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序　論

　地球の生物の中で最多の150万種ともいわれる昆虫は，約4億4600万年前

の古生代シルル紀に出現したと考えられており，大きな気候変動などの環境

変化に巧みに適応してきた．これに対し人類の出現は，新生代第四紀洪積世

の初めであり，50～100万年前のこととされている．原始時代の人間にとって，

生きることは食料を確保することであり，したがって昆虫とのかかわりも食

料としての利用だったと推測される（三橋1997）．糞石などの研究から身近

に存在する昆虫は，貴重なタンパク質源として食料にされていたことが解明

されている．また，膜翅目を中心とした昆虫による花粉媒介で結実した果実

や，旧石器時代（BC7000ころ）のスペインの洞窟壁画に描かれたような野生

ミツバチの巣から採れたハチミツは，人間にとって初めての甘味のある糖分

となったであろうと推測される．

　時代が進み，文明が発達するにつれ，カイコ，ミツバチなどの有用昆虫や，

一部地域での昆虫食，薬用，鑑賞用昆虫などを除いて，昆虫が人間のために

利用されることはほとんどなくなり，むしろ農作物を食い荒らしたり，吸

血・刺咬により病気を媒介するなど，人間の生活を脅かす存在として，物理的

のみならず，心理的にも排除されるようになった．

　近年，昆虫はその種の多様性と，卓越した環境適応能力により，改めて注

目され，残された地球の未利用資源であるとの認識が高まってきた．そして

わが国において，昆虫テクノロジーという新しい分野が生み出され，農業分

野をはじめ生命科学，医学，薬学，工学，心理学の分野にまで，その機能利用

が広がっている（鈴木，2005；鈴木ら，2006）．

　人間の生活や生命に危害を加える生物にはクマ，毒ヘビ，サメなどが存在

するが，現在の日本において，人間にとって最も危険な生物は，国内に7種類

存在する社会性昆虫のスズメバチ属（Vespa　mandarinia，　dueafis，没刀昆晦
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crabro，　dybowsk亘　simith’ma　and　athnis）である．彼らは巣を防衛する本能

が強く，一定の距離以上に近づくものを襲って毒針で刺す。その強力な毒成

分は，主にヒスタミン，セロトニンなどのアミン類，ペプチド（マストパラン，

マンダラトキシンなど），タンパク質（ホスホリパーゼ，プロテアーゼ）など

の混合成分からなり（Abe　et　aZ，1982；Nakajima　et　aZ，1985；Nakajima，

1986），刺された人の体質によってはアナフィラキシーショックを起こし，

厚生労働省人ロ動態統計によると，毎年30～40人の死亡が報告されている．

　またスズメバチは，特にセイヨウミツバチ（Apis皿ethTera）に甚大な被害

を与える天敵として養蜂家に恐れられている．セイヨウミツバチは，明治初

期にヨーロッパから移入されたが，その集蜜能力の高さ，逃去しないなどの

飼育上の扱いやすさから，在来種であるニホンミツバチ（Apis　eerana

iaponiba）による細々とした養蜂に取って代わった．しかし、秋期に襲来する

オオスズメバチ（Vespa　mandariru’a）に対して，集団ですばやくボール状に

取り囲み，胸部筋肉による発熱で蒸殺する行動をとるニホンミツバチとは異

なり，セイヨウミツバチは効果的な防御行動をとることができず，狙われた

コロニーは全滅する（Ono　et　aZ，1995）．キイロスズメバチ（Vespa

sim2Zbina）は，セイヨウミツバチのコロニーを全滅させることはないが，巣

の入り口近くを絶えずホバリングして，越冬に備えるための花蜜や花粉を採

集して帰巣するセイヨウミツバチの働蜂を多数獲っていく．秋期のスズメバ

チ属のコロニーでは新女王蜂，雄蜂の幼虫が数多く産出され，それらを育て

るために多量の昆虫類が必要であり，セイヨウミツバチを簡単に狩ることが

できる養蜂場は，スズメバチにとって都合の良い餌場となっている．

　一方，スズメバチ類は自然界において食物連鎖の上位に位置し，農作物を

食い荒らす害虫も狩るなど，生態系のバランスを維持する益虫としての一面

もある．また，「繁栄」や「団結」の象徴として，その巣を飾る風習も多くの

地域で見られる．特に長野県や岐阜県を中心とした山間部などでは，その幼
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虫，蝋が佃煮やさまざまな調理方法で食され，成虫も焼酎やハチミツに漬け

込まれて，伝統的な滋養強壮食品として利用されてきた（松浦，2002）．その

ような地域では，巣が最も成長しスズメバチが攻撃的になる9月から10月に，

自らの手でスズメバチ（特にクロスズメバチ　VesρUta属）の巣を探し捕獲

するのを無上の楽しみにしている人々がいる．彼らは採った巣の大きさや重

さを競ったり，料理して食べるだけでなく，将来にわたっての共生を考えて，

人工的にクロスズメバチの女王蜂を越冬させるなど，飼育法の確立にも努め

ている．人間とスズメバチとのかかわりがその土地の郷土文化の一端となっ

ている（野中，2005）．

　本研究のキイロスズメバチ（Vespa　simiLlima）は女王蜂，雄蜂，働蜂の三

つのカーストからなる社会性昆虫であり，成虫の体長は2～3cmと小型であ

るが，その巣は直径80cmほどの大きさになることもあり，性質は攻撃的で

ある．近年，特に都市部やその周辺で増加し，刺傷事故が問題となっている．

キイロスズメバチが増えた原因として，里山の生態系の頂点に立つ天敵のオ

オスズメバチが減少したことがあげられる．オオスズメバチは，土の中など

の閉鎖空間に営巣する種であるが，山地や森林が切り開かれ住宅地などにな

った結果，営巣する場所を確保しにくくなった．一方，キイロスズメバチは，

閉鎖空間，開放空間のどちらにも営巣し，人家の軒下や屋根裏，雨戸の戸袋

の中，換気口，床下などもよく利用する．また，巣が狭くなると引越しをする

性質を持っているなど，環境に適応する能力がとても高い（松浦，2005）．

　このような背景において，藤原養蜂場（岩手県　盛岡市）は，約25年前か

ら市役所や保健所，個人宅から依頼を受けてスズメバチの駆除を行ってきた．

駆除の対象となるスズメバチのほとんどは，人家に接する場所に営巣された

キイロスズメバチの巣である．最初の頃は，薬剤で駆除し処分していたが，

次第にその有効利用を考え，生け捕りにできた時は，巣（外被と巣盤），幼虫，

踊，繭，成虫に分け，商品開発を試みてきた．その結果，養蜂家が伝統的に行
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ってきた成虫をハチミツに漬け込んだ商品，ハチミツによって自然抽出され

た成虫のエキスを材料とした天然タイプの飲料剤，幼虫・蠣・成虫を混合し

て粉末化した商品，巣を粉末化した商品の4点を開発，販売している．飲料剤

については，ヒトに対して運動生理学的視点からの検証がなされた。その結

果，運動による糖質代謝と脂質代謝を高め，筋細胞の損傷や代謝障害を軽減

させるとともに，中枢神経系に関与する芳香族アミノ酸に影響を与える可能

性が示唆された（岩本ら，2008）．この飲料剤は，さまざまな分野の運動選手を

中心に使用されている（朝日新聞参照、1994）．また、スズメバチ類は蚕と同様

に，幼虫から蠕への変態期でタンパク質の糸を吐いて繭を作るが，この繭タン

パク質を抽出精製し，粉末状の精製ホーネットシルクを得た（独立行政法人

農業生物資源研究所との共同研究）．これがハロゲン化有機溶媒に可溶であ

ることを見出し，フィルム状，スポンジ状，繊維状などの形状に成型する方

法を確立した．繭のアミノ酸組成を調べたところ，蚕の絹タンパク質と比べ

てグリシンが1／4以下と少なく，アルギニン，スレオニン，グルタミン酸が5

倍ほど多く含まれる構成であること，さらにNMRによる解析の結果，αヘリ

ックスとβシート構造が共存していることが示唆された（Kameda・et・al．，2005）．

スズメバチの繭を有用生体素材として利用しようとする試みは初めてである

（特許出願公開番号2006－45076）．

　スズメバチ由来の商品としてはその他に，成虫と幼虫間の栄養交換と呼ば

れる行動の研究から生まれた合成飲料剤が，大手企業から販売されている．

この研究では，幼虫が唾液腺から分泌する栄養液のアミノ酸分析がなされ，

プロリン，トレオニン，グリシン，アラニン，チロシンのような遊離アミノ酸

が大量に存在すること，しかも同時に全ての必須アミノ酸も含むことが明ら

かにされた（Abe　et　al，1991；阿部，1995）．この結果からアミノ酸混合液を

合成し，動物実験を行ったところ，運動後の乳酸値が減少するなどの運動機

能の改善が実証された（Abe　et　aL，1995）．昆虫で発見された新しい生理機
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能を科学的に検証し，人間活動に役立てようとする良い例となっている．

　中国で最古の薬物書とされている後漢時代の「神農本草経」や，唐時代の

「新修本草」，宋時代の「証類本草」，明時代の「本草綱目」には，スズメバチ

類やアシナガバチ類の巣である「露蜂房」の記述があり，鼻炎，中耳炎，歯痛，

感染性および化膿性の皮膚疾患，皮膚の掻痒，乳腺炎，呼吸器疾患など，さま

ざまな症状に使用されてきた．また，スズメバチの幼虫は，霜焼け，魚の目な

どに潰して塗布したり，強壮剤として使用され，成虫は面庁などの腫れ物に

用いられてきたと記述されている（Namuba　et　aZ，1988）．韓国においても

スズメバチ類やアシナガバチ類の巣が伝統薬として利用されており

（Pemberton，1999），わが国でも漢方薬の一っの生薬として，驚甲煎丸や，

催乳方などの方剤として現在も用いられている．しかし，これらの利用は経

験則に基づいたもので，活性成分などの研究はほとんど報告されていない．

　現在わが国は，世界第一位の長寿国であるが，高齢化にともない悪性腫瘍

や認知症，代謝症候群の患者が増加し，一個人にとっても，また家庭や社会

全体としても大きな問題となっている．これらの疾患は，食生活を中心とす

る長期間の不適切な生活習慣により引き起こされることが多い．急性疾患や

感染症に大きな成功を収めてきた西洋医学は，現在のところ生活習慣病を克

服するにはいたっていない．このような中で，西洋医学以外のさまざまな医

療を行う代替医療が注目されている．漢方薬や健康食品もその範疇に含まれ，

毎日摂取する方剤や食品から生活習慣病などを治療，予防する目的をもって

いるが，科学的な根拠が示されているものはまだ数少ないのが現状である．

　本研究は，駆除したキイロスズメバチの有効利用と，キイロスズメバチ由

来の健康食品に科学的な付加価値を付けること，さらにキイロスズメバチの

生物薬剤としての可能性を見出すことを目的とし，第一章では成虫体の抽出

物から，記憶・学習向上機能と抗認知機能の探索を，第二章では巣抽出物から

の機能性成分の単離とその構造解析を試みた．
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第一章　成虫体抽出物からの脳機能向上作用の探索

