH Eluate, (g): MeOH Eluate. 

(mAU) 
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1-2 化合物の同定

10%～50% MeOH 溶出部及び MeOH 溶出部について，各種カラムクロマトグラフィ

ー（Chromatorex ODS, Sephadex LH-20, Toyopearl HW-40F, YMC GEL ODS）による分離

精製を繰り返し，新規化合物 3 種〔glansreginin C (1), ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D- 

xyloside (2), platycaryanin A methyl ester (3)〕，既知化合物 27 種〔glansreginic acid (4) 12,23）, 

glansreginin A (5) 12）, methyl gallate (6), ellagic acid (7) 24）, (+)-catechin (8) 25）, blumenol C 

glucoside (9), byzantionoside B (10) 26）, 4′-dihydrophaseic acid β-glucopyranose ester (11) 27）, 

5-hydroxytryptamine (12) 28） , valoneic acid dilactone methyl ester (13) 29） , ellagic acid

4-O-β-D-xyloside (14) 30）, glansreginic acid 8-O-β-D-glucoside (15) 31）, glansreginin B (16) 12）,

1,2,6-tri-O-galloyl-β-D-glucose (17), 1,2,4,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucose (18), 1,2,3,4,6-penta- 

O-galloyl-β-D-glucose (19) 32）, strictinin (20), isostrictinin (21) 33）, tellimagrandin I (22),

tellimagrandin II (23) 34）, casuarictin (24), pedunculagin (25) 35）, pterocarinin C (26) 36）, rugosin 

C (27) 37）, rugosin C methyl ester (28), casuarinin (29) 35）, euprostin A (30) 38）〕の計 30 種の

化合物を得た（Fig. 4）．既知化合物については，HPLC による標品との直接比較または

各種スペクトルデータの文献値との比較により同定した．また，既知化合物のうち 6 種

〔glansreginic acid (4), blumenol C glucoside (9), byzantionoside B (10), 4′-dihydrophaseic 

acid β-glucopyranose ester (11), glansreginic acid 8-O-β-D-glucoside (15), pterocarinin C (26)〕

についてはクルミからはじめて単離された．
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Fig. 4. Structures of compounds 1-30 
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1-3 新規化合物の構造解析

1-3-1 Glansreginin C の構造解析

Glansreginin C (1) は褐色無晶形粉末として得られ，高分解能 (HR)-ESI-MSの測定結

果より，m/z 943.2973に[M—H]−イオンピークを示し，分子式C44H52O21N2の化合物である

ことが示された．また，UVスペクトルにおいて，213，264 nmに極大吸収が観察された． 

1H-NMRスペクトル（Fig. 5）において，2つの1,2-2置換ベンゼン及び孤立メチレンに

由来するプロトンシグナル〔δ 6.86, 6.91, 7.03, 7.05, 7.28, 7.31, 7.39（2H）, 3.17（4H）〕

とβ-グルコースに由来するシグナルが観察され，これらは1H-1H correlation spectroscopy

（COSY）及びheteronuclear single quantum coherence（HSQC）の測定結果からも支持さ

れた．これらの他に互いにカップリングしたオレフィンプロトン（δ 6.22, 6.52, 7.22），

メチレン〔δ 2.13, 2.47, 2.54（2H）〕, メチン（δ 1.75, 4.09），メチルプロトン（δ 0.99）

がビニルメチルプロトン（δ 1.94）のシグナルとともにそれぞれ観察された．これらの

スペクトルデータは，glansreginin A (5) 12）のものと類似しており，その他のシグナルデ

ータを考え合わせると，5の構造にA部分がさらに1つ含む構造が推定された．1の構造
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は，13C-NMRスペクトル（Fig. 6），さらに酸加水分解の結果，glansreginic acid (4) 及び

4aを確認したことからも支持された． 

Fig. 5. 1H-NMR spectrum of 1 (500 MHz, MeOH-d4) 

Fig. 6. 13C-NMR spectrum of 1 (126 MHz, MeOH-d4) 
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構成糖については，既報39）に従い，L-cysteine methyl esterとo-tolyl isothiocyanateを用

いた糖分解物の誘導体化を試み，HPLC分析（RP-2）によりD-glucoseであることを確認

した．各ユニットのつながりを明らかにする目的で，heteronuclear multiple bond 

connectivity（HMBC）スペクトルを測定した結果，グルコースのH-1, 1′位（δ 4.14, 4.23）

からA部分のC-4, 4′位（δ 79.4, 79.5）への相関と，グルコースH-6, 6′位（δ 4.09, 4.19）か

らC-1″位及びC-10″位（δ 170.1, 173.9）への相関が認められた（Fig. 7）．Glucose の結

合様式については，それぞれH-1位のカップリング定数がともにJ = 8.0 Hzであったこと

から，β 配置であることが支持された．なお，C-4, 4′及びC-7"における絶対配置につい

ては未確定である．

以上のデータに基づき，特異な長鎖構造をもつジカルボン酸誘導体である本化合物の

構造を 1 のように決定し，glansreginin C と命名した． 

Fig. 7. HMBC spectrum of 1 (500 MHz, MeOH-d4) 

H
N O

HOOC
O

O
OH

OH

OH

OH2C

H3C

H3C

O

OH

H
N O

HOOC
O

O
OH

OH

OH

OH2C

O
2

4
4a

5

6

7

8
8a

1

9

6
2

5

3
4

1"
2"

7"

8"

10"

11"

12"

2'

4'

8a'

4a'
5'

6'

7'

8'

1'

2'

3'
4'

5'
6'

A

A

glc 
H-1, 1′

glc 
H-6, 6′

C-4, 4′

C-1″, 10″



- 13 -

1-3-2 Ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside の構造解析

Ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside (2) は淡褐色無晶形粉末として得られ，

HR-ESI-MS の測定結果より m/z 580.0522 に[M—H]-イオンピークを示し，分子式 C26H18O16

であることが示された．また，UV スペクトルにおいて ellagic acid ユニットに特徴的な

343，275，213 nm に極大吸収が観察された． 

1H-NMR（Fig. 8）及び 13C-NMR スペクトル（Fig. 9）において，ellagic acid に由来す

る芳香族領域の 1H 分のプロトンシグナル（δ 7.47，7.74）2 つ，12 個の芳香族炭素及び

2 個のカルボニル炭素〔δ 107.3，109.9，111.7，113.6，113.7，116.8，138.0（2C），141.4，

145.4，149.0，150.1，161.4，161.6〕が観察された．また，galloyl 基に由来する芳香族

領域の 2H 分のプロトンシグナル（δ 7.16），6 つの芳香族炭素と 1 つのカルボニル炭素

〔δ 110.5（2C），121.7，139.8，146.4（2C），168.2〕，及び 5 単糖に由来する 5 つのプロ

トンシグナルと炭素シグナルが観察された．また，HSQC 及び HMBC スペクトル（Fig.

