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１．緒　言

　中国の四川省辺りが原産地である杜仲（トチュウ、

Eucommia ulmoides）は、トチュウ科トチュウ属トチュウ

という１科１属１種の非常に珍しい樹木である２）。樹皮は

中国で古くから生薬として用いられ、その効能は利尿、

強壮、降圧、強精作用等が知られている３）。その成

分はリグナン類（pinoresinol diglucoside、syringaresinol 

diglucoside など）およびイリドイド類（geniposide など）

などである４- ９）。また、杜仲の葉にも同様な薬理作

用があることが示唆されている３）。また、杜仲の生理

活性として抗酸化活性10,11）、抗 HIV 活性12,13）、および

コラーゲンの分解・合成能力の向上14,15）なども報告

されている。さらに、杜仲樹皮から熱水で抽出され、

アラビノース（Ara）、ガラクトース（Gal）、グルコー

ス（Glc）、ラムノース（Rha）およびガラクツロン酸

（GalU）が８：６：４：５：８から構成される多糖に免疫系

賦活活性があることが報告されている16,17）。

　われわれは先に、杜仲葉に含まれる炭水化物全体を

明らかにする研究を行った。その中で、杜仲樹皮か

ら得られた免疫賦活活性を示す多糖（Ara：Gal：Glc：

Rha：GalA ＝８：６：４：５：８）と類似構造を有する多糖

の存在が示唆された１）。

　そこで、本研究では杜仲葉のペクチン様多糖および

ヘミセルロース性多糖が、同様あるいは他の生理活性

を有するか否かを明らかにするため、免疫賦活活性の

有無をマクロファージの活性化を指標として明らかに

することを目的とした。

２．実験方法

２－１．試　料

　先の研究１）で、杜仲葉凍結乾燥粉末の80％エタノー

ル不溶性画分をシュウ酸アンモニウム、４％および

24％水酸化カリウムで順次抽出分画を行い、高分子ペ

クチン（PS-H）画分、低分子ペクチン（PS-L）画分、ヘ

ミセルロース -I（HC-I）画分、ヘミセルロース -II（HC-

II）画分、セルロース（CL）画分を得た（表１）。PS-H、

HC-I、および HC-II をそれぞれ DEAE-Sephadex A-25

クロマトグラフィーに供し、多糖の分画精製を行った。

PS-H の主要画分（PS-H-Ⅲ）と、HC-Ⅰの主要画分

（HC-Ⅰ-2、HC-Ⅰ-3）および HC-II の主要画分（HC-Ⅱ
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-1）はさらに DEAE-Sephadex A-25 陰イオンクロマト