　高齢化社会が到来したわが国におけるある健康意識調査によると，60才以

上の男女が日頃気にしている体調の第一位は、脳機能についてであるという．

もし毎日の“食べる”ことから記憶・学習を向上させる成分，抗認知効果の

ある成分を摂取できれば，高齢者に多い脳の病気の予防や，脳機能の活性化

に役立っと期待される．しかし，脳には血液脳関門が存在し血中物質の脳内

移行を制限しており，栄養学的に脳機能に良いと思われている成分も容易に

通過できない（Egleton　and　Davis，2005）．

　現在，社会問題になりつつあるアルツハイマー型痴呆では，早期から前頭

葉のグルコース代謝低下がPET（positron　emission　tomography）により認

められている（lshli　et　aZ，1997）．また，記憶に深く関係する海馬や，理解，

言語，記憶などの思考回路を司る大脳皮質の特定領域，なかでもアセチルコ

リンを神経伝達物質として神経終末から放出するコリン作動性ニューロンで

その変性，脱落が顕著であるが（Zeisel　et　al．，1981；Coyle　et　al．，1983），現

在，根本的な治療法はない．

　一方，記憶・学習のメカニズムは，海馬においてグルタミン酸作動性シナプ

ス伝達の長期増強（LTP、10ng　term　potentiation）が引き起こされること

（Bliss　and　LemQ，1973）が基本であると考えられている．学習によって獲得

された情報は海馬が中心となり，タンパク質合成に依存しない短期記憶から，

タンパク質合成を要する長期記憶へと固定化され，最終的には大脳皮質に貯

蔵されることが，さまざまな研究から示唆されている（Bontempi　et　al．，

1999）．

　これまでに抗認知などの脳機能の向上作用を示す天然物として，当帰菊薬

散（恥amat呂u　e蝕ム1999；Ueda庇友ム1996），イチョウ（Stackman　et　aL，

20⑪3；Das　et　al．，　2002），チョウセンニンジン（Yamaguchi　et　al・，1996；Jin
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θt　al．，1999），ガラナ（Espinola　et　aZ，1997）などが報告されている．これ

らの脳機能向上作用のメカニズムとしては，摂取することによってアセチル

コリン合成酵素の活性が上昇し，コリン作動性神経系が賦活する作用や，摂

取物中に存在するサポニン，タンニン，フラボノイドなどの抗酸化活性によ

る脳保護作用が示唆されている．

　昆虫関連物質では，カイコのシルクパウダーをマウスに経ロ投与し行動実

験を行った結果，一定の抗認知作用が認められている．その要因としてシル

クパウダーに約10％含まれているチロシンが，カテコールアミンの脳内濃度

を高めていると推測されている（大内ら、2001）．また，カイコ繭のフィプ

ロイン中に存在する特定のアミノ酸やペプチドに脳機能改善効果があるとい

う報告や（Lee　and　Kim，2005），水抽出プロポリスを投与したラットの海馬

の歯状回で，アセチルコリンを合成する酵素であるコリンアセチルトランス

フェラーゼの陽性度が高まる（鈴木ら，2002）という報告がある，

　また，スズメバチと同じ膜翅目に属するセイヨウミツバチの毒成分の中に，

アミノ酸22残基のMCDペプチド（mast　cell　destroying）カ§あり，これがラ

ット海馬のLTPの発現に関与していることが報告されている（Cherubini　et

al．，1987）．スズメバチからは，運動機能を改善する生理機能がすでに見出さ

れているが（阿部，1995），さらに新しい機能を探索するために，キイロスズ

メバチ成虫体の抽出物をマウスに経口投与し，（1）記憶・学習向上作用と，（2）

抗認知作用の探索を試みた．
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材料と方法

1．　供試試料

　キイロスズメバチ成虫の働蜂（Fig．　1）は，2001年8月と2002年9月に盛

岡市巣子地区，岩手大学農学部附属植物園内で，藤倉喜久治氏（滝沢村在住）

によって捕獲された巣より入手した．巣全体を一20℃で冷凍後，外被を取り

去り手早く働蜂を選択し，合計約500匹を一80℃で保存し以後の実験に使用

した．

2．　遊離アミノ酸分析

　昆虫卵からの遊離アミノ酸画分の抽出法（Suzu］d　et　aL，1984）に従って，

キイロスズメバチ成虫（働蜂）を3％スルポサリチル酸で磨砕，遠心し，上清

を濃度調整してアミノ酸アナライザー（JLC・500／V日本電子社製）にて測定し

た．標準アミノ酸混合液の解析結果との面積比より，濃度を算出した．

3．　成虫体からの抽出

（1）酸メタノール抽出法

　Fig．2に酸メタノール抽出法を示した（Tanaka　et　ai．，2003）．－80℃で保

存していた約180匹のキイロスズメバチ成虫（働蜂），約70gを予め冷却し

ておいた乳鉢に移し，冷酸メタノー・一一ル溶液（メタノール：水：酢酸＝90：9：

1）を成虫の5～10倍容加え磨砕した．磨砕物を0℃，　IO，OOOgで30分聞冷却

遠心機で遠心分離し，上清をフラスコに移して沈殿物に酸メタノール溶液を

加え，さらに磨砕し，前述と同様の操作を3回繰り返した．得られた上清を遠

心エバボレーターで濃縮し，10分間の熱処理を行った後、遠心分離した（0℃、

10，000g．20分間）．上清を計量しながらその4倍量の冷アセトンを力‖え，一

晩スターラーで携拝した．遠心分離（0℃，IO，OOOg，　30分間）後，上清を取り

9
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除き・沈殿を蒸留水に溶かして回収魂結乾燥し澱終的に約2．49の酸メタ

ノール抽出物（以下，AE）を得た．この抽出を実験期間中、繰り返し行った．タ

ンパク質除去や酵素失活により，AEVま主に遊離アミノ酸からポリペプチドを

含むと考えられる．

　　（2）2％NaCl’抽出法

　Fig．　3に2％NaCl抽出法を示した（Naya産証，1994）．－80℃で保存して

いた約100匹のキイロスズメバチ成虫（働蜂）を凍結乾燥した後，予め冷却

しておいた乳鉢に入れ磨砕し，冷アセトンを入れ30分間撹持した．次に0℃，

10，000gで20分間，冷却遠心機で遠心分離し，上清を取り除き沈殿物を25℃

で風乾してアセトン粉末を得た．200m1の冷エタノールをアセトン粉末に加

え，同様に遠心分離して上清を取り除き，沈殿物を風乾した．沈殿物に

100m1の冷2％NaC1を加え，保冷室で一晩撹］牛した後，遠心分離（0℃，

10，000g，　20分間）し，沈殿を除去して上清を得た．その上清をTbyo濾紙No．2

で濾過し，その濾液を透析膜（スペクトラ1ボア　CE，　MWCO：500，スペクト

ラム社製）に注入し，蒸留水中で一晩透析して無機塩類を除去し，凍結乾燥し

て約650mgの2％NaCl抽出物（以下，　NE）を得た．この抽出を実験期間中，繰

り返し行った．抽出過程において脂肪体と，透析膜（スペクトラ∫ボアCE，

MWCO：500，スペクトラム社製）の使用による分子量約500以下ペプチド

を除去することにより，NEは主にペプチドから比較的高分子タンパク質を含

むと考えられる．

4．　ハチミツの調製

　本研究ではキイロスズメバチ抽出物の他に，同じく膜翅目昆虫に属するセ

イヨウミツバチによりニセアカシアの花から採集されたハチミツ（藤原養蜂

場提供、以下　アカシアのハチミツ）を使用した．成分構成は，グルコース約

31％，フルクトース約43％，水分約21％（食品総合研究所，1973）で，その他

12
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に微量のビタミン，ミネラル，有機酸などが含まれる．アカシアのハチミツの

0．5％溶液（以下，HO）を作製し，実験に用いた．

5．　実験動物

　ICR系マウス（雌性　5週齢）を日本SLC社より購入し，1ケ・一一ジ6～7

匹で飼育を行った・餌は固形飼料（MEQ，オリエンタル酵母社製）を与え，

室温は23～25℃で，12時間明条件，12時間暗条件の環境下で飼育した．

実験のスケジュールをFig．4に示した．マウスを4群に分け，2％NaCl抽出

物（NE）は1日1匹当たり約2mg，また酸メタノール抽出物（AE）は1日

1匹当たり約3mgになるように水溶液の量を調製し，実験終了まで自由摂取

させた．他の2群にはアカシアのハチミツ0．5％溶液（且0）と，水（対照区

CO）を実験終了まで自由摂取させた．飲料と餌の摂取量は飼育開始から実

験終了まで2日に1回測定した．マウスの体重は飼育開始時と2回の注射

時に1匹ずっ測定し、さらに2日に1回ケージごとに測定した．マウスの個

体識別にはピクリン酸溶液を背中に塗布して行った．飼育開始から24日後

にステップスルー型受動的回避実験を2日間行い，その7日後からモリス水

迷路実験を9日間行った．モリス水迷路の訓練試行を始める2日前に，マウ

スの背中全体を市販の毛染めで黒く染め，画像解析用ビデオカメラで検出で

きるようにした．

6．　投与薬物の調製

　一時的な痴呆を起こさせる薬物として，ステップスルー型受動的回避実験

には，ムスカリン性アセチルコリン受容体の阻害剤であるscopolamine・HC1

（SIGMA社製）を体重1kgあたり0．5mg（Hiramashu　et　al．，1998），モ

リス水迷路実験には，グルタミン酸NMDA型受容体阻害剤である

MK・801（（＋）－5－Methyl・10，11・dihydro・5H・dibenzo［a，d】cyclohepten・5，10・

14
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Fig．4．　Expe血ienta1　schedUle＄，　for　memory　registration　in　a　passive　avoidance　task　and

a　Monis　water　maze　in　mice．
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imine（Tocris　Cookson社製）を予備実験により体重1kgあたり0．25mg使