10）の相関においても，ellagic acid ユニットと galloyl 基を有することが支持された．

5 単糖については，1H-1H COSY 及び 13C-NMR スペクトルのシグナルより，xylose 由

来のものと一致した．そこで，既報 39）に従い，酸分解後，糖を誘導体化して HPLC 分

析（RP-2）した結果，構成糖は D-xylose であることを確認した．結合様式については，
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H-1 位のカップリング定数が J = 7.5 Hz であったことから，β 配置であることが示され

た．各ユニットのつながりについて，HMBC スペクトルの測定の結果，xylose の H-1（δ 

5.07）から ellagic acid の C-4 位（δ149.0），xylose の H-3 位（δ 5.21）から galloyl 基の C-7‴

位（δ 168.2）に，それぞれ 3-bond coupling の相関が観察された（Fig. 11）．また，rotating 

frame nuclear Overhauser effect spectroscopy（ROESY）の測定から，xylose の H-1（δ 5.07）

と ellagic acid 部分の H-5（δ7.74）に相関が見られ，空間的に近接していることが示唆さ

れた．

以上のデータに基づき，2 の構造を ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside と決定し

た．

(c)
Fig. 8. 1H-NMR spectrum of 2 (500 MHz, MeOH-d4) 
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Fig. 9. 13C-NMR spectrum of 2 (126 MHz, MeOH-d4) 

Fig. 10. 1H-1H COSY spectrum of 2 (500 MHz, MeOH-d4) 
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Fig. 11. HMBC spectrum of 2 (500 MHz, MeOH-d4) 

galloyl-H 

H-5

C-4

C-7‴

 xyl 
H-1

xyl 
H-3



- 17 -

1-3-3 Platycaryanin A methyl ester の構造解析

Platycaryanin A methyl ester (3) は, 褐色無晶形粉末として得られ，HR-ESI-MS の測定

結果より，m/z 1117.1002 に[M—H]-イオンピークを示したことから，分子式は C49H34O31

であることが示された．また，UV スペクトルにおいて 280，222 nm に極大吸収が観察

された．

1H-NMRスペクトル（Fig. 12）において，芳香族領域にgalloyl基由来のシグナル（δ 7.16， 

2H，s）及び hexahydroxydiphenoyl（HHDP）及び tergalloyl 基由来のシグナル〔δ 6.87，

6.59，6.57，6.46，6.39（各 1H，s）〕と 6 単糖のプロトンシグナルが観察され，クルミ

から単離報告のある tergalloyl 基を有する platycaryanin A (3a) 40）とほぼ類似したシグナ

ルパターンを示した．異なる箇所をみると，1H-NMR 及び 13C-NMR スペクトル（Fig. 13）

において，メトキシ基 1 個に相当するシグナル（δH 3.82，δC 52.9）が観察されることか

ら， 3a のメチルエステル体であることが示唆された．Tergalloyl 基はリン酸緩衝液（pH 

7.4）中で，Smiles 転位反応により valoneoyl 基へ異性化することが知られており 41），3

についても valoneoyl 基に置き換わった rugosin C methyl ester (28) へ異性化することが
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考えられる．そこで，3 をリン酸緩衝液中（pH 7.4），室温下で反応し，逆相 HPLC（RP-3）

でモニターしたところ，反応開始 3 時間後に 28 と一致したピークを確認した（Fig. 14）． 

一方で，本分離精製には含水 MeOH を使用して行っており，それゆえ 3 は 3a の抽出

及びカラム操作等の調製時に生じたアーティファクトの可能性がある．そこで，クルミ

原料について MeOH を使用しない条件（70%含水アセトン）で抽出し，その抽出物につ

いて HPLC 分析を行った．その結果，3 に相当するピークが観察されたことから，本化

合物は天然物であることが示唆された．

以上のデータにより，3 の構造を platycaryanin A methyl ester と決定した． 

Fig. 12. 1H-NMR spectrum of 3 (500 MHz, Acetone-d6+D2O) 

Fig. 13. 13C-NMR spectrum of 3 (126 MHz, Acetone-d6+D2O) 
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Fig. 14. HPLC chromatograms of isomerization from platycaryanin A methyl ester (3) to 
rugosin C methyl ester (28) (RP-3) 
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1-4 クルミ特徴成分の解析

1-4-1 ナッツ類抽出物との成分比較

クルミ含有成分として30種の化合物を明らかにした．そこで，それら化合物をもとに，

クルミに特徴的な成分を検討することとした．入手した6種のナッツ類（アーモンド，

ピスタチオ，ヘーゼルナッツ，カシューナッツ，ピーカンナッツ，マカダミアナッツ）

について，クルミ抽出物とHPLC（RP-4）による成分比較を行った．各種溶媒で試料調

製をし，適切な分析条件について検討したところ，50% MeOHで調製したエキスで，ク

ルミにのみ顕著に認められるピークが保持時間25分付近に観察された（Fig. 15）．これ

まで同定した化合物を標品とし照合させたところ，このピークは，glansreginin A (5) で

あることが明らかとなった．本ピークは他のナッツ抽出物において主ピークとして観察

されず，また5はクルミから単離，構造決定されている化合物であることから12），クル

ミに特徴的な成分としてクルミ製品の開発の際の指標になり得ることが示唆された．
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Fig. 15. HPLC chromatograms of nut extracts (RP-4) 

(A) a: walnut, b: almond, c: pistachio, d: hazelnut, e: cashew nut, f: pecan nut, g: macadamia nut

(B) 3D chromatogram detected at 200-400 nm of walnut extract.

Glansreginin A (5) (A) 

b 

c 

d 

e 

f 

g 

a 

Glansreginin A (5) 

200 

nm

300 

400 0.0 

10.0

20.0

30.0

40.0

min

(B)



- 22 -

1-4-2 クルミ市販品中の glansreginin A の定量分析

クルミ特徴成分として見出したglansreginin A (GA) (5) について，クルミ市販品中の含

有を確認するため，市販の生クルミ2製品（製品A，B），これらをオーブンでロースト

したもの（製品A′，B′），さらに市販のローストクルミ2製品（製品1，2）について，50% 

MeOHで抽出した試料溶液を調製し，HPLC分析（RP-4）による絶対検量線法により定

量分析を行った．標品は，単離したGAを用いた．その結果，クルミ1 g中のGAの量は0.77

～1.14 mg/gとなり，すべての試料で定量値が算出できることが確認できた． 

生クルミとオーブンでローストしたものを比較すると，熱処理によるGAの定量値へ

の影響はなく，熱に安定であることが示唆された．また，クルミ1粒中のGAの量は1.76

～2.81 mgであることが明らかとなった（Table 1）． 

本結果から，クルミ市販品における定量分析が可能であることが示され，GAがクル

ミの指標となる特徴成分として支持された．

 

Products 
GA 

（mg/g） 
Average weight of 

a walnut（g） 
GA 

   in a walnut（mg/piece）

Raw walnuts 
A 0.77 2.86 2.20 

B 1.10 2.54 2.81 

Roasted walnuts 

A' 0.94 2.65 2.50 

B' 1.04 2.34 2.44 

1 0.83 2.13 1.76 

2 1.14 2.24 2.56 

Table 1. Amounts of glansreginin A in commercial walnuts 
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1-4-3 Glansreginin A の抗炎症活性

クルミの特徴成分としてglansreginin A (GA) (5) が示唆され，それゆえ，これを分析評

価することでクルミ由来の素材であることを担保することができる．一方で，本研究で

は，GA自体の生物活性についても検討することとした．活性については，近年，神経

疾患，生活習慣病，がん，自己免疫疾患など，多くの疾患は体内の慢性炎症が起因して

いることが指摘されていることから42），抗炎症作用に着目した．試験は in vivo試験とし

て，リポ多糖（LPS）誘発全身性炎症モデルマウスを用いた脳保護作用について検討す

ることとした43）．

6週齢の雄ICRマウスを用いて，対象（CON）群，LPS群，GA低用量投与群（GA-L），

GA高用量投与群（GA-H）とし，経口投与開始後7日目にLPS群，GA-L群，GA-H群に

LPSを腹腔内投与し，投与開始8日目にオープンフィールドテストによる行動実験，9日

目に解剖を行い，脳組織を免疫組織化学染色した．

オープンフィールドテストによる行動実験の結果，LPS群はLPSの投与により全身性

炎症を起こしてsickness behaviorを示し，CON群と比較して総不動時間が長い結果とな

った（**p<0.01）．一方，GA投与群であるGA-L群（##p<0.01），GA-H群（#p<0.05）で

はこれが有意に抑制された（Fig. 16）．それゆえ，GAの投与がLPS誘発性の不動時間の

延長を抑制することが示唆された．

次に脳切片を採取し，Iba1 抗体を用いて免疫組織化学染色した結果，海馬において

CON 群で静止型であるラミファイド型であったミクログリアが，LPS の投与により活

性型であるアメボイド型となっていることが確認された（Fig. 17）．この免疫陽性シグ

ナルを数値化すると，LPS 群のシグナル強度が GA-L 群で減少し（p＝0.056），さらに，

GA-H 群では有意に減少（##p<0.01）していることが示された． 
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以上の結果から，GA が抗炎症作用を持ち，脳内において抗炎症作用を示すことが示

唆された．
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Fig. 16. Total time of immobility in the open field test 

The values are mean ± SEM. The symbols indicate significant difference for the following 

conditions: CON vs. LPS (**p<0.01), LPS vs. GA-L (##p<0.01), and LPS vs. GA-H (#p<0.05). 
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Fig. 17. Effects of glansreginin A (5) on Iba1 immunoreactivity in the hippocampus 

(A) Sagittal sections were stained with the anti-Iba1 antibody. Scale bar = 100 μm.