グラフィーで分画精製を行った試料を用いた（図１）。

　各試料（PS-H-III-1～-5、HC-Ⅰ-2-a～-e、HC-Ⅰ-3-a～

-d、HC-II-1-a～-b）の収量は微量であったので凍結

乾燥物を1.0ml の蒸留水に溶解、0.22μm メンブレン

フィルターで濾過滅菌し、活性測定試料とした。細胞

投与後、各画分の糖濃度を、フェノール硫酸法（全糖

量）18）とカルバゾール硫酸法（酸性糖量）19）にて測定し

た。

２－２．マクロファージ活性化能の測定

　ヒューマンサイエンス研究資源バンクより分譲さ

れた、マウスマクロファージ様細胞株Ｊ774.1を用い

た。10%FBS を加えた RPMI-1640培地で培養した細胞

を、トリプシン消化により回収し、同培養液で1.0×

106 cells/ml に調整した。

　組織培養用96穴マイクロプレートに5.0×104または

1.0×105個のＪ774.1細胞を播種し、24時間培養した。

各画分を10% 濃度になるよう添加、さらに24時間培

養後、培養上清を採取した。対照とする多糖として、

グリコーゲン（Cont. : Final conc. 1mg/ml）を用いた。

　各画分の刺激によりＪ774.1細胞から産生される培養

上清中の NO2　を、Griess 測定試薬（Promega）により

測定した20）。

２－３．濃度依存性

　PS-H-Ⅲ-1～ -5画分について、1.0×105個のＪ774.1

細胞を播種し24時間培養後、各画分を５% および

20% 濃度になるよう添加、さらに24時間培養後の培

養上清を採取した。各画分の刺激によりＪ774.1細胞か

ら産生される培養上清中の NO2　を、Griess 測定試薬

（Promega）により測定した。

３．結果と考察

　マクロファージは刺激を受けて活性化すると、貪

食・殺菌能の上昇、遊走能の増加、フリーラジカルの

産生、サイトカインの産生等が起こり、これらの指標

を測定することによりマクロファージの活性評価が

可能となる21）。本実験では、マクロファージの活性評

価として、各試料の刺激によって誘導される NO2　を、

Griess 法により測定した。用いた多糖試料は先の実験

で調製したものであるが、表１に杜仲葉の細部壁の

多糖各画分の収量を示す。また、図１に PS-H、HC-I、

および HC-II の DEAE-Sephadex A-25 クロマトでの分

画精製の概略を、そして得られた各画分の構成糖組

成と投与糖量を表２に示す。各試料（PS-H-III-1～-5、

HC-Ⅰ-2-a～-e、HC-Ⅰ-3-a～-d、HC-II-1-a～-b）のNO 産

生に対する影響をまとめたのが図２である。

　PS-H-Ⅲ各画分の NO 産生に対する影響をみてみる

と、いずれも、無刺激群に比べて NO 産生量が増加し

ていることから、PS-H-Ⅲ画分のマクロファージ活性

化能が確認された。主成分となる PS-H-Ⅲ-3画分は、

中性糖側鎖の少ないラムノガラクツロナン多糖と考え

られるが、NO 産生量は最も少なく、中性糖比の多い

PS-H-Ⅲ-4や PS-H-Ⅲ-5画分の方が、最終糖濃度は少な

いが NO 産生量は多かった。このことから、ガラクツ

mg %

%

U.A. Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal 

PS-L 64.1 8.7 66.9 3.8 tr. 17.9 tr 0.5 1.8 9.1 

PS-H 311.9 42.4 77.9 1.4 - 9.7 tr. 0.4 1.3 9.2 

HC-I 83.0 11.3 23.1 3.6 0.8 25.7 8.9 0.6 7.9 29.4 

HC-II 117.8 16.0 tr. 1.7 3.6 16.2 18.4 1.9 27.6 30.6 

CL 158.6 21.6 tr. 0.7 0.1 4.4 0.8 1.1 91.8 1.1 

Total 735.4 100         

表１　杜仲葉細胞壁の多糖画分の収量と構成糖組成１）

凍結乾燥後粉末にした杜仲葉の80％エタノール不溶性画分を0.25％シュウ酸アンモニウム、４％および24％水酸
化カリウムで順次抽出分画を行い、ペクチン様物質（PS） 画分、ヘミセルロース -I （HC-I） 画分、ヘミセルロー
ス -II （HC-II） 画分とした。最終抽出残渣をセルロース（CL） 画分とした。PS 画分は透析操作により透析膜内液
の高分子画分（PS-H） と透析外液の低分子画分（PS-L） に分けた。

（凍結乾燥葉　3.972g より）
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図１　杜仲葉細胞壁多糖、高分子ペクチン画分 （PS-H）、ヘミセルロース -I 画分 （HC-I） および
　　　ヘミセルロース -II 画分 （HC-II） の DEAE-Sephadex A-25クロマトグラフィーによる分画精製の概略

PS-H をまず PS-H-I、-II、-III、-IV および -V に分画した（A）。主要画分 PS-H-III の再クロマトにより PS-H-III-1～
PS-H-III-5を得た（B）。HC-I をまず HC-I-1、-2、-3、-4および -5に分画した（C）。主要画分 HC-I-2の再クロマトに
より HC-I-2-a ～ HC-I-2-e を得た（D）。もう一つの主要画分 HC-I-3のリクロマトにより HC-I-3-a ～ HC-I-3-d を得た

（E）。HC-II をまず HC-II-1、-2および -3に分画した。主要画分 HC-II-1の再クロマトにより HC-II-1-a ～ HC-II-1-b を
得た（F）。詳細は先の研究１）を参照。
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ロン酸直鎖に結合したラムノース残基に、アラビナ