用した．それぞれを生理食塩水で濃度調整し，ステップスルー型受動的回避

実験では皮下注射，モリス水迷路実験では腹腔内注射した．

7．　ステップスルー型受動的回避実験

　（1）装置

　Fig．5にステップスルー型受動的回避実験装置を示した（Mcgaugh　and

Landfield，1970）．ステップスルー型受動的回避実験法は，マウスやラット

などが暗い場所を好む習性を利用したもので，暗室へ進入することによって

与えられた電気刺激による嫌悪体験を記憶した動物が，再び同じ環境下に置

かれると暗室に入ろうとしないことを利用する．

　装置は白色光（15W）で照明した明室（幅19c皿，奥行き19．5cm，高さ

17．5cm）と，床に電気の通るグリットを取り付けた暗室（明室と同じ）から

なる，2室の間は可動式のギロチンドアで仕切られており，自由に開閉でき

る．

（2）手順

　実験を行う前に，ギロチンドアを開けた状態で明室にマウスを入れ，暗室

に入るまでの反応潜時を測定した．その潜時が60秒以上のマウスは正常では

ない可能性があり実験には使用できないが，そのようなマウスはいなかった．

　実験1日目は，ギロチンドアを閉めている閉室にマウスを入れ，30秒後に

ドアを開け，暗室に入るまでの反応潜時を測定し（以下，獲得試行

acquisition　trialとする），入ったらドアを閉め電気刺激（0．5mA，4sec）を

与えた．なおマウスの後ろ足が完全に入った時点で暗室に進入したものとし

て測定した．

　実験2日目（24時間後）に，ドアを閉めている明室にマウスを入れ，30

秒後にドアを開け，暗室に入るまでの反応潜時（最長180秒まで　以下同様）
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Fig・5・Step－through　passive　avoidance　apParatus．　It　consists　of　a　bright　colnpartment

（19×195×17．5cm）illuminated　by　fluorescent　light（15　W）and　a　dark　compartment

（the　same　size　as　the　bright　one）with　electrified　grid　floor．　The　two　compartments　are

divided　by　a　movable　guillotine　door，　which　could　be　opened　and　closed　freely．
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を測定した（以下、投与前試行post・shoek　tria1とする）．次に，体重1kg

あたりO．5mgのscopola皿ineを皮下注射し，15分後にドアを閉めている明室

にマウスを入れ、30秒後にドアを開け暗室に入るまでの反応潜時を測定した

（以下，投与後再生試行retention　trialとする）．

　1ケ月後再びpost・shock　trialと同じ試行を行い，反応潜時を測定した

（以下，1ケ月後再生試行1month　after　tria1とする）．

8．　モリス水迷路実験

（1）装置

　Fig．6に実験装置を示した（Morris，1981）．海馬による空間学習能力を調

べる代表的な実験法であり，マウスはプールの外にある物体や，光などの刺

激物の位置を頼りにプラットホームを探し，空間記憶を認識していると考え

られている．ノックアウトマウスやトランスジェニックマウスの記憶・学習

能力を調べるために頻繁に使用されている．

　実験設備は円形プール（直径100cm，深さ30cm）を用いた．円形プー一一…ルを

概念的に4分割し，マウスごとに定めた任意の4分円似下，クワドラントと

する）の中央部に透明なアクリル樹脂製のプラットホv・一・一一ム（直径10cm，高さ

19cm）を水面下1cmに設置した．室温・永温ともに常に25±1℃に保ち，泳

いでいるマウスから水面下のプラットホームが見えないように，白色のボス

ターカラーで水を濁らせた．さらに泳ぐマウスから実験者が見えないように，

プールは高さ80cmの台の上に設置した．実験期間中，実験室の中にある物

体とそれらの位置関係を常に同じ状態に保った．プールの中心上，水癬から

100cmの高さにカメラを取り付け，1秒間に2フレームずつ画像を戴り込ん

だ．この実験の解析には，NIH　lmage（米国Natienal　lnstitutes　ef　Kealth

で作製されたフリーウェア）をもとに作られた1mage　XX2．xx（O’fiara　＆　Co．，

Ltd．）を使用した．
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Fig．6．　Morris　water　maze．　It　consists　of　a　circular　pool（100　cm　in　diameter，30　cm　in　depth）

set　on　a　stand　80　cm　in　height．　A　clear　acryl　resin　platform（10　cm　in　diameter，19　cm　in

height）is　situated　l　cm　below　the　water　surface　at　the　center　of　a　quadrant　prepared　by

dividing　the　pool　conceptually　into　fbur　equal　parts．　The　room　and　water　temperatures　were

maintained　at　25±1°C，　and　the　pool　was　made　opaque　by　the　addition　of　white　poster　color．

Obj　ects　in　the　laboratory　and　their　mutual　locations　were　always　maintained　during　the

experiment．　A　camera　was　installed　above　the　center　of　the　pool　at　a　height　of　100　cm丘om

the　water　surface．
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　（2）手順

　訓練試行は毎日ほぼ同時刻から開始し，1匹のマウスにつき1日4試行，

8日間で合計32試行を行った．同一訓練日の4試行は，時間をあけず連続

して行った．4日目と5日目の間に1日休みを入れた．マウスごとに定めた

位置にプラットホームを設置し，プール側面の4つのスタート地点のうちプ

ラットホームが存在しないクワドラントのスタート地点から，壁面に向けて

マウスを水面に放すことによって試行を開始した．スタート地点は試行ごと

に変化させた．マウスカミプラットホームに到達するまでの時間を反応潜時と

し，試行時間は最大60秒とした，マウスが試行時間内にプラットホームに到

達した場合には，そのまま15秒間プラットホームにとどめた後で，タオルで

体を乾かし次の試行に移行した．60秒以内にプラットホームに到達できなか

った場合には，反応潜時は60秒とし，実験者がマウスをプラットホーム上に

移動させ，15秒間とどめた後にタオルで体を乾かし，次の試行に移行した．

　8目間の訓練試行終了後，実験9日目はプローブテストを行った．プロー

ブテストではプラットホームをプールから取り除き，各マウスを60秒間泳が

せた．このテストでは，プラットホームが設置されていた位置でのマウスの

横断回数（以下，crossing回数とする）を測定した（投与前試行pre　MK・801

tria1）．その後，体重1　kgあたり0．25mgのMK・801を腹腔内注射し15分

後にもう一度プローブテストを行い，crossing回数を測定した（投与後試

行），pre　MK・801　trialとpost　MK801　trialでの水泳速度も測定した．

　1ケ月後，訓練試行と同様に各マウスを4試行（1試行のつき60秒間）泳

がせて，反応潜時を測定した（1ケ月後再生試行　1　month　after　tria1）．

9．　統計処理

　2つの行動実験のどちらも，分散分析（ANOVA）で有意差が認められた場合

に，post　hoc検定のDunnett法を用いた．D皿nett法は，対照区に対して有意
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差が認められるかどうかを調べる検定法である．（受動的回避実験における同

群内の各試行間の検定については、po呂t・shock　tria1を対照区とし、その他の

行動実験の各検定においては、水群を対照区とした）．プローブテストにお

けるMK－801投与前後の同じ群内でのcrossmg回数の検定は，　t検定を行っ

た．マウスの飲料と餌の摂取量を比較する検定とマウスの体重変化の検定，

プローブテストでの水泳速度の検定では，分散分析（ANOVA）後，　post　hoc

検定の翫ker・Kramer法を用いた．

2u



結　果

1．　遊離アミノ酸分析

　キイロスズメバチ成虫（働蜂）の遊離アミノ酸の分析結果をTable　1．とFig．

7に示した．今回の分析によりキイロスズメバチ成虫体（働蜂）には，タウリ

ンが一番多く含まれ，次いでグルタミン，アラニンが多いことがわかった．

2．　実験動物

　1匹1日当たりの飲料と餌の平均摂取量の変化をFig．8に示した．飲料，

餌の摂取量ともに4群間では有意な差は認められなかった．4群間の体重にも

有意な差が認められなかった（Fig．9）．

3．　ステップスルー型受動的回避実験

　ステップスルー型受動的回避実験の結果をFig．10に示した，

各群のマウスの個体数は，コントロール群（以下，CO群）33匹，酸メタノール

抽出群（以下，AE群）23匹，2％NaC1群（以下，　NE群）32匹，アカシアのハ

チミツ0．5％溶液群（以下，HO群）32匹である．実験2日目のpost－shock　tria1

において明室に入れられたマウスは，前日の電気刺激を覚えているため，毛

を逆立てたり，脱糞，挙尾，不動など緊張した様子を示した．post・shock　trial

の最大値180秒に達したマウスは，CO群が25匹（約76％），AE群が13匹

（約57％），NE群が28匹（約88％），HO群が31匹（約97％）であった．

post・8hock　trialにおける4群間の検定では，且0％群（平均反応潜時1782秒）

に5％水準での有意差が認められた．NE群（同170．6秒）に有意差は認めら

れなかったが，平均反応潜時はHO群とほぼ同じであった．

scopolamineを皮下注射して行ったretention　trialでは，一時的な痴呆状態

のためマウスは明室内を盛んに動き回り，4群とも平均反応潜時が約90～120
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Table　1．　Amino　acids　content　of　adult　hornets（worker）

amino　acids Amino　acids　content（μmoles／9）

Phosphoserine

Taurine

Aspartic　acid

Threonine

Serine

Glutamic　acid

Glutamine

Glycine

Alanine

Valine

Isoleucine

Leucine

Tyrosine

NH3
0mithine

Histidi皿e

Camitine

Arginine

Proline

0」71±0．O“

8．99±0．104

0．457±0．122

0566±0．132

0．298±0」18

0．401±0．1ヨ0

6．584±1．412

0．723±0．141

3．486±0．797

0．540±0．lrア

0．238±0．123

0．24］±0．190

0．254：ヒ0．051

1．954±0．529

0．529±0．631

0．753±0．▲IO

O．702±0．174

1．324±0554

2．367±1．335

　10

　　9

　　8

　　7

ぎ6
25
ミ4

　　3

　　2

　　1

　　0

Tau Gln Gly AIa NH3 Arg Pro

Fig．7．　Distribution　of丘ee　amino　acid　s　in　adult　hornets．　Tau，　Tau血e；Gln，　Glutamine；