(B) Quantitative analysis of Iba1-positive signals using ImageJ software. The values are mean

± SEM. The symbols indicate significant difference for the following conditions: CON vs. LPS

(**p<0.01) and LPS vs. GA-H (##p<0.01).
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1-5 小括

クルミに特徴的な成分を明らかにする目的で，二次代謝物として含有する UV 照射検

出成分について精査した結果，新規化合物 3種及び既知化合物 27種〔glansreginic acid (4), 

glansreginin A (5), methyl gallate (6), ellagic acid (7), (+)-catechin (8), blumenol C glucoside 

(9), byzantionoside B (10), 4′-dihydrophaseic acid β-glucopyranose ester (11), 

5-hydroxytryptamine (12), valoneic acid dilactone methyl ester (13), ellagic acid

4-O-β-D-xyloside (14), glansreginic acid 8-O-β-D-glucoside (15), glansreginin B (16),

1,2,6-tri-O-galloyl-β-D-glucose (17), 1,2,4,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucose (18), 1,2,3,4,6-penta- 

O-galloyl-β-D-glucose (19), strictinin (20), isostrictinin (21), tellimagrandin I (22),

tellimagrandin II (23), casuarictin (24), pedunculagin (25), pterocarinin C (26), rugosin C (27), 

rugosin C methyl ester (28), casuarinin (29), euprostin A (30)〕の計 30 種を単離，構造解析し

た．新規化合物 1 は，特異な長鎖構造をもつジカルボン酸の配糖体で，glansreginin C と

命名した．新規化合物 2 は，エラグ酸配糖体モノガレートで， ellagic acid 

4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside と決定した．新規化合物 3 は，platycaryanin A (3a) のメチ

ルエステル体で，アーティファクトではなく天然物であることが示唆され，platycaryanin

A methyl ester と決定した．また既知化合物のうち，glansreginic acid (4), blumenol C 

glucoside (9), byzantionoside B (10), 4′-dihydrophaseic acid β-glucopyranose ester (11), 

glansreginic acid 8-O-β-D-glucoside (15), pterocarinin C (26) は，クルミからはじめて単離

された化合物である．

含有成分として明らかにした30種の化合物をもとに，6種のナッツ類（アーモンド，

ピスタチオ，ヘーゼルナッツ，カシューナッツ，ピーカンナッツ，マカダミアナッツ）

について，クルミ抽出物とのHPLCによる成分比較を行った．その結果，クルミにのみ

顕著に認められるピークが観察され，glansreginin A (5) のピークであることが明らかと
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なった．本ピークは他のナッツ抽出物において主ピークとして観察されず，また5 はク

ルミから単離，構造決定されている化合物であることから，クルミに特徴的な成分とし

て適当であることがいえる．さらに，5について，クルミ市販品中の含有を確認するた

め，市販の生クルミ（及びそのロースト品）及びローストクルミについて定量分析を行

った結果．クルミ1 g中の5の量は0.77～1.14 mg/g（クルミ1粒に換算すると1.76～2.81 mg/

個）で，すべての試料で定量分析することができた．また，熱処理による5の定量値へ

の影響はなく，熱に安定であることが示唆された．このように，安定かつ定量分析が可

能であることから，5がクルミの指標となる特徴成分として支持された． 

クルミの特徴成分として5が提案されたことから，その生物活性について検討するこ

ととした．活性については，様々な疾患に対して慢性炎症の起因が影響していることが

指摘されていることを踏まえ，抗炎症作用に着目し，in vivo試験としてLPS誘発全身性

炎症モデルマウスを用いた脳保護作用について検討した．オープンフィールドテストに

よる行動実験の結果，5の投与がLPS誘発性の不動時間の延長を抑制することが示唆さ

れた．また，海馬におけるミクログリアのLPS誘発性過剰活性化を有意に抑制している

ことが示された．このように，5が抗炎症作用を持ち，脳内においても活性を示すこと

が示唆された．
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第 2 章 天然素材の特徴成分を指標にした製品化のための検討 

－機能性河内晩柑果汁の製品化における製法検討－

柑橘類の果皮には，ポリメトキシフラボン類やそれらの水酸化体が豊富に含まれるこ

とが知られており，抗がん，抗炎症，抗酸化活性等の様々な生物活性に寄与しているこ

とが報告されている 44）．最近の研究では，ポリメトキシフラボン類が脳機能活性に寄与

していることも知られており 45），その中で特に nobiletin（5,6,7,8,3′,4′-hexamethoxyflavone; 

NBT）は認知症予防に対する研究が精力的になされており，体内動態についても検討さ

れている 46-49）．近年，愛媛県が生産高全国 1 位である河内晩柑（Citrus kawachiensis）50）

の果皮成分中のポリメトキシフラボン類 3,5,6,7,8,3′,4′-heptamethoxyflavone（HMF）及び

auraptene（AUR）に脳保護作用の可能性が報告された 51-56）．さらに，AUR が高含量に

含まれる河内晩柑ジュースを調製し，マウスへの投与による試験，さらにヒト臨床試験

を実施し，抗炎症，記憶力の維持に有意な活性があることが報告されている 57,58）．天然

物を機能性素材として開発する場合，関与成分の含有を確認して製品化する必要性が求

められている．河内晩柑には AUR が他の柑橘類と比較して含量が高く，活性への寄与

も示唆されていることから本柑橘の特徴成分の一つとしてあげられ，AUR の含有によ

り同等性が確保され，品質評価への有用性が考察される．

本研究では，これまでの研究背景から機能性素材として河内晩柑に着目し，ジュース

としての製品化を例に，その調製法に関する検討について AUR をはじめとする柑橘機

能性成分の含有量を指標に実施した．具体的には，一般的なジュースの搾汁法として知

られている 2 つの搾汁法〔ベルト式搾汁法と JBT（以前 FMC，通称：インライン）搾

汁法 59）〕（Fig. 18）で調製したジュースについて，AUR をはじめとする柑橘機能成分の

含量を HPLC で検討した． 
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Fig. 18. Fruit of Citrus kawachiensis and the juice extractors: (A) belt-press extractor; (B) JBT 

extractor. 
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2-1 ジュース調製法による果汁中の柑橘機能性成分の比較

一般的な柑橘ジュースの搾汁機として使われるベルト式及びJBT式の2種の搾汁装置

を用いて河内晩柑果実のジュースを調製し，得られた各ジュースを試料として，逆相

HPLC分析（RP-5）を行った（Fig. 19）．検出されたピークについては，これまで単離し

た柑橘成分を標品として照合し，13種の化合物〔HMF (31)，NBT (32)，coniferin (33)， 

isoconiferin (34)，narirutin 4′-O-ꞵ-D-glucoside (35)，naringin 4′-O-ꞵ-D-glucoside (36)，syringin 

(37)，narirutin (NRTN) (38)，naringin (NGIN) (39)，marmin (40)，6′,7′-dihydroxybergamottin 

(41)，AUR (42)，bergamottin (43)〕を同定した27）．主な検出成分は，いずれの搾汁法に 

 

 Fig. 19. HPLC chromatograms of the juice prepared by (A) belt-press extractor and (B) JBT (at 

280 nm; RP-5). Chemical structures of the identified compounds were indicated in (A). 
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おいても果汁の主成分である39で，次いで38であった．主に果皮成分とされる42及び31

などのポリメトキシフラボン類は，ベルト式では明確なピークとして観察されたが，

JBT式ではごくわずかな検出であった．そこで，搾汁法による成分含量を比較検討する

ため，31，32，38，39，42の5成分量について定量分析を行った（Fig. 20）．その結果，

果皮成分である31，32，42についてはベルト式で調製した果汁の含有量が高く，42では

約2倍，31及び32では約7倍高含量であることが示された．一方，果皮及び果汁成分であ

る38及び39はインライン式で調製した方が約1.5～2倍含有量が高い結果となった．これ

は，ベルト式は果皮に直接圧力がかかり，それにより果皮成分が搾りだされることによ

る結果と考えられる．このように，搾汁法により対象となる機能関与成分の調製量が異

なることを示すことができ，これらを使い分けることにより，機能性食品としての製品

の効率化を向上させる例を科学的に示すことができた．

2-2 柑橘由来機能性成分の熱安定性
Fig. 20. AUR, HMF, NBT, NGIN, and NRTN contents in the juice squeezed by (A) betlt-press 

extractor and (B) JBT extractor.  