ン、ガラクタンあるいはアラビノガラクタンの中性糖

側鎖を有するオリゴ糖あるいは多糖が、マクロファー

ジを強く刺激する可能性が示唆された。

　HC-Ⅰ-2から得られた HC-Ⅰ-2-a、-b、-c 画分は、酸

性アラビノキシラン多糖とガラクタン、アラビノガラ

クタンの存在が示唆されたが、マクロファージ活性化

能は認められなかった。HC-Ⅰ-2-d および HC-Ⅰ-2-e 画

分は弱い活性が認められ、PS-H-Ⅲ画分と同様、中性

糖側鎖を有するラムノガラクツロナン多糖と考えられ

るが、ラムノースの比率が低く、アラビノース、ガラ

クトースの含有比が高いことから、主鎖が短く側鎖が

比較的長い多糖と考えられる。PS-H-Ⅲ画分に比べる

と最終糖濃度が低いため活性が弱いのか、糖鎖構造

の違いによるものかについては今後の検討が必要であ

る。

　HC-Ⅰ-3から得た HC-Ⅰ-3-a ～ HC-Ⅰ-3-d の各画分は

PS-H- Ⅲ画分よりは低いものの、いずれの画分もマク

ロファージの活性化能が認められた。HC-Ⅰ-3-c と -d

画分は、PS-H-Ⅲ画分に比べると中性糖鎖の少ないラ

ムノガラクツロナンが含まれていると示唆されたが活

性は低く、ウロン酸含有比が少なく、アラビノースお

よびガラクトースを多く含む HC-Ⅰ-3-a と -b 画の方が

最終糖濃度は HC-Ⅰ-3-c、-d 画分より低いが活性は高

かった。

　HC-Ⅱ-1-a 画分はキシログルカンであることが示さ

れているが１）、マクロファージの活性化能は認められ

なかった。ウロン酸を含む HC-Ⅱ-1-b 画分に弱い活性

が認められた。

　同様に全試料で細胞数を２倍にして行った結果を図

３に示した。若干 NO 産生量が減少したが傾向は等し

く、PS-H-Ⅲ画分の活性化能が高いことが示された。

　マクロファージの活性化能が認められた PS-H-Ⅲ各

画分の濃度依存性について検討した結果が図４に示し

た。PS-H-Ⅲ-１画分に、濃度に依存して活性が高くな

る傾向がみられたが、他の画分は濃度が高くなるにし

たがって活性が低くなる傾向が示された。低濃度領域

での再検討が必要と考える。

 (mg/ml) (mg/ml) U.A. Rha Fuc Ara Xyl Man Glc Gal 

PS-H- -1 0.53 0.71 54.1 4.5 tr. 19.5 - 0.8 3.7 17.4 

PS-H- -2 0.98 2.29 70.7 5.2 0.4 11.4 - - 0.9 11.4 

PS-H- -3 1.82 3.68 66.0 8.6 1.2 11.8 - - 0.6 11.8 

PS-H- -4 1.23 1.95 60.2 13.0 1.8 12.1 - - 0.7 12.3 

PS-H- -5 1.30 1.84 47.7 15.5 3.8 13.2 - - 3.0 16.8 

HC- -2-a 1.84 0.70 3.5 1.9 - 24.0 34.1 0.0 0.8 35.7 

HC- -2-b 1.69 0.69 3.5 4.1 - 30.8 21.2 0.3 1.2 39.0 

HC- -2-c 1.38 0.70 9.2 5.0 - 32.0 14.5 0.3 1.0 38.0 

HC- -2-d 0.90 0.53 15.2 5.4 - 33.6 10.8 0.4 1.1 33.6 

HC- -2-e 0.45 0.59 42.9 2.9 - 24.0 6.4 0.5 0.8 22.4 

HC- -3-a 0.69 0.41 11.5 3.8 - 35.3 8.1 1.3 1.3 38.7 

HC- -3-b 0.87 1.60 54.5 4.5 - 18.6 3.2 0.3 0.6 18.3 

HC- -3-c 0.87 3.16 89.2 1.3 - 3.1 0.7 0.2 0.2 5.3 

HC- -3-d 0.44 1.41 81.7 1.1 - 5.9 1.1 0.6 0.8 8.7 

HC- -1-a 1.37 0.32 0.0 0.5 7.3 5.1 20.1 3.6 43.1 20.4 

HC- -1-b 0.85 0.44 11.0 6.3 0.8 26.4 12.6 0.2 5.7 37.1 

表２ 免疫賦活活性測定に用いた杜仲葉細胞壁の多糖画分

a）フェノール・硫酸法での測定値（グルコース相当量） 
b）カルバゾール・硫酸法での測定値（ガラクツロン酸相当量）
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図２　杜仲葉細胞壁に由来する多糖各画分のマウスマクロファージ様細胞 J774.1に対する NO 産生誘導活性

図３　杜仲葉細胞壁に由来する多糖各画分のマウスマクロファージ様細胞 J774.1に対する NO 産生誘導活性
試料の濃度は図２の場合の２倍である。

図４　杜仲葉細胞壁に由来する主要高分子ペクチ画分 PS-H-Ⅲから得られた
　　　各多糖画分の濃度変化が NO 産生に及ぼす影響
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　これまで各種植物、動物、微生物由来の多糖類のな

かには in vitro や in vivo で種々の薬理作用を示すこと

が知られている21-24）。また、その一部の多糖について

はその作用メカニズムの解析も進められている。ある

種のアラビナン、ガラクタンもしくはアラビノガラ

クタンを側鎖に有するラムノガラクツロナンなどの免

疫機能調節作用も詳しく研究されている25）。今後、杜

仲葉に由来するペクチン様物質の詳細な構造解析を進

め、活性部位の特定あるいは糖鎖構造と活性相関の研

究が必要である。
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