Gly，　Glycine；A14Alanine；NH3，　Ammonia；Arg，　Arginine；Pro，　Proline．
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and　70　days　of　ages．　Consumption　was　measured　every　other　day．　Controi，◇（n＝12），

acidified　methanol　extract，口，（n＝12），2％NaCl　extract，●，（n＝14），05％honey

solution，◎i），（n：＝14）．
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25



（o
●
口乃

　
』o
●
一

ロ
晶
仙5
0
』

晶
一　コ

ユ
●
ピ
の

200

150

100

50

o

acquisitio皿　　post－shock

　　　trial　　　trial

retention　1　month　after

　　trial　　　trial

Fig．10．　The　effect　of　Vespa　extracts　on　memory　registration　in　a　passive

avoidance　task　Mice　were　maintained　orally　with　four　sample
preparations（Contro1，■，n＝33；acidified　methanol　extract，■，n＝23；2％

NaCl　extract，口，nr32；0．5％hoコey　solution，勿，　n＝32）．　The　latency　time

of　the　post－shock　trial　and　retentioll　trial　was　measured　and　analyzed　l

month　after　the　first　tria1．　Data　are　expressed　as　the　mean±S．E．M．＊，　P

＜0．05，†，、P＜0．01　versus　the　col血01　gro叩and＃，P＜0．05，2＃　P＜0．Ol

versus　the　post－shock　trial　in　each　group（ANOVA　fbllowed　by　Durmett

test）．
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秒で暗室に入った．4群間での有意差は認められなかった．各群のpost－shock

trialに対するretention　tria1の反応潜時では，　AE群において5％水準で，そ

のほかの3群では1％水準での有意差が認められた．post・shock　tria1を行って

から1ケ月経過した時点で，1month　after　trialを行った．　NE群の1month

after　tria1の反応潜時は，　post－shock　tria1と比較してほとんど低下しておら

ず，4群間の検定で1％水準での有意差が認められた．同じく且0群は，5％水

準での有意差が認められた．各群のpost－shock　trialに対する1month　after

trialの反応潜時は，　CO群で1％水準の，　HO群で5％水準の有意差が認めら

れた．

4．　モリス水迷路実験

　モリス水迷路実験で，マウスが避難場所のプラットホームに到達するまで

の各群の平均反応潜時の推移をFig．11に示した．1日4試行の平均反応潜時

を各マウスごとに求め，さらに群ごとに平均反応潜時を求めた．各群のマウ

スの個体数は，CO群27匹，　AE群23匹，　NE群32匹，　HO群31匹である．

　訓練試行1日目は，全マウス115匹中の77匹（約67％）が4試行のうち

1試行も60秒以内にプラットホームに到達できなかった．しかし，訓練を重

ねるにしたがって，どの群も除々に反応潜時が短くなった．同一訓練日で4

群を比較したところ，6日目にHO群に5％水準での有意差が認められた．

　8日間の訓練が終了した翌日，プラットホームを取り除き，各マウスを1

分間泳がせるプローブテストを行った．MK・801を投与される前のマウスは，

どの群もあるべきプラットホームがなくてもその周辺を懸命に探す行動がみ

られた．しかし，一時的な痴呆を起こさせるMK・801を投与されると，投与

前とは違う不正確な軌跡を描いて泳いだ．

　プローブテストのpre・MK’801　tria1とpost・MK’801　tria1における水泳速

度の測定結果をFig．12に示した．　pre・MK　801tria1では，4群いずれも平均速
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maze．　Mice　were　maintained　orally　with　feur腿mple　preparations

（co血o蓋，◆，n＝27；acidified　metha血o茎extract〈AE）．橿，n＝23；2％Naα

extract（NE）△，n＝32；05％honey　so沁tion（HO）O，　nm31）．　The　1］蘇ency

time　fer　escaping　onto廿ie　platfo閲wa昼measured　fer　8　consecutive　days

and・then　l　month　after　the　first　trial（in・this¢ase，　contr⑪已＝1▲；AE，

n→1；NE，　n＝13；HO，　n＝12）．　Dataξ問expressed　as　the　me鋤まS．EM＊，

P＜0，05versus　the　control　group　fbr　each　day． iANOVA　fbllowed　by
Dunnett　test，　and　a　Iso　en　day　38，　ANOVA　fbllowed　by　Dwmewt号轟）．
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Fig・12．　The　average　speed　of　sWimming　in　the　probe　test．　The　le丘bar　of
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（control，　n＝27），　AE（acidified　methanol　extract，　n＝23），　NE（2％NaCl

extract，　n＝32），　HO（05％honey　solution，　n＝31）．　Data　are　expressed　as

mean±S．EM＊indicates　signi丘cant－difference　by　TUkey－Krarner　test，　P＜

0．05．
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度が21・3～23・7cmlsec・で有意な差はなかった．post’MK・801　trialでは，AE

群とNE群，　HO群の間にそれぞれ5％水準で有意な差が認められた

（Tuker－Kramer　test）．

　プラットホームを横切った回数（crossing回数）をFig．13に示した．　pre

MK－801trialでは4群全てでcrossing回数が，平均4回以上であり，一番多

いNE群では平均6．5回にも及んだ．　post　MK’801tialの4群間の検定では，

NE群が平均約4回で，1％水準で有意差が認められ，その他の3群は平均2回

前後にまで下がった．pre　MK801trialとpost・MK・801　trial間の検定では，

NE群に5％水準での有意差が，他の4群は0．1％水準での有意差が認められ

た（t検定）．

　ステップスルー型受動的回避実験と同様に，モリス水迷路実験においても

1　month　after　tria1を行った（Fig．11のday　38）．　CO群（n＝11）の平均反応

潜時は，23．5秒，AE群（n＝11）は25．5秒，　NE群（n＝13）は11．5秒，　HO群

（n＝12）は14．1秒であった．NE群の11．5秒は，訓練試行最終日の13．3秒よ

りさらに短縮されている．4群間における検定で，NE群とHO群に5％水準で

の有意差が認められた．
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Fig．13．　The　probe　test．　The　number　of　crossings　the　former　platform

quadrant　was　recorded　by　a　camera　insta皿ed　above　the　center　of　the　pooL

Data　are　expressed　as　the　mean±S．EM．†，」P＜0．Ol　versus　the　control　group

（ANOVA　followed　by　Du　nett　test），　and＃，P＜0．05，3＃，P＜0．001　versus

the　pre　MK－801　nial　in　each　group（Student’s卜test）．
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考　察

1．　遊離アミノ酸分析

　今回分析されたキイロスズメバチ成虫体（働蜂）の遊離アミノ酸組成にお

いては，タウリン，グルタミン，アラニンが多かった．タウリンがこのように

多い遊離アミノ酸組成は昆虫では珍しく，特徴的であると思われる（Table　1、

Fig．7）．

　タウリンは，メチオニンからシステインを経て生合成される含硫アミノ酸

であり，昆虫の脳においては全遊離アミノ酸の約16％を占め，グルタミン酸

（20％）に次ぐ量で存在する（Bicker，1991）．感覚情報を中枢に伝えて，こ

れを統合する系において修飾的な働きをする抑制性物質であることが示唆さ

れている．さらにタウリンには，交感神経を抑制して血圧を下げ，脳卒中の

発症頻度を下げる効果があることが，脳卒中・心血管疾患を頻発するラット

を使った実験で証明されている（家森1997）．

　行動実験でマウスに経口投与したスズメバチ酸メタノール抽出物には，本

実験で分析された遊離アミノ酸組成が含まれていると推察される．

　キイロスズメバチと同じ膜翅目昆虫であるセイヨウミツバチ（雄蜂）の羽

化3日前の蠕を分析したデータ（日本食品分析センター，1994）によると蠕

100g中，約42gがアミノ酸（必須アミノ酸を全て含む）の形で存在している．

　今回のキイロスズメバチは，成虫の働蜂だけのアミノ酸分析であったが，

今後は，女王蜂や雄蜂，蠕や幼虫のアミノ酸分析も行って比較し，有効利用

に役立てたいと考える．

2．　ステップスルー型受動的回避実験とモリス水迷路実験

　ある情報が記憶として確立するまでには，獲得・保持・再生という3つの

過程を経なければならず，これらのうち一つでも障害を受ければ，記憶・学習
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障害が発生することになる．本研究では，二つの行動実験のいずれも記憶の

再生の過程において薬物で障害を起こさせ，試行を行った（retenti皿trial）．

ステップスルー型受動回避実験では，一時的な痴呆を起こさせる薬物として

scopolamine－HCIを使用した．アセチルコリン受容体にはニコチン，及びム

スカリンに結合する二つのタイプが存在する．scopolamineは，投与するこ

とによりアセチルコリンが受容体に伝達しなくなる．アルツハイマー型痴

呆の原因の一一つがコリン作動性ニューロンの脱落であるから，マウスへの

scopolamine投与によって一時的にアルツハイマー型痴呆と似た状態になる

のではないかと考えられる．scopolamine投与後のretention　trialでは，各

群内で投与前試行と比較するとすべての群で有意な差が認められた．このこ

とは，どの群にもscopolamineに対する抗認知効果はなかったことを示して

いる．

　一方，水迷路実験のプローブテストでは，一時的な痴呆を起こさせる薬物

としてMK・801を使用した．海馬をはじめ脳の中で最もよく使われている神

経伝達物質はグルタミン酸で，記憶や学習などの高次機能に重要な役割を果

たしている（Watkins　and　Jane，2006）が，　MK－801は，グルタミン酸の

NMDA型受容体の阻害剤である（Coan　et　al，1987）．NE群は，　MK801投

与後も4群間においてcrossing回数が有意に多く，また，　MK・801投与前の

コントロール群と同等であり、一定の抗認知作用が認められた（Fig．13）．

　覚えたことは長期間，保持することができ，さらに再生できてこそ記憶と

しての意味があると考える．そこで，二つの行動実験において1ケ月後の記

憶能がどう変化したかを測定した．その結果，ステップスルー型受動的回避

実験の1month　after　trialの反応潜時は，1日後の反応潜時と同等で記憶が

よく保持されており（Fig．10），モリス水迷路実験の1　month　after　tria1の

反応潜時は，訓練最終日の反応潜時をさらに短縮した（Fig．11）．ラットを使

った水迷路実験において、学習能力と海馬のLTPの大きさには正の相関関係
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があり，記憶力のよい個体ほどLTPが起きやすく，逆に記憶力のよくない個