0

1

2

3

4

5

6

(A) (B)

AUR (42)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

(A) (B)

HMF (31)

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.07

0.08

0.09

(A) (B)

NBT (32)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

(A) (B)

NGIN (39)

0

2

4

6

8

10

12

(A) (B)

NRTN (38)

(mg/100 mL)



- 32 -

2-2 柑橘由来機能性成分の熱安定性

柑橘由来の機能性成分5種（31，32，38，39，42）について，ジュース中における熱

安定性について検討した．ベルト式搾汁法により調製した河内晩柑ジュースを試料とし，

密栓した試験管に入れ，沸騰水浴中で5成分の経時変化を逆相HPLC（RP-5）で分析した

（Fig. 21）．その結果，3，6時間後においても，各化合物のピークは観察され，ピーク

パターンはほぼ同じであったが，6時間後に42のピークが小さくなっていることがみら

れた．また，反応3時間後から分解物とみられるピークAが出現し，6時間後にそのピー

クは大きくなって観察された．このピークをカラムクロマトグラフィーにより単離し，

NMR等の機器分析データに基づき構造解析した結果，5-hydroxymethyl-2-furaldehyde60）

と同定した．本化合物は糖の分解物として報告があり61），それゆえ，ジュース中の糖が

熱処理により分解したものと考えられる．

熱処理したジュース中の各化合物の含量率の経時変化をみると．42は3時間以降，分

解が認められ，6時間後には約30%，10時間後には約40%の分解が認められた．これは

42がクマリン骨格を有し，それゆえ，ラクトン構造が加水分解により分解したものと考

えられる．一方，他の4化合物については，10時間後においても安定であることが示さ

れた（Fig. 22）． 

さらに，アルコール中における熱安定性について検討するため，5化合物のエタノー

ル中における熱安定性（～80℃）を検討した．その結果，24時間後の熱処理においても

分解は確認されず，アルコール中では安定であることが示唆された（Fig. 23）． 
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Fig. 21. (A) HPLC chromatograms (RP-5) and (B) 3D chromatograms of the juices following 

the heat treatment. The chemical structure of 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde is indicated. 
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Fig. 22. Time course of the content ratio of five citrus constituents in the heat-treated juice. 

Fig. 23. Time course of the content ratio of five citrus constituents in ethanol. 
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2-3 小括

柑橘類のジュースの搾汁機として使われるベルト式及びJBT式の2種の装置を用いて

河内晩柑果実のジュースを調製し，得られた各ジュースを試料とし，逆相HPLC分析を

行った．検出されたピークについては，これまで単離した柑橘成分を標品として照合し，

13種の化合物〔HMF (31)，NBT (32)， coniferin (33)， isoconiferin (34)， narirutin 

4′-O-ꞵ-D-glucoside (35)，naringin 4′-O-ꞵ-D-glucoside (36)，syringin (37)，NRTN (38)，NGIN 

(39)，marmin (40)，6′,7′-dihydroxybergamottin (41)，AUR (42)，bergamottin (43)〕を同定

した．主検出成分は，いずれの搾汁法においても果汁の主成分である39で，次いで38

であった．搾汁法による成分含量の違いを比較検討するため，31，32，38，39，42の5

成分量について定量分析を行い，31，32，42については，ベルト式で調製した果汁の含

有量が高く，42では約2倍，31及び32では約7倍高含量であることが示された．一方，果

皮及び果汁成分である38，39は，JBT式で調製した方が約1.5～2倍含有量が高い結果と

なった．

さらに，柑橘由来の機能性成分5種（31，32，38，39，42）について，ジュース中に

おける熱安定性について検討した．ベルト式搾汁法により調製した河内晩柑ジュースを

試料とし，密栓した試験管に入れ，沸騰水浴中での経時変化を逆相HPLCで分析した結

果，3，6時間後においても，各化合物のピークは観察され，ピークパターンはほぼ同じ

であったが，6時間後に42のピークが小さくなっていることがみられた．また，反応3

時間後から分解物とみられるピークが出現し，このピークについて分解物を単離し，

NMR等の機器分析データに基づき構造解析した結果，5-hydroxymethyl-2-furaldehydeと

同定した．熱処理したジュース中の各化合物の含量率の経時変化をみると．42は3時間

以降，分解が認められ，6時間後には約30%，10時間後には約40%の分解が認められた． 

さらに，アルコール中における熱安定性について検討するため，5化合物のエタノール
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中における熱安定性（～80℃）を検討した結果，24時間後の熱処理においても分解は確

認されず，アルコール中では安定であることが示唆された．
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まとめ 

本研究では，クルミに特徴的な成分を明らかにする目的で，二次代謝物として含有す

る UV 照射検出成分について精査した結果，3 種の新規化合物及び既知化合物 27 種の

計 30 種を単離，構造解析した．新規化合物 1 は，特異な長鎖構造をもつジカルボン酸

の配糖体で，glansreginin C と命名した．新規化合物 2は，エラグ酸配糖体モノガレート

で，ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside と決定した．新規化合物 3は，platycaryanin 

A のメチルエステル体で，アーティファクトではなく天然物であることが示唆され，

platycaryanin A methyl ester と決定した． 

クルミに特徴的な成分を明らかにするため，6種のナッツ類とクルミ抽出物のHPLC

による成分比較を行った結果，クルミにのみ顕著に認められるピークが観察され，

glansreginin A (5) のピークであることを同定した．また5について，クルミ市販品中の

含有を確認するため，市販の生クルミ（及びそのロースト品）及びローストクルミにつ

いて定量分析を行った結果，クルミ1 g中の5の量は0.77～1.14 mg/g（クルミ1粒に換算す

ると1.76～2.81 mg/個）で，すべての試料で定量分析することができた．また，熱処理

による5の定量値への影響はなく，熱に安定であることが示唆された．このように，安
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定かつ定量分析が可能であることから，5はクルミの指標となる特徴成分として支持さ

れる．

5の生物活性について，in vivo試験としてLPS誘発全身性炎症モデルマウスを用いた脳

保護作用について検討した結果，オープンフィールドテストによる行動実験では，5の

投与がLPS誘発性の不動時間の延長を抑制することが示された．また，免疫組織化学染

色により，海馬におけるミクログリアのLPS誘発性活性を有意に抑制していることが示

された．この結果から，5が抗炎症作用を持ち，脳内において抗炎症作用を示すことが

示唆された．

柑橘類のジュースの搾汁機として使われるベルト式及びJBT式の2種の装置を用いて

河内晩柑果実のジュースを調製し，HPLC分析を行った．検出されたピークについては，

これまで単離した柑橘成分を標品として照合し，主検出成分はいずれの搾汁法において

も果汁の主成分であるnaringin (39) で，次いでnarirutin (38) であった．搾汁法による成

分含量の違いを比較検討するため，3,5,6,7,8,3′,4′- heptamethoxyflavone (HMF) (31)，

nobiletin (32)，38，39，auraptene (42) の5成分量について定量分析を行い，31，32，42

については，ベルト式で調製した果汁の含有量が高く，42では約2倍，31及び32では約7

倍高含量であることが示された．一方，果皮及び果汁成分である38，39はJBT式で調製

した方が約1.5～2倍含有量が高い結果となった． さらに，柑橘由来の機能性成分5種（31，
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32，38，39，42）について，ジュース中における熱安定性について検討した．ベルト式