体は小さなLTPしか生じないことが報告されている（Kleschevnikov　and

Marchbanks，　1993）．NEを摂取することと，LTPを引き起こすことが関係し

ているとすれば興味深い．

　以上，二つの行動実験の結果から，NEを投与されたマウスにおいて，特に

1month　after　tria1における長期記憶能の向上効果と，グルタミン酸受容体

阻害剤であるMK・801に対する一定の抗認知効果が認められることが示され

た。一方，AE群は全ての試行においてコントロール群と同程度で，記憶・学

習の向上効果や抗認知効果は認められなかった．

　今回の実験でマウスに摂取させたスズメバチ成虫体のNE抽出物は主にペ

プチドから高分子タンパク質を含んでおり，一方AE抽出物は，熱処理を行っ

たことからタンパク質は失活し，遊離アミノ酸からポリペプチドを含むと考

えられる．これらはいずれも摂取後消化され，アミノ酸やオリゴペプチドに

分解，吸収され血液を通って全身の組織で利用される．

　食餌タンパク質の質的変化により，脳のタンパク質代謝にどのような影響

があるかをラットで調べた実験力sある（Y（）kogoshi　et　aL，1992）．その中で、

栄養価の異なるカゼイン，小麦グルテン，ゼラチンを用いたところ，栄養価

の低い食餌タンパク質（ゼラチン）では，大脳皮質，海馬，小脳などでの脳内

タンパク質合成能と合成速度は低下しており，一方，必須アミノ酸が全て含

まれ，かつその必要量が満たされている良質のタンパク質（カゼイン）を摂

取させた場合には，それらは増加していた．本研究で使用したマウスには，

アミノ酸がバランスよく配合された固形飼料を与えている．4群閲の餌量に

は有意な差はなく，どのマウスも毎日約1gのアミノ酸バランスのとれたタン

パク質を摂取していることになり，体の機能をはじめ，脳のタンパク質代謝

回転などにも問題はないと推察される．この餌からのタンパク質に加えて，

酸メタ群のマウスは約3mgの抽出物（遊離アミノ酸からポリペプチドを含む）
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を，NE群のマウスは約2mgの抽出物（ペプチドから高分子タンパク質を含

む）を毎日摂取しているが，この量では餌由来のアミノ酸バランスを変化さ

せる可能性は少ないと考えられる．さらに，NE中のNa含量を原子吸光分析

法により測定したところ，60μg／mgであり，マウスが一日分の餌から摂取す

る約12mgのNa量と比較して問題のない量と判断した（データ省略）．すな

わち，二つの行動実験におけるAE群とNE群の結果の明らかな違いは，　NE

中に存在が予想される生理活性ペプチドによる可能性が高いと考えられる．

　食品タンパク質の消化によって，神経系，免疫系，内分泌系などに作用す

る潜在的な生理活性ペプチドが派生することが報告されている．例えば，カ

ゼイン，乳清タンパク質，血液タンパク質，植物タンパク質の消化物にも血

液・脳関門を通過し得るオピオイドペプチドが存在することが発見され，外

因性オピオイドペプチド，　exorphinと総称されている（Yoshikawa　and　Chiba，

1992；zioudrou　et　al，1979）．その中には，小麦から単離されマウスの学習を

促進するペプチド，gulten　exorphin　A5（Gly－’lyr－T3・r’Pro－Thr）があり，ステ

ップスルー型受動的回避実験において有意に反応潜時を高めたことが報告さ

れている（Takahashi，θt　al．，2000）．

　今回の実験では，対照区の水，2種類のスズメバチ抽出物の他に，同じ膜

翅目昆虫のセイヨウミツバチの生産物であるアカシアのハチミツ0．5％溶液

（HO）を用いた，　HOには，各指標において記憶・学習の向上効果がみられ

た．アカシアのハチミツには，グルコースが約30％，フルクトースが約40％

含まれている．グルコースは，脳の唯一のエネルギー源であり，記憶・学習の

向上に効果があるという知見（Benton　et　aZ，1994など）が多数出されており，

今回の実験結果もそれらを支持するものである．PET（positron　emission

to皿ography）によって，グルコース代謝が活発な部分が脳の活性化している

ところであり，またアルツハイマー症の患者では，グルコースの取り込みが

大脳皮質などで大きく低下していることが解析されている（lshii　et　aL，
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1997）．マウスがグルコースを取り続けることで脳が常に活性化しているこ

とが示唆される．また，グルコース摂取による血糖の上昇，インスリン分泌

の充進が、餌由来の血中トリプトファン比の増加を引き起こし、脳内へのト

リプトファンの取り込みを増やし，最終的に脳内セロトニンが増加して記

憶・学習向上に効果を与えた可能性も考えられる．

　脳の高次機能は非常に複雑であり，さまざまな系の相互作用で成り立って

いる．最近ではマウスの脳の中で，長期増強を誘発しやすくするために

NMDA受容体を増やしたり（Tang　et　aL，1999），分子モーターの1種であ

るカイネシン　スーパ・一一一・一ファミリー　プロテイン（KIFs）を増やした結果，記

憶・学習能力が向上したとの知見が報告された（Wong　et　al．，2002）．脳の中

には，酵素，受容体，イオンチャンネル，輸送体，神経栄養因子など多種多様

なタンパク質や，脳内モルヒネをはじめ100種類以上のペプチドが存在して

機能しており，記憶・学習の向上にもそれらが複雑に関わっていることが解

明されつつある．また、脳以外の経路としてペプチドがホルモン系に作用し

て，記憶・学習の向上に影響を与える可能性も考えられる．

　本研究では，キイロスズメバチ2％NaCl抽出物に脳機能向上効果を見い出

すことができたが，その作用機序は不明であり，突出したタウリン含量も考

慮しつつ，特異的なアミノ酸代謝一ペプチ彫タンパク質プールから，記憶・学

習の向上に機能する物質の同定が極めて重要になる．さらに，機能的な物質

の同定後はマウスの海馬に発現しているアセチルコリン合成酵素の活性変化

を免疫組織化学の手法で調べる実験などを試みたい．また，放射状迷路やT

字迷路など，より多くの行動実験を追加し，脳機能向上作用をさらに解析す

る必要があると考える．
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摘要

　本研究では，キイロスズメバチ（Vesρa　similk’ma）の成虫（働蜂）の遊離

アミノ酸を分析したうえで，酸メタノL…一ル抽出法と2％NaC1抽出法により抽

出物を調製してマウスに経口投与し，二つの行動実験を行って，（1）記憶・

学習向上効果，（2）抗認知効果がみられるかどうかを解析した．

　酸メタノール抽出法では，主に遊離アミノ酸からポリペプチドまでが抽出

され，2％NaCl抽出法では，主にペプチドから比較的高分子タンパク質までが

抽出されていると考えられる．

　マウスやラットを用いて学習や記憶を評価するための実験法には，多くの

種類があるカS，本研究ではステップスルー型受動的回避実験法とモリス水迷

路実験法を行った．

1．キイロスズメバチの成虫（働蜂）の遊離アミノ酸組成は，タウリン，グ

ルタミン，アラニンなどが多いことが示唆された．昆虫体のアミノ酸組成で

タウリンが多いものは珍しく，特徴的である．

2．二つの行動実験の結果から，2％NaC1抽出法によるキイロスズメバチの

成虫（働蜂）の抽出物を摂取することにより，特に長期的な記憶能を向上さ

せ，またグルタミン酸受容体阻害剤（MK・801）による一時的な痴呆を抑える

一定の効果があることが示唆された．

　一方，酸メタノール抽出法による抽出物を摂取したマウス群は，すべての

試行において対照群と同様の結果であり，効果が認められなかった．
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第二章　巣からの生理活性物質の解析

　キイロスズメバチの巣は，働蜂が樹皮や朽木を醤りとって唾液と混ぜ，直

径5mmほどのパルプ状にした材料を大顎で引き伸ばして造られる．現在使

われている紙（洋紙）は，スズメバチが朽木や樹皮から巣を造るのを見たフ

ランスやドイツの研究者によって発明された（町田，1981）（McGovern　et　al．，

1988）．巣材として用いられる樹種は，スギ，マツ，ヒノキなどが多く（松浦・

山根，1984），樹種や朽木と樹皮の割合によって色合い，模様が異なる．巣の

構造は，保温の役割を果たす外側の外被と，内側の縦にいく層にも重なる育

児のための巣盤からなっている．巣盤は，外被を内側から醤り取って、さらに

唾液を混ぜて造られている．

　漢方の一つの生薬として伝統的に使用されてきた露蜂房の基源は，中国の

本草書によるとスズメバチ亜科，アシナガバチ亜科とされている．現代にな

り薬理学的作用が研究され，露蜂房から抽出された蜂房油と称される脂肪様

物質に，ミミズを殺し，ウサギ，ネコには急性の腎障害を引き起こす作用が

あることが示・された（小原，1928）．また，山蜂（おそらくキイロスズメバチ

であると推察される）の露蜂房のアルコール，エーテル，アセトン抽出物には，

血液凝固作用の促進，心臓の運動作用の増強，血圧低下作用，利尿作用があ

り，なかでもアセトン抽出物に強い作用があることが，ウサギを使用した実

験で示された（吉村，1946）（洪，　1960）．さらに，エタノール抽出物に虫歯の

原因となるStreptoeoccus　mutansが産する酸を抑制する作用（Jin　et　al．，

2006）や，露蜂房中の蛋白成分にヒトの白血病細胞（1（562）の増殖を抑制す

る作用（Jing　and　Xin，2005）があることが報告されている．しかし，種の異

なる露蜂房がそれぞれ不統一のまま使用され，低分子の物質レベルでの活

性成分研究は，報告されていない．

　本研究では，種を限定してキイロスズメバチの巣を使用し，実験を行った．
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巣盤には卵，幼虫，踊，繭，糞が存在し，活性成分の由来を同定するのが困難