搾汁法により調製した河内晩柑ジュースを試料とし，密栓した試験管に入れ，沸騰水浴

中での5成分の経時変化をHPLCで分析した．その結果，3，6時間後においても，各化合

物のピークは観察され，ピークパターンはほぼ同じであったが，6時間後に42のピーク

が小さくなっていることがみられた．

熱処理したジュース中の各化合物の含量率の経時変化をみると．42は3時間以降，分

解が認められ，6時間後には約30%，10時間後には約40%の分解が認められた． さらに，

アルコール中における熱安定性について検討するため，5化合物のエタノール中におけ

る熱安定性を検討した結果，24時間後の熱処理においても分解は確認されず，アルコー

ル中では安定であることが示唆された．
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本研究において，天然物を機能性食品として開発する場合，素材の特徴成分の同定，

製品中における機能性成分の含有に関して，分子を指標にした薬学的検討についての一

例を示すことができた．これらは天然物を機能性素材として開発する場合，その品質保

証につながるレギュラトリーサイエンスに資する一データになり得ることが期待され

る．



実験の部
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NMR スペクトルは Bruker AVANCE500（Bruker BioSpin, Billerica, MA, U.S.A., 

1H-NMR：500 MHz，13C-NMR：126 MHz）を用い，溶媒シグナルをそれぞれ δH 3.30，δC 

49.0（MeOH-d4），δH 2.04，δC 29.8（acetone-d6）に設定し，測定を行った．ケミカルシ

フトはすべて TMS（tetramethylsilane）を基準にシフト値を δ（parts per million）値で表

示した．

旋光度は JASCO P-1020（JASCO Corporation，Tokyo，Japan）を用いて測定した． 

UV スペクトルは Shimadzu UVmini-1240（Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan）及び

JASCO V-530 (JASCO Corporation, Tokyo, Japan)を用いて測定した． 

MS スペクトルは  micrOTOF-Q [Bruker Daltonics, Billerica, MA, U.S.A., ESI-MS, 

HR-ESI-MS (positive, negative) : solvent acetonitrile or MeOH] を用いて測定した． 

カラムクロマトグラフィーの充填剤は，Diaion HP-20 (Mitsubishi Chemical Co., Tokyo,

Japan), Chromatorex ODS (Fuji Silysia Chemical Ltd., Aichi, Japan), Sephadex LH-20 (GE 

Healthcare, Little Chalfont, UK), Toyopearl HW-40F (Tosoh, Tokyo, Japan), YMC GEL ODS 

(YMC Co. Ltd., Kyoto, Japan), Sep-Pak Plus tC18 cartridge (Waters, Milford, MA, USA) を用

いた．

溶媒の濃縮，留去は，すべて 40℃以下のロータリーエバポレーターを用いて行った． 

HPLC は以下の条件で測定した． 

逆相 (Reversed phase) HPLC  

【RP-1】 

Column: L-column ODS (5 μm, 150 mm × 2.1 mm i.d. Chemicals Evaluation and Research 

Institute, Tokyo, Japan) 

Temperature: 40℃ 

Pump: LC-20AB (Shimadzu) 
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Injection volume: 2 μL 

Flow rate: 0.3 mL/min  

Detector: SPD-M20A (UV 254 nm, Shimadzu) 

Mobile phase: 5% acetic acid (solvent A) and acetonitrile (solvent B) [gradient: 0–30 min, 

0–50% B in A, 30–35 min, 50–85% B in A, 35–40 min, 85% B in A, 40–50 min, 85–100% 

B in A] 

【RP-2】 

Column: YMC-pack ODS-AQ (5 μm, 150 mm × 2.0 mm i.d.) (YMC Co. Ltd.) 

Temperature: 35℃ 

Pump: LC-20AT (Shimadzu) 

Flow rate: 0.2 mL/min 

Detector: SPD-20A (UV 250 nm, Shimadzu) 

Mobile phase: 10 mM phosphate buffer: acetonitrile (75:25) 

【RP-3】 

Column: YMC-pack ODS-AQ (5 μm, 150 mm × 2.0 mm i.d.) (YMC Co. Ltd.) 

Temperature: 40℃ 

Pump: LC-20AT (Shimadzu) 

Flow rate: 0.2 mL/min 

Detector: SPD-20A (UV 280 nm, Shimadzu)  

Mobile phase: 10 mM phosphate buffer: acetonitrile (8:2) 
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【RP-4】 

Column: L-column ODS (5 μm, 150 mm × 2.1 mm i.d. Chemicals Evaluation and Research 

Institute, Tokyo, Japan) 

Temperature: 40℃ 

Pump: LC-20AB (Shimadzu) 

Injection volume: 2 μL 

Flow rate: 0.3 mL/min  

Detector: SPD-M20A (UV 200－400 nm, Shimadzu) 

Mobile phase: 5% acetic acid (solvent A) and acetonitrile (solvent B) [gradient: 0–30 min, 

0–50% B in A, 30–35 min, 50–85% B in A, 35–40 min, 85% B in A, 40–50 min, 85–90% 

B in A, 50–55 min, 90–100% B in A, 55–60 min, 100% B in A] 

 

【RP-5】 

Column: L-column ODS (5 μm, 150 mm × 2.1 mm i.d. Chemicals Evaluation and Research 

Institute, Tokyo, Japan) 

Temperature: 40℃ 

Pump: LC-20AB (Shimadzu) 

Injection volume: 2 μL 

Flow rate: 0.3 mL/min 

Detector: SPD-M20A [UV 320 nm (AUR), 340 nm (HMF), 330 nm (NBT), and 280 nm 

(NGIN and NRTN), Shimadzu] 

Mobile phase: 5% acetic acid (solvent A) and acetonitrile (solvent B) [gradient: 0–30 min, 

0–50% B in A, 30–35 min, 50–85% B in A, 35–40 min, 85% B in A, 40–50 min, 85–90% 

B in A, 50–55 min, 90–100% B in A, 55–60 min, 100% B in A] 
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【RP-6】 

Column: L-column ODS (5 μm, 150 mm × 2.1 mm i.d. Chemicals Evaluation and Research 

Institute, Tokyo, Japan) 

Temperature: 40℃ 

Pump: LC-20AB (Shimadzu) 

Injection volume: 2 μL 

Flow rate: 0.3 mL/min 

Detector: SPD-M20A (UV 254 nm, Shimadzu) 

Mobile phase: 0.1% formic acid in distilled water (solvent A), 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B) [gradient: 0–30 min, 0–50% B in A, 30–35 min, 50–85% B in A, 

35–40 min, 85% B in A, 40–50 min, 85–90% B in A, 50–55 min, 90–100% B in A, 55–60 

min, 100% B in A] 

 

第 1 章の実験 

 

試料 

ナッツ類7種［クルミ，アーモンド，ピスタチオ，ピーカンナッツ（アメリカ産），

カシューナッツ（インド産），ヘーゼルナッツ（トルコ産），マカダミアナッツ（オー

ストラリア産）］は，LOHAS（Sapporo, Japan）より購入したものを用いた．サルモネ

ラ・ティフィムリウム由来のリポポリサッカラド（LPS）は，Sigma-Aldrich社（St. Louis, 

MO, USA）製を用いた． 

 

クルミの抽出・分画 

 クルミ可食部（4.5 kg）を80% MeOH（20 L）中でホモジナイズし，ろ過後，濃縮し，
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80% MeOHエキス（199.8 g）を得た．80% MeOHエキス（190 g）をDiaion HP-20カラム