であることが予想されたので，外被のみを使用した．キイロスズメバチの巣

の外被と唾液腺を検鏡したのち，逐次抽出を行い，機能性成分の単離を試み

た．

鱒←



材料と方法

1．　供試試料

　キイロスズメバチの巣は，1回目の抽出のために1個（2003年9Bに盛岡

市新庄地区で藤原養蜂場社員が採取），2回目の抽出のために3個（2004年9

月に盛岡市門地区で，実験者が1個採取盛岡市内で藤原養蜂場の社員が2

個採取）を使用した．捕獲した巣全体を一20℃で冷凍保存し，実験開始にあた

って幼虫，蜻が入っている巣盤と成虫を取り除き外被のみの状態にしたのち，

ミル｛Wonder　Blender　WB・　1，大阪ケミカル（株）｝で粉砕し使用した．成虫

（働蜂）唾液腺の顕微鏡観察のためには，養蜂場に飛来した個体を網で捕獲

し，1時間ほど冷蔵した後に使用した．

2．　顕微鏡による観察

　（1）外被と巣盤の観察

　　外被と，巣盤の一部をそれぞれ約1cm四方に切り取り，実体顕微鏡

　　（SMZ　1500、　Nikon社製）と，走査型電子顕微鏡（S・4700日立社製）

　で観察した．走査型電子顕微鏡で観察するに当たって，真空中で四酸化

　オスミウムによる蒸着を行い，試料表面をコーティングした．

　（2）唾液腺の観察

　　　キイロスズメバチの成虫（働蜂）をO．75％の生理食塩水で満たした解

　剖皿中で解剖し，唾液腺を取り出して，実体顕微鏡で観察した．さらに，

　唾液腺を2．5％Glutaraldehyde・O．1M　Phosphate　Bufferに浸漬し，真空

　　中で四酸化オスミウムによる蒸着を行って，試料表面をコーティングし，

　走査型電子顕微鏡で観察した，

3．　溶媒抽出
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（1）逐次抽出

　　粉砕試料の水分含量を秤量瓶で測定し，10％前後であることを確認し

　たのち，抽出作業を開始した．逐次抽出は，Fig．14に示したスキームに

　よって行った．試料102g（乾燥重量）に対して5倍容（500ml）のn・ヘ

　キサンを用いて室温で24時間静置抽出を行った．その後，減圧濾過で残

　渣を取り除き，濾液を回収した．この作業を再度繰り返し，それぞれの

　濾液を合わせてn’ヘキサン抽出液とした．残渣は風乾したのち，酢酸エ

　チル，70％アセトン，水の順に同様の操作で抽出を行い，それぞれ酢酸エ

　チル抽出液，70％アセトン抽出液，水抽出液とした．2回目の抽出は，試料

　470gを使用して同様の抽出作業を行った．この2回目の抽出作業は，　n’

　ヘキサン抽出と酢酸エチル抽出で終了した．

（2）抽出液の濃縮と定量

　　n・ヘキサン抽出液，酢酸エチル抽出液，70％アセトン抽出液は，ロータ

　リーエバボレーター（EYELAN－1000，東京理化器械）で，できる限り濃

　縮し，さらに窒素濃縮を行った．その後アスピレーター（EYEI．，A　A－3S，

　東京理化器械）による減圧乾燥後，凍結乾燥機（EYE　LA　FDU810，東京

　理化器械）で凍結乾燥した．水抽出液はそのまま凍結乾燥した，濃縮した

　それぞれの粗抽出物の重量を測定し，収量と収率を算出した．

4．　生物検定

　（1）細胞増殖抑制活性試験

　　1）　細胞と培地組成

　　　細胞にはラット肝ガン細胞（dRLh　84）を用い，培地には10％ウシ新

　　生児血（NBS），4mMグルタミン，50Ulmlペニシリン，50μg〆m1スト

　　レプトマイシン，100μg／mlカナマイシンを含むダルベッコ変法イーグ
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nest　of　Vespa　si，〃itilima

　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　powder

　　　　　　　　　　　l

extraction　withπ一hexa胞e

凋トhexane　extracts　　　　　　　　　residue

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　extractioロwith　ethyl　acetate

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　「一

　　　　　　　　ethyl　acetate　extracts　　　　residue

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　extraction　with　70％acetope

　　　　　　　　　　　　　　　　70％aceto口e　ext覧糟gcts　　　　　　　　『esidue

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　extr8c60n　with　water

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　W哀ter　extr緯ctS　　　　residue

　　Fig．14．　procedure　of　successive　eXtraction　f卜om　nest　of　Vesp“　a　simi〃ima．
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ル培地（DMEM，日水製薬社）を使用した．培養は5°／・CO2存在下，37℃

湿潤条件で培養した．

　2）　MTT法

　細胞増殖抑制活性試験には，MTT法（Oka　et　aL，1992）を用いた．

MTT｛3・（4，5・Dim・thyl－2・thi…lyl）・2，5－diph・ny1－2H・t。t，a。。1ium

bromide｝は，細胞内脱水素酵素より還元され，ホルマザンを生成する．

生細胞数と生成するホルマザンの量は，直線的な比例関係にある．ホル

マザンは550nmから600nmに極大吸収波長を持ち，その付近の吸光度

を測定することで，生細胞数を計測することができる．細胞は組織培養

用ディッシュ（100×20111m）で培養した．対数増殖期に培養液を取り除

き，PBS（・）［phosphate－buffered　saline（・）］（137mM　NaC1，2．7mM　KCI，

2mM　Na2HPO4・12H20，1．5mM　KH2PO4）で洗浄した．その後，2．5％ト

リプシン溶液で細胞を浮遊させ，細胞数が6×104cells／mlとなるように

培地で希釈した．この希釈液を96穴マイクロプレートの各wel1に200

μ1ずつ入れ24時間培養した後，検定濃度に調整したサンプル1μ1を添

加し，さらに48時間培養した．その後0．55mg／m1のMTTを含む新しい

培地100μ1に入れ替え，4時間培養した．4時間後，MTTを含む培地を取

り除き，　Dimethyl　sUlfoxide（DMSO）を各weUに200μ1ずつ加えてホル

マザンを溶解した．各wel1の吸光度（590nm，620nm）は，マイクロプ

レートリーダー（lmmuno・Mmi　NJ・2300，日本インターメッド社）で測

定し，細胞増殖抑制活性を検定した．

（2）免疫活性試験

1）実験動物と培地組成

　実験動物には，ICR系マウス（雌、日本SLC）を使用した．培地は10％

ウシ胎児血清（FBS），2mMグルタミン，50μM2・メルカプトエタノー
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ル，100U／ml　baニシリン，100μg／m1ストレプトマイシンを含むRPMI

1640培地（日水製薬社）を使用した．培養は5％CO2存在下，37℃湿潤

条件で培養した．

2）リンパ球浮遊液の調整

　　リンパ球浮遊液の調整は，藤原・淀井（1996）の方法を用いた，ジエ

チルエーテルで麻酔したマウスを頚椎脱臼させ，腹部を解剖し脾臓を摘

出した．100mmディッシュにPBS（・）を適量入れ，その中で脾臓をすり

っぶし，セルストレイナー一一・一（孔径100μ　m，　FALCON）で濾過した．細胞

の入った濾液を遠心分離（1，100　rp皿，10　min）してリンパ球を沈殿させ

た．上清を捨て，赤血球除去のため溶血バッファー（1．7mM　Tris・HCI，

pH　7．65，　O．14　M　NH4Cl）を5ml加えて，5分間インキコ．べ一トした．そ

の後，遠心分離し上清を取り除いた．赤血球除去操作は2回繰り返した．

次に溶血バッファーを取り除くために，PBS（・）をチューブに30m1加え

遠心分離し，上清を捨てた．この洗浄は2回繰り返した、その後，沈殿に

培地を20ml加え懸濁し，組織培養用フラスコに移して37℃で2時間イ

ンキュベートした．リンパ球以外の細胞をフラスコに付着させ，リンパ

球浮遊液を取り，0．4％トリパンブルー一・ts液で染色し，ビュルケルチュル

ク血球計算盤で細胞数を計測した．リンパ球は，5×106cell81mlになるよ

うに培地で調整した．

3）免疫活性の測定

　サンプルが水画分の場合は，リンパ球浮遊液をマイクロプレートの各

welに100μ1ずつ添加し，　MQに溶かして検定濃度に調整した試料11

μ1をそれぞれ添加した．サンプルが有機溶媒画分の場合は，リンパ球浮

遊液を各welに200μ1ずつ添加し，　Dimethyl　sulfbxideに溶かして検

定濃度に調整した試料1μ1をそれぞれ添加した．37℃で48時間インキ

ュベートした後，免疫細胞の代謝活性を測るため，還元型発色試薬

44



WST12’（4－1・d・・ph・nyl）・3・（4・nit・・ph・ny1）・5・（2，4－di・ulf。ph，ny1）・2H－

tetrazolium，　monosodium　salt］（和光純薬）と　1・Methoxy　PMS

［1・Methoxy・5methylphenazinium　methylsUlfate］（和光純薬），PBS

（うからなるWST－　1溶液を加え，さらに4時間培養した．各weUの吸光

度（405nm）はマイクmプレートリーダー（lmmuno　Mini　NJ・2300；

Nalge　Nl111c　International，　Tokyo，　Japan）で測定し，免疫活性を検定

した．

5．　細胞増殖抑制活性物質の精製

（1）シリカゲルカラムクロマトグラフィーによる分画

　　　順相カラムクロマトグラフィー担体であるシリカゲル（ワコーゲル

　　　C－300，和光純薬工業）35．Ogをフィルター濾過したn’ヘキサンで一一晩

　　膨潤させ，その懸濁液をオープンカラム用のカラムに充填した．ηヘキ

　　　サン粗抽出物1．0172gをn’ヘキサンで溶解し，湿式法でチャージした．

　　n・ヘキサン，．n’ヘキサン／ジクロロメタン（3／1，　v／v），ジクロロメタン，

　　　ジクロロメタン／酢酸エチル（3／1，vlv），ジクロロメタン／酢酸エチ

　　ル（1／1，v／v），ジクロロメタン／酢酸エチル（1／3，　vlv），酢酸エチル

　　の順にそれぞれ400m1，引き続きメタノール200mlを流して8画分に

　　分離し，得られた各溶出液を三角フラスコに回収した．回収した各画

　　分をロータリーエバボレーターによる濃縮窒素濃縮アスピレータ

　　ーによる減圧乾燥，凍結乾燥を行った後，収量，収率を算出した．次に

　　順相のシリカゲルプレートであるシリカ70（和光純薬工業）を用いた

　　薄層クロマトグラフィー（TLC）で精製度を確認し，生物検定に供し

　　た．

（2）順相高速液体クロマトグラフィー（NP－HPLC）による分離（1回目）

　　　順相クロマトグラフィ・一・・一用充填カラムであるTSKge1　Silica　150
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　　（21．5mm×300　mm，東ソー）を用い，シリカゲルカラムクロマトグラ