クロマトグラフィー（5.5×40 cm）を行い，H2O，含水MeOH（10%→20%→30%→40%→ 

50%），MeOH（各3 L）で順次溶出させ，H2O画分（137.3 g），10% MeOH画分（9.1 g），

20% MeOH画分（7.4 g），30% MeOH画分（8.1 g），40% MeOH画分（6.8 g），50% MeOH

画分（5.9 g），MeOH画分（10.1 g）を得た． 

10% MeOH画分（4.0 g）をYMC GEL ODSカラムクロマトグラフィー（1.1×40 cm）

に付し， H2O，含水MeOH（10%→20%→30%→40%→50%），MeOHで順次溶出させ，

10% MeOH溶出部からglansreginic acid 8-O-β-D-glucoside (15)（93.2 mg）を得た． 

30% MeOH画分（5.0 g）をSephadex LH-20（2.2×30 cm）及びYMC GEL ODSカラム

クロマトグラフィー（1.1×40 cm）に付し，ellagic acid (7)（1.8 mg），5-hydroxytryptamine 

(12)（9.5mg），casuarictin (24)（697.6 mg）を得た． 

40% MeOH画分（5.0 g）をToyopearl HW-40F（2.2×40 cm），Sephadex LH-20（1.1

×40 cm），及びYMC GEL ODS カラムクロマトグラフィー（1.1×40 cm）に付し， 

platycaryanin A methyl ester (3)（6.7 mg），glansreginin A (5)（526.6 mg），ellagic acid (7)

（2.1 mg），1,2,4,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucose (18)（32.9 mg），1,2,3,4,6-penta-O-galloyl- 

β-D-glucose (19)（3.8 mg），tellimagrandin II (23)（76.1 mg），casuarictin (24)（153.6 mg），

pterocarinin C (26)（12.0 mg），rugosin C (27)（22.4 mg），euprostin A (30)（14.0 mg）を

得た． 

50% MeOH画分（4.0 g）をYMC GEL ODS（2.5×40 cm），Sephadex LH- 20（1.1

×40 cm，2.2×30 cm），Chromatorex ODS カラムクロマトグラフィー（1.1×40 cm）

に付し，glansreginin C (1)（32.3 mg），ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside (2)（6.0 

mg），platycaryanin A methyl ester (3)（12.0 mg），glansreginic acid (4)（9.6 mg），glansreginin 

A (5)（866.6 mg），ellagic acid (7)（116.1 mg），blumenol C glucoside (9) 及びbyzantionoside 

B (10) 混合物（22.8 mg），1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-β-D-glucose (19)（18.2 mg），rugosin 
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C methyl ester (28)（46.5 mg）を得た．  

MeOH画分（2.0 g）をToyopearl HW-40Fカラムクロマトグラフィー（2.5×40 cm）

に付し，含水MeOH（60%→70%），MeOHで順次溶出させ，60% MeOH溶出部からvaloneic 

acid dilactone methyl ester (13)（7.8 mg）を得た．  

さらに，クルミ（100 g）について80% MeOHエキス（6.6 g）を抽出し，同様にDiaion 

HP-20カラムクロマトグラフィー（3.0×40 cm）に付した．10～40% MeOH画分をYMC 

GEL ODS（1.1×20 cm，1.1×40 cm），Sephadex LH-20（1.1×40 cm），Chromatorex 

ODSカラムクロマトグラフィー（1.1×40 cm）に付し，glansreginin A (5)（9.6 mg），

methyl gallate (6)（5.4 mg），(+)-catechin (8)（1.4 mg），4′-dihydrophaseic acid β-glucopyranose 

ester (11)（2.5 mg），ellagic acid 4-O-β-D-xyloside (14)（10.3 mg），glansreginic acid 8-O- 

β-D-glucoside (15)（1.5 mg），glansreginin B (16)（1.7 mg），1,2,6-tri-O-galloyl-β-D-glucose 

(17)（1.0 mg），1,2,4,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucose (18)（1.9 mg），strictinin (20)（5.2 mg），

isostrictinin (21)（3.9 mg），tellimagrandin I (22)（5.6 mg），tellimagrandin II (23)（3.3 mg），

casuarictin (24)（15.9 mg），pedunculagin (25)（35.4 mg），rugosin C (27)（3.2 mg），casuarinin 

(29)（1.0 mg）を得た．  

得られた既知化合物については，各種機器分析スペクトルデータを文献値または標品

との直接比較により同定した． 

 

Glansreginin C (1) 

褐色無晶形粉末．UV λmax (MeOH) nm (log ε): 264 (4.38), 213 (4.89). [α]23
D-143° (c = 0.1, 

MeOH). HR-ESI-MS m/z: 943.2973 ([M—H]-, calculated for C44H52O21N2—H: 943.2990) and 

967.2941 ([M+Na]+, calculated for C44H52O21N2+Na: 967.2955). 

1H-NMR (500 MHz, MeOH-d4) δ: 7.39 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-5, 5′), 7.31, 7.28 (each 1H, t,  

J = 8.0 Hz, H-7, 7′), 7.22 (1H, d, J = 11.0 Hz, H-3″), 7.05, 7.03 (each 1H, t, J = 8.0 Hz, H-6, 6′), 
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6.91, 6.86 (each 1H, d, J = 8.0 Hz, H-8, 8′), 6.52 (1H, dd, J = 11.0, 15.0 Hz, H-4″), 6.22 (1H, dt, 

J = 15.0, 7.5 Hz, H-5″), 4.23, 4.14 (each 1H, d, J = 8.0 Hz, glc H-1, 1′), 4.19, 4.09 (each 2H, m, 

glc H-6, 6′), 4.09 (1H, m, H-8″), 3.31, 3.19 (each 1H, m, glc H-4, 4′), 3.27 (2H, m, glc H-2, 2′), 

3.17 (4H, m, H-3, 3′), 3.16 (2H, m, glc H-3, 3′), 2.98, 2.92 (each 1H, m, glc H-5, 5′), 2.54 (2H, 

m, H-9″), 2.47, 2.13 (each 1H, m, H-6″), 1.94 (3H, s, H-11″), 1.75 (1H, m, H-7″), 0.99 (3H, d,  

J = 7.0 Hz, H-12″) . 13C-NMR (126 MHz, MeOH-d4) δ: 179.9, 179.6 (C-2, 2′), 173.9 (C-10″), 

172.1 (2C) (C-9, 9′), 170.1 (C-1″), 145.0, 144.9 (C-8a, 8a′), 143.2 (C-5″), 140.4 (C-3″), 131.7, 

131.6 (C-7, 7′), 128.7 (C-4″), 126.8, 126.7 (C-5, 5′), 126.4, 126.1 (C-4a, 4a′), 126.1 

(C-2″),123.1 (2C) (C-6, 6′), 111.5, 111.4 (C-8, 8′), 99.8, 99.6 (glc C-1, 1′), 79.5, 79.4 (C-4, 4′), 

77.74, 77.70 (glc C-3, 3′), 75.5, 75.4 (glc C-5, 5′), 74.7, 74.6 (glc C-2, 2′), 72.1 (C-8″), 71.2, 

71.1 (glc C-4, 4′), 64.6, 64.3 (glc C-6, 6′), 42.44, 42.38 (C-3, 3′), 40.7 (C-9″), 40.0 (C-7″), 38.1 

(C-6″), 14.3 (C-12″), 12.8 (C-11″). 

 

Ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside (2) 

淡褐色無晶形粉末．UV λmax (MeOH) nm (log ε): 343 (4.03), 275 (4.54), 258(4.53). [α]25
D+ 

35° (c = 0.1, MeOH). HR-ESI-MS m/z: 585.0525 ([M—H]-, calculated for C26H18O16—H: 

585.0522) and 609.0465 ([M+Na]+, calculated for C26H18O16+Na: 609.0487).  