　　フィーにより得られた活性画分をHPLCシステム（DGU・4A，LC・6A，

　　SPD・6A，　SCL・6B，　C－R6A，島津製作所）で分離した．溶離液にはnヘキ

　　サン／酢酸エチル（95／5，　V／V）を用い，同溶離液で平衡化したカラムに，

　　同溶離液で溶解させた活性画分478mgをフィルター（Millex・LG　O．2

　　μm，MILLPORE）で濾過し，数十回に分けてインジェクションした．

　　流速は6．O　mUminで，酢酸エチルでグラジェントをかけて溶出し，チャ

　　ート図の波形を確認しながらピーク分取した．検出は紫外分光光度計

　　検出器を用い，波長254nmで測定しインテグレーターで記録した．分

　　離した画分をロータリーエバボレーターで濃縮し，窒素濃縮減圧乾燥，

　　凍結乾燥を行い，重量を測定して収量，収率を算出した．さらに，TLC

　　で精製度を確認し，生物検定に供した．

（3）順相高速液体クロマトグラフィー（NP－HPLC）による分離（2回目）

　　　　1回目のクロマトグラフィーによって得られた活性画分を順相クロ

　　　マトグラフィー用充填カラムであるTSKgel　Silica　60（4．6　mm×250

　　　mm，東ソー）を用い，分離した．溶離液にはn・ヘキサン／酢酸エチ

　　　ル（9515，vlv）を用い，同溶離液で平衡化したカラムに，　n’ヘキサン／

　　　酢酸エチル（4／1，v／v）で溶解した活性画分38　mgを103回に分けて

　　　インジェクションした．流速は1．O　m1／minで，酢酸エチルでグラジ

　　　ェントをかけて溶出し，チャート図の波形を確認しながらピーク分

　　　取した．検出は紫外分光光度計検出器を用い，波長254nmで測定し

　　　インテグレーターで記録した．分離した画分をロータリーエバポレ

　　　ーターで濃縮し，窒素濃縮，減圧乾燥，凍結乾燥を行い，重量を測定

　　　して収量，収率を算出した．さらに，TLCで精製度を確認し，生物検

　　　定に供した．
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6．核磁気共鳴（NMR）スペクトルによる構造解析

　2回目の順相高速液体クロマトグラフィーにより分離された活性画分の構

造解析のため，大阪市立大学大学院分子変換学研究室・准教授　品田哲郎博

士に，各種NMRスペクトルの測定を依頼した．1H・NMRスペクトルは，

Bruker社製Avance型（600MHz），i3C－NMRスペクトルは，　Bruker社製，

Avance型（150MHz）を使用して解析した．さらに二次元NMRスペクトル

（NOESY，　COSy，　HMBC，且MQC）を行った．溶媒には重クロロホルム

（CDC13）と重ベンゼン（C6D6）を用い，ケミカルシフト決定のための内部

標準物質として，テトラメチルシラン（TMS）を用いた．さらに，高分解能マ

ススペクトル（HRMS）は，日本電子社製JMS・AX500，赤外分光スペクト

ル（FTIR）は，　JAS　CO社製，　FTfiR・4200を使用して解析した．

HRMS（EI）calcd　for　C20H2sO3316．2038，　found［M］＋316．2027．

FTIR（neat）2963，2926，2869，1716，1642　cm’1

iH・NMR（600　MHz，　C6D6）60．63（3且，　s，　Me・19），　O．69（3H，　s，　Me・18），　O．76

（3H，　s，　Me・20），　O．83（3H，　d，」＝6．8　Hz，　Me・16　or　17），0．85（3H，　d，」＝6，8　Hz，

Me・16　or　17），1．0・1．5（4H，　m，2xCH2－2and　3），1．65（IH，　dd，」＝17．7，4．9

Hz，　H・6），1．88（IH，　dd，」＝17．7，4．9　Hz，　H・6），225（1H，　m，　H・1），2．53（1H，

m，且・1），2．87（IH，　sept，」＝　6．8　Hz，且・15），3．00（1H，　t，」＝　4．9　Hz，　H・5），　6．35

（1H，　s，　H・14），6．43（1H，　s，　H・11），9，19（1H，　s，　H’7）．

13C・NMR（150　MHz，　C6D6）δ19．1（C・20），20．1（C・19），20．9（C17），21．0

（C・16），23．0（C・2），26．5（C・15），33．8（C－18），33．9（C・4），36．1（C－1），40．6（C－3），

42．1（C・5），42．6（C・6），43．4（C・10），133．3（C・14），134，9（C・11），152．6（C・9），

154．1（C－13），187．6（C－12），188．0（C－8），200．4（C・7）．

［α］D22＋30．45（e＝O．3，　C］HC13）

7，活性物質の合成
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　スギ（a2：；iptomeria　1’aponiea）の樹皮から得られたferruginolをlii発物質

として，Chenらの方法により酸化反応させた．その結果，20mgの

ferruginolから9．5mgの合成品7，8－seeo’para’ferruginone〈SPF）が白い

粉末として得られた．1H－NMRによる合成品の解析データは，　Chenらによ

るデータと，本実験で得られたF3－15・2画分のデータに一致した．

8．アポトーシスの検出

　n’ヘキサン粗抽出物と構造決定された7，8・seco　para・ferruginoneの合成品

を用いて，細胞増殖抑性活性がアポトーシスかどうかを実験した．

　（1）細胞の形態観察

　　　サンプル添加24時間後，48時間後のラット肝ガン細胞の形態を倒立

　　顕微鏡（MEA　20100　Nikon社製）で観察した．

　（2）蛍光染色によるクロマチンの観察

　　　クロマチン凝縮はアポトーシスに伴う最も特徴的な形態変化の一つで

　　ある．大山（1995）の方法に従い，以下の手順でクロマチンの観察を行

　　った．

　　　サンプル添加後24時間の細胞をトリプシンで剥離し培地と共に50ml

　　のコニカルチューブへ移し，200×gで10分間遠心分離し，上清を除去し

　　た．その後，PBS（一）に浮遊させ再度遠心，上清を除去した．さらに1％グ

　　ルタールアルデヒド溶液を加え，細胞を浮遊させ一晩固定した．固定し

　　た細胞を低速遠心後，沈殿をPBS（一）に浮遊させた．　DNAに特異的に結合

　　する蛍光色素0．1mMヘキスト33342溶液（Sigma，　St．　LoUis，　MO）を

　　用いて染色を行った．その細胞を含む染色液一滴をスライドグラスに載

　せカバー一グラスをかけ，蛍光顕微鏡（Leica　DMLBライカ社製）のU領域

　　（波長461nm）で観察した．

　（3）電気泳動によるDNA断片化の検出

　　1）DNAの調整
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　サンプル添加後24時間の細胞（約5～10×106個以上）をポリスマン

　で剥離し，50mlのコニカルチューブへ移し，3，000　rpm，5分間遠心し

細胞を回収した．細胞ペレットに細胞融解バッファー（10mM

Tris－HCI，　pH8．0，10mM　EDTA，　pH8．0，150mM　NaCl）を加え，　DNA

断片を抽出した．その後，16，000　rpmで20分間遠心分離し，DNA断片

　を含む上清にRNaseAを加え酵素分解した．37℃で1時間インキュベ

ートした後に，プロテアーゼK溶液を加え，再度37℃で1時間インキ

　ュベートした．さらに、5M　NaClとイソプロパノールを加え，－20℃

　で一晩置いた．翌日，16，000rpm，20分間の遠心分離を2回行い，上清

　を除去してTE溶液（10mM　Tris・HCI，　pH　7．4，1mM　EDTA，　pH　8．0）

に溶解した．分光光度計（NanoDrop　ND・1000，スクラム）を用いて

DNAを定量後，以下のアガロースゲル電気泳動を行った．

2）　アガロースゲル電気泳動

　　1×TAEバッファー（40　mM　’］lris，40mM　CH3COOH，1血M　EDTA）

に終濃度2％になるように，電気泳動用アガロースを電子レンジで溶

解した．エチジウムブロマイド（O．1　Pt　g／皿1）を添加した後，コームを

セットしたゲル型トレイに流し込み，室温に放置して固化させた．固

化したゲルを1×TAEバッファーで満たしたサブマリン電気泳動装置

にセットし，DNA試料と6×ローディングバッファーを混合したDNA

試料を各welに添加した．100Vで通電し，プロモフェノールブルーが

7割程度移動したところで泳動を終了した．その後ゲルをUVトラン

スイルミネーター（312nm）で可視化させバンドを観察した．
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結　果

1．　外被と巣盤，唾液腺の顕微鏡観察

　外被と巣盤の実体顕微鏡写真と，走査型電子顕微鏡写真をそれぞれ示した

（Fig．15）．実体顕微鏡による観察から，巣盤は外被より巣材が細かく噛み砕

かれていることが観察された｛Fig．15，（B）｝．また唾液は，外被より巣盤に

多く存在することが観察された｛Fig．15，（D）｝．

　唾液腺の実体顕微鏡写真｛Fig．15，（E）｝と，走査型電子顕微鏡写真｛Fig．

15，（F）｝をそれぞれ示した、胸部下側の唾液腺の他に，胸部の羽の付け根に大

きな1対の唾液腺様の器官が存在した．

2．　粗抽出物の収量と収率

　キイロスズメバチの巣（外被）102g（1回目の抽出）と470g（2回目の抽

出）（Fig．16）をそれぞれ，　n’ヘキサン，酢酸エチル，70％アセトン，水で逐次抽

出した．その結果，102gから得られた各粗抽出物の収量は，　n・ヘキサン粗抽出

物0．27g，酢酸エチル粗抽出物1．37g，70％アセトン粗抽出物2．62g，水粗抽出

物O．98gであった．また，470gからは，∬ヘキサン粗抽出物5．43g，酢酸エチ

ル粗抽出物6．37gであった（Table　2）．2回目の抽出は，酢酸エチルまでで終

了とした（Table　3），

3．　粗抽出物による生物検定

　1回目の抽出で得られたn’ヘキサン，酢酸エチル，70％アセトン，水の各粗

抽出物を用いて，ラット肝ガン細胞に対する増殖抑制活性を調べた．その結

果，n’ヘキサンと酢酸エチルの各粗抽出物に比較的高い活性が確認され，　ICso

値は，それぞれ約40μg／ml，60　pt　glm1であった（Fig．17）．また，2回目の

抽出で得られたn’ヘキサン，酢酸エチルの各粗抽出物による増殖抑制活性試
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extraction（B）．

Tabl・2　D・i・d　w・ight　and　yi・ld・fth・五rst・xt・a・t・丘・m　lO39

nest　powder　of施ぷραぷカ？2∫11∫η2α．

extract dried　weight（g） yield（％）

n－hexane　extracts

ethyl　acetate　extracts

70％acetone　extracts

　　　Water　eXtraCtS

0．27　　　　　　　　0．26

1．37　　　　　　　　1．33

2．62　　　　　　　　2．54

0．98　　　　　　　　0．95

totaI 5．24 5．08

Table　3　Dried　weight　and　yield　ofthe　second　extracts　f｝om　470　g

nest　powder　of膓’espa　sim汲〃la．

extract dried　weight（g） yield（％）

n－hexane　extracts

ethyl　acetate　extracts

5．43

6．37

11．80

1．16

1．36

total 2．52
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験では，1回目の粗抽出物より抑制活性が上がり，IC50値は，それぞれ約18