1H-NMR (500MHz, MeOH-d4) δ: 7.74 (1H, s, H-5), 7.47 (1H, s, H-5′), 7.16 (2H, s, galloyl 

H-2‴, 6‴), 5.21 (1H, t, J = 9 Hz, xyl H-3), 5.07 (1H, d, J = 7.5 Hz, xyl H-1), 4.10(1H dd, J = 5, 

10.5 Hz, xyl H-5), 3.89 (1H, ddd, J = 5, 9, 9.5 Hz, xyl H-4), 3.81 (1H, dd, J = 7.5, 9 Hz, xyl 

H-2), 3.58 (1H, brt, J = 10.5 Hz, xyl H-5). 13C-NMR (126 MHz, MeOH-d4) δ: 168.2 (galloyl 

C-7‴), 161.6(C-7), 161.4 (C-7′), 150.1 (C-4′), 149.0 (C-4), 146.4 (2C, galloyl C-3‴, 5‴), 145.4 

(C-3), 141.4 (C-3′), 139.8 (galloyl C-4‴), 138.0 (2C, C-2, 2′), 121.7 (galloyl C-1‴), 116.8 (C-1), 

113.7, 113.6 (C-5, 1′), 111.7(C-5′), 110.5 (2C, galloyl C-2‴, 6‴), 109.9 (C-6′),107.3 (C-6), 104.3 
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(xyl C-1), 78.2 (xyl C-3), 73.0 (xyl C-2), 69.4 (xyl C-4), 67.1 (xyl C-5).  

 

Platycaryanin A methyl ester (3) 

褐色無晶形粉末．UV λmax (MeOH) nm (log ε): 280 (4.48), 222 (4.97). [α]24
D+21° (c = 0.1, 

MeOH). HR-ESI-MS m/z: 1117.1002 ([M—H]-, calculated for C49H34O31—H: 1117.1011). 

1H-NMR (acetone-d6+D2O, 9:1) δ: 7.16 (2H, s, galloyl-H), 6.87, 6.59, 6.57, 6.46, 6.39 (each 

1H, HHDP and tergalloyl-H), 6.20 (1H, d, J = 8.5 Hz, glc H-1), 5.44 (1H, dd, J = 8.5, 10 Hz, glc 

H-3), 5.29 (1H, dd, J = 7, 13 Hz, glc H-6), 5.19 (1H, t, J = 10 Hz, glc H-4), 5.18 (1H, t, J = 8.5 

Hz, glc H-2), 4.49(1H, brdd, J = 7, 10 Hz, glc H-5), 3.89 (1H, d, J = 13 Hz, glc H-6), 3.82 (3H, 

s, -OCH3). 
13C-NMR (acetone-d6+D2O, 9:1) δ: 169.5 (2C), 168.8, 168.2, 168.1 (HHDP C-7, 7′, 

tergalloyl C-7, 7′, 7″), 165.2 (galloyl C-7), 149.3 (2C), 146.2 (2C), 145.2, 145.1 (2C), 144.9, 

144.5, 144.4 (HHDP C-4, 4′, 6, 6′, tergalloyl C-4, 4′, 6, 6′, galloyl C-3, 5), 142.2, 140.6, 140.0, 

139.9, 139.7, 137.0, 136.8, 136.5, 136.2, 131.3 (HHDP C-5, 5′, tergalloyl C-2′, 2″, 3″, 4″, 5, 5′, 

5″, galloyl C-4), 126.1, 125.8, 124.9 (HHDP C-2, 2′, tergalloyl C-2), 119.5 (galloyl C-1), 116.5, 

116.1, 115.0, 114.4, 113.9 (HHDP C-1,1′, tergalloyl C-1, 1′, 1″), 110.2 (2C) (galloyl C-2, 6), 

108.1, 108.0, 107.6, 107.2 (2C) (HHDP C-3, 3′, tergalloyl C-3, 3′, 6″), 92.2 (glc C-1), 77.1 (glc 

C-3), 76.0 (glc C-2), 73.3 (glc C-5), 69.1 (glc C-4), 63.4 (glc C-6), 52.9 (-OCH3).  

 

Glansreginin A (5) 

 1H-NMR (500 MHz, MeOH-d4) δ: 7.42 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-5), 7.24 (1H, dt, J = 1.5, 7.5 Hz, 

H-7), 7.19 (1H, d, J = 11.5 Hz, H-3″), 7.00 (1H, dt, J = 1.5, 7.5 Hz, H-6), 6.82 (1H, d, J = 7.5 

Hz, H-8), 6.48 (1H, dd, J = 11.5, 15.0 Hz, H-4″), 6.19 (1H, dt, J = 7.0, 15.0 Hz, H-5″), 4.21 (1H, 

d, J = 8.0 Hz, glc H-1), 4.18 (1H, d, J = 2.0 Hz, glc H-6), 4.15 (1H, dd, J = 4.5, 12.0 Hz, glc 

H-6), 3.93 (1H, dt, J = 4.5, 8.0 Hz, H-8″), 3.25-3.34 (2H, m, glc H-2, 4), 3.17 (1H, brt, glc H-3), 
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3.04 (1H, d, J = 15.0 Hz, H-3), 2.96 (1H, m, glc H-5), 2.92 (1H, d, J = 15.0 Hz, H-3), 2.42 (1H, 

m, H-6″), 2.37 (2H, m, H-9″), 2.11 (1H, m, H-6″), 1.93 (3H, s, H-11″), 1.71 (1H, m, H-7″), 0.94 

(3H, d, H-12″) . 13C-NMR (126 MHz, MeOH-d4) δ: 180.4 (C-2), 179.1 (C-10″), 175.2 (C-9), 

170.1 (C-1″), 144.6 (C-8a), 143.6 (C-5″), 140.5 (C-3″), 131.2 (C-7), 128.6 (C-4″), 127.1 (C-5), 

127.0 (C-4a), 125.9 (C-2″), 122.9 (C-6), 111.3 (C-8), 100.0 (glc C-1), 80.4 (C-4), 77.7 (glc C-3), 

75.6 (glc C-5), 74.7 (glc C-2), 72.5 (C-8″), 71.3 (glc C-4), 64.4 (glc C-6), 44.9 (C-3), 41.7 

(C-9″), 39.7 (C-7″), 38.2 (C-6″), 14.4 (C-12″), 12.8 (C-11″). 

 

Glansreginin C (1) の酸加水分解 

Glansreginin C (1)（0.2 mg）を H2O（0.2 mL）及び 1 mol/L HCl（0.1 mL）に溶解し，

沸騰水浴中で 3 時間加熱した．反応液を HPLC 分析（RP-6）し，glansreginic acid (4) 及

び 4a を確認した． 

 

Glansreginin C (1)，ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside (2) の糖の確認 

Glansreginin C (1)，ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside (2)（各 1.0 mg）に，それ

ぞれ 1 mol/L HCl（0.2mL）を加えて沸騰水浴中で加水分解し，Amberlite IRA400 で中和

した．反応液を留去後，それぞれの残渣に L-cysteine methyl ester hydrochloride・ピリジ

ン溶液（5 mg/mL）（0.2 mL）を加え，60℃の水浴中で 1 時間加熱した．反応後，o-tolyl 

isothiocyanate （5 mg/mL）（0.2 mL）を加え，60°C の水浴中でさらに 1 時間加熱した．

反応溶液を HPLC 分析（RP-2）した結果， 1 は D-glucose 誘導体の標品と， 2 は D-xylose

誘導体の標品とそれぞれ一致した． 

 

Platycaryanin A methyl ester (3) から rugosin C methyl ester (28) への異性化反応 

Platycaryanin A methyl ester (3)（0.1 mg）を 0.05 mol/L リン酸 buffer（pH 7.4）（0.1 mL）
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に溶解し，室温で 3 時間反応させた．反応液を HPLC 分析（RP-3）したところ，反応物

のピークは rugosin C methyl ester (28)のものと一致した． 

 

HPLC 分析におけるナッツ類の試料溶液の調製 

粉砕したクルミ及び 6 種のナッツ（各 100 mg）を，50% MeOH（1.0mL）で 5 分間超

音波処理により抽出した．遠心分離後，上澄みを試料溶液とし，HPLC 分析（RP-4）を

行った．Glansreginin A (5) の同定には，単離した化合物を使用した． 

 

定量分析におけるクルミ市販品の試料溶液の調製 

生クルミ 2 製品（製品 A，B）及びそれらロースト品（オーブンで 150℃，15 分間ロ

ースト，製品 A′，B′）について，各 10 粒を粉砕した．それぞれ 1 g を秤量し，50% MeOH

（10 mL）で超音波処理（5 分）した後，遠心分離（3,000 g，5 分間，室温）して上澄み

を得た．残渣に 50% MeOH（10 mL）を加え，同様の抽出操作を 2 回繰り返して上澄み

を 50 mL に定容し，試料溶液とした．標品とした glansreginin A (5) は，単離した化合物

を使用した． 

 

マウスへの glansreginin A (5) 及びリポ多糖（LPS）の投与 

6 週齢の雄 ICR マウスは，日本 SLC（Hamamatsu, Japan）から購入したものを用いた．

マウスは，23℃±1℃，12 時間明暗サイクルの条件下，動物実験室で管理し，水と餌は

試験期間中自由に摂取させた．すべての動物実験は，松山大学動物実験委員会による動

物実験ガイドラインに従い，プロトコル 16013 に沿って行った． 

マウスを，対照（CON）群（n=6），LPS 群（n=7），glansreginin A（GA）低濃度投与

群（GA-L）群（n=6），及び GA 高濃度投与群（GA-H）（n=6）の 4 群に分けた．CON

群及び LPS 群には溶媒（5% dimethyl sulfoxide/H2O），GA-L 群及び GA-H 群にはそれぞ
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れ 50 mg/kg，100 mg/kg の glansreginin A 溶液を 8 日間経口投与した．7 日目に，LPS 群，

GA-L 群，GA-H 群に対して LPS（1 mg/kg）を，CON 群には生理食塩水を腹腔内投与し

た．腹腔内投与翌日，オープンフィールドテストを行い，試験翌日に解剖した． 

 

オープンフィールドテスト 

オープンフィールドテストは，70 × 70 × 50 cm（L × W × H）の装置を用いた．マウス

を装置の中央に置き，10 分間の行動を測定した．総不動時間は，USB デジタルカメラ

に接続された ANY-maze ビデオトラッキングシステム（Stoelting, Wood Dale, IL, USA）

を使用して分析した． 

 

免疫組織化学染色 

マウスの解剖時，氷冷したリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で灌流をし，脳を採取後，

4% paraformaldehyde/PBS で固定した．その後，30 μm の厚さの矢状断切片を作製し，5%

ヤギ正常血清でブロッキングを行った．その後，抗 Iba1（ionized calcium binding adaptor 

molecule 1）ウサギポリクローナル抗体（Wako, Osaka, Japan）と EnVision-plus 

system-HRP-labeled polymer（抗ウサギ; Dako, Glostrup, Denmark）及び DAB（SK-4100; 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用いて免疫染色を行った．画像は，顕微鏡

（CX21; Olympus, Tokyo, Japan）を使用して得た．免疫反応性シグナルは ImageJ ソフト

ウェアを用いて定量した． 

 

統計分析 

各群のデータは，平均±SEM として表した．データは，対応のない t 検定または

Dunnett’s 多重比較検定（Prism6; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA）により分析した．

p 値が 0.05 未満の結果を有意とみなした． 
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第 2 章の実験 

 

試料 

河内晩柑（C. kawachiensis）の果実は，2014 年 6 月に愛媛県八幡浜市で収穫されたも

のを用いた．ベルト式柑橘搾汁機（Model No. SFP-2200; IKAWA IRON WORKS CO., LTD., 

Tokushima, Japan）及び JBT（旧 FMC） 柑橘搾汁機（Model No. 291/391; John Bean 

Technologies Corporation, Chicago, IL, USA）を用いて搾汁した．搾汁率は，それぞれベ

ルト式では 35.4% (v/ w)，JBT 式では 54.0% (v/ w)であり，排出された果汁量より算出し

た． 

HMF (31)，NBT (32)，coniferin (33)，isoconiferin (34)，narirutin 4′-O-β-D-glucoside (35), 

naringin 4′-O-β-D-glucoside (36)，syringin (37)，NRTN (38)，NGIN (39)，marmin (40)，

6′,7′-dihydroxybergamottin (41)，AUR (42)，bergamottin (43) の標品は，河内晩柑果皮より

単離したものを用いた．定量分析に用いた 31，32，38，39，42 の標品は，和光純薬工

業株式会社製（Osaka, Japan）を使用した．  

 

ジュース中成分の比較 

ジュース（各 50 μL，2 サンプル）に同量の MeOH を加え，超音波処理したものをフ

ィルター濾過（0.22 μm）し，試料溶液を調製した．標準品は，MeOH で希釈して標準

溶液を 0.1～10 μg/mL 濃度範囲で調製し，検量線を作成した．HPLC 分析は RP-5 の条件

で行った．定量分析は絶対検量線法により行った． 

 

ジュース及び柑橘由来成分の加熱処理 

ジュース（2 mL）をスピッツ管に密閉し，沸騰水浴中で加熱した．加熱後 1，3，6，

10 時間後に HPLC 分析（RP-5）をし，経時変化を測定した．熱分解後のジュースを YMC 
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GEL ODS-AQ 12S50 カラムクロマトグラフィー（ 1.1 × 36 cm）に付し，

5-hydroxymethyl-2-furaldehyde を得た． 

5-Hydroxymethyl-2-furaldehyde: 1H-NMR (MeOH-d4) δ：9.53 (1H, s, -CHO), 7.37 (1H, d,  

J = 3.5 Hz, H-3), 6.57 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-4), 4.60 (2H, s, H-6). 13C-NMR (MeOH-d4) δ：

153.9 (C-2), 124.8 (C-3), 110.9 (C-4), 163.2 (C-5), 57.6 (C-6), 179.4 (-CHO).  

各柑橘類成分〔HMF (31)，NBT (32)，NRTN (38)，NGIN (39)，AUR (42)〕はエタノー

ル（1.0 mg/mL）（2 mL）に溶解し，スピッツ管で密封して水浴中で加熱（～80℃）した．

加熱後 1，3，6，10，24 時間後に HPLC 分析（RP-5）を行った．  
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化合物番号 

 

1 Glansreginin C 

2 Ellagic acid 4-O-(3′-O-galloyl)-β-D-xyloside 

3 Platycaryanin A methyl ester 

4 Glansreginic acid 

5 Glansreginin A 

6 Methyl gallate 

7 Ellagic acid 

8 (+)-Catechin 

9 Blumenol C glucoside 

10 Byzantionoside B 

11 4′-Dihydrophaseic acid β-glucopyranose ester 

12 5-Hydroxytryptamine 

13 Valoneic acid dilactone methyl ester 

14 Ellagic acid 4-O-β-D-xyloside 

15 Glansreginic acid 8-O-β-D-glucoside 

16 Glansreginin B 

17 1,2,6-Tri-O-galloyl-β-D-glucose 

18 1,2,4,6-Tetra-O-galloyl-β-D-glucose 

19 1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl-β-D-glucose 

20 Strictinin 

21 Isostrictinin 

22 Tellimagrandin I 
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23 Tellimagrandin II  

24 Casuarictin 

25 Pedunculagin 

26 Pterocarinin C 

27 Rugosin C 

28 Rugosin C methyl ester  

29 Casuarinin 

30 Euprostin A 

31 3,5,6,7,8,3′,4′-Heptamethoxyflavone 

32 Nobiletin 

33 Coniferin 

34 Ioconiferin 

35 Narirutin 4′-O-ꞵ-D-glucoside 

36 Naringin 4′-O-ꞵ-D-glucoside 

37 Syringin 

38 Narirutin 

39 Naringin 

40 Marmin 

41 6′,7′-Dihydroxybergamottin 

42 Auraptene 

43 Bergamottin 


	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10