μg／ml，22μg！m1となった（Fig．18）．1回目の各粗抽出物を用いてマウス脾臓

リンパ球に対する免疫活性試験を行った結果，水粗抽出物に比較的高い活性

が確認された（Fig．19）．以上より，一一番高い活性が確認された2回目の抽出

によるn・ヘキサン粗抽出物を用いて，ラット肝ガン細胞に対する増殖抑制活

性を指標とした精製を行うことにした．

4．　細胞増殖抑制活性物質の精製

（1）シリカゲルカラムクロマトグラフィーによる精製

順相カラムクロマトグラフィー担体であるシリカゲルを使用し，n’ヘキサン

粗抽出物1．0172gを分離，濃縮した結果得られた8画分（Fl～F8）の収量を

Table　4に示した．展開溶媒n・ヘキサン／酢酸エチル（7／3，　v／v）のTLCで

精製度を確認し（Fig．20），ラット肝ガン細胞に対する増殖抑制活性試験を

行った（Fig．21）．終濃度5μg／mlの検定ではF2，　F3，　F4，　F5のどの画分も

抑制率65％前後であった．収量と収率，TLCの結果から考えてF3を用いて

精製を進めた．

（2）順相高速液体クロマトグラフィー（NP－HPLC）による分離（1回目）

　シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製された活性画分（F3）478mg

を順相カラムを用いた且PLCシステムで精製した．溶出は，　n一ヘキサンと酢

酸エチルを用いたバイナリーグラジェントで行い，チャートの波形を確認し

ながらピークごとに分取し，27画分（F3・1～F3・27）に分けた（Fig．22）．そ

の各溶出物を濃縮して得られた収量をTable　5に示した．展開溶媒n・ヘキサ

ン／酢酸エチル（7／3，v1v）のTLCで精製度を確認し（Fig．23），ラット肝

ガン細胞に対する増殖抑制活性試験を行った．終濃度5μg／mlにおける検定

で，F3・15に比較的高い活性（抑制率約33％）が確認されたので（Fig．24），こ

の画分で次のステップの精製を行うことにした．
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Table　4　Dried　wei　ght　and　yield　of　each丘action　separated　by　a　silicagel

colurm　chromatography．

★丘action dried　weight（mg） Yield（％）

F－1 87．2 8．57

F－2 89．1 8．76

F－3 509．4 50．08

F－4 280．0 27．53

F－5 21．5 2．11

F－6 6．8 0、67

F－7 3．5 0．34

F－8 16．9 1．67

total 1014．4 99L73

＊F一重，eluted　by　n－hexane；F－2，　eluted　byη・hexaneldichloromethane＝3∫1（vlv）；

F－3，eluted　by　dichloromethane；F・4，　eluted　by　dichloromethane！ethyl

acetate＝3／1（v／v）；F－5，　eluted　by　dichlorometlane／ethyi　acetate＝1／1（v／v）；F屯，

eluted　by　dichloromethane／e曲yl　acetate　・1／3（v／v）；F－7，　eluted　by　ethyl　acetate；

F・8，eluted　by　methanol．
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Fig．　21　Anti－tumor　effect　of　each　丘action　eluted　by　a　silicagel　colwm

chromatography　against　dRLh84　cells．　F－1，　eluted　by　n－hexane；F－2，　eluted　by　n－

hexane！dichloromethane＝3／1（v／v）；F－3，　eluted　by　dichloromethane；F－4，　eluted　by

dichloromethane／ethyl　acetate＝　3／1（v／v）；　F－5，　eluted　by　dichloromethane∫ethyl

acetate＝1／1（v／v）；F－6，　ehユted　by　dichioromethane！ethyl　ace螂e＝1／3（v／v）；F－7，

eluted　by　ethyl　acetate；F－8，　eluted　by　meth鋤oL　Concentrations　of（A）and（B）

were　l　Oμ　g／ml　and　5μg／m1，　respectively．
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Fig．22．　The　first　NP－HPLC　elution　profile　of　n－hexane　extracts．　A　sample丘actionated

by　the　silicagel　column　chromatography（F3）was　applied　to　another　silica　gel　column

chromatography　on　a　TSKgel　Silica　150（21．5mm　1．D．×300）column．　The　sample

was　eluted　With　stepWise　and　linear　gradient　fξom　5　to　l　OO％ethyl　acetate（dot　line）．

Fractions　were　monitored　by　UV　at　254　nm　and　collected　at　a　flow　rate　of　6．0　mYmin．

The　arrow　head　shows　anti－tumor　activity．
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Table　5　Dried　weight　and　yield　of　each　ffaction　separated　by　the　first　NP・HPLC．

★fraction dried　weight（mg）　　yield（％） ％of　n－hexane　ex．

F3－1

F3－2

F3－3

F3－4

F3－5

F3－6

F3－7

F3－8

F3－9

F3－10

F3－11

F3－12

F3－13

F3－14

F3－15

F3－16

F3－17

F3－18

F349
F3－20

F3－21

F3・22

F3－23

F3－24

F3－25

F3－26

F3－27

9．8

1．5

1．4

1．7

6．2

10．7

4．4

15．9

24．6

10．3

50．4

13、0

11．6

6．6

38．7

22．6

12．2

11．4

8．3

12．2

20．2

25．6

40．1

25．7

10．8

16．6

1．7

2．18

0．33

0．31

0．38

1．38

2．38

0．98

3．53

5．46

2．29

11．20

2．89

2．58

1．47

8．59

5．02

2．71

253
1．84

2．71

4．48

5．68

8．90

5．71

2．40

3．69

0．38

0．963

0．147

0．138

0．167

0．610

1．052

0．433

1563
2．418

1．013

4．955

1．278

1．140

0．649

3．805

2．222

1．200

1．121

0．816

1．200

1．986

2．517

3．942

2527
1．062

1．632

0．167

total 414．2 92．00 40．723

＊Each丘action　was　co11ected　by　each　peak　watching　the　monitor．
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Fig．24　Anti－tumor　effect　of　each丘action　eluted　by　the　first　NP－HPLC　against

dRLh84cell．　Concentration　of　each　fヒaction　was　5μg／mL　The　alrow　indicates
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（3）順相高速液体ク・マトグラフィー（NP・HPLC）による分離（2醐

　1回目の順相高速液体クロマトグラフィーで精製された活性画分（F3・15）

38・4mgを順相カラムを用いたHPLCシステムで再度精製した．溶出は，　n”ヘ

キサンと酢酸エチルを用いたバイナリーグラジェントで行い，チャートの波

形を確認しながら5つの画分（F3－15・1～F3・15・5）に分けた（Fig．25）．その

各溶出物を濃縮して得られた収量をTable　6に示した．5つの画分についてラ

ット肝ガン細胞に対する増殖抑制活性試験を行った結果，終濃度5μg／mlに

おける検定で，F3－15・2に比較的高い活性（抑制率約33％）が確認され，　IC50

値は，約3．7μg／mlであった（Fig．26）．また，　F3・15・2が針状に結晶化して

いたことと，展開溶媒n’ヘキサン／酢酸エチル（8／2，v／v）のTLCでスポッ

ト状に見えたことから（Fig．　27），この時点で構造解析を依頼した．

5．　構造解析

　活性画分であるF3－15・2の構造解析のため，各種スペクトルの測定を行っ

た．高分解能マススペクトルにて，分子量を測定したところ，セコアビエタ

ン型ジテルペンの7，8・seco’para・ferruginoneと同じ分子量（316．2038）が得

られた（Fig．28）．　FL3・15・2の純度は約go％であった（データ省略）．重クロロ

ホルムを使用して測定した咀・NMRデータ｛Fig．29，（A）｝と，i3c－NMRデータ

（Fig．30）が文献値（Chen，訂証，2002）と一致した．さらに，重ベンゼンを使

用して測定した1次元，および2次元NMRデータから，構造をより確かなも

のとした（巻末に添付，Supp．1～4）．また．　IRスペクトルからキノン，およ

びアルデヒド由来のカルボニル基の存在が確認できた（デLタ省略）．以上の

NMRデータをまとめてFig．31に示した．文献により，ferruginol（20mg）

を出発物質として7，8・seco－para－ferruginone（9．5mg）を合成し，1H・NMRス

ペクトルを測定した｛Fig．29，（B）｝．
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Fig．25．　The　secolld　NP－HPLC　elution　profile　of　n－hexane　extracts．　A　sample

丘ac輌ed　by血e　silicagel　column　chromatography（F3－15）was　applied　to　another

silica　gel　column　chromatography　on　a　TSKgel　Silica－60（4．6㎜1．D．　x　250）col㎜．

The　sample　was　eluted　with　stepwise　and　linear　gradient丘om　5　to　100％ethyl　acetate

（dot　line）．　Fractions　were　monitored　by　UV　at　254㎜㎝d　collected劔anow臨of

l．O　mU㎡n．　The　arrow　head　shows　anti－tumor　activity．

65



Table　6　Dried　weight　and　yield　of　each　fraction　eluted　by　the　second　NP－HPLC．

＊丘action d　ried　weight（mg） yield（％） ％of　n－hexane　ex．

F3－15－1

F3－15－2

F3－15－3

F3－15－4

F3－15－5

2．63

5．01

9．93

1．90

6．66

7．97

15．18

30．09

5．76

20．18

0．259

0．493

0．976

0．187

0．655

total 26．13 79．18 2570

＊Each丘action　was　collected　by　monito血g　each　peak
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晦31・（A）S仕・・tU・・f7，8－・…－par・－ferrugin・n・．（B）7，8－・…－P・・a－ferrugi。。n，

decided　by　various　kinds　ofNMR　analysis．
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6．　合成品による生物検定

　各種NMRにより構造決定された7，8・seco’para’ferruginoneの合成品を用

いて，生物検定を行った．合成品は，文献（Chen　et　aL，2002）により

ferruginolを出発物質として調製した．ラット肝ガン細胞に対する増殖抑制

活性試験の結果，ICso値は，約1．9μMであった（Fig．32）．また，マウス脾

臓リンパ球を用いた免疫活性試験を行った結果，顕著な抑制活性は認められ

なかった（Fig．33）．

7．　アポトーシス／ネクローシスの検討

　n“ヘキサン粗抽出物と，7，8・seeo’para－ferruginoneの合成品とを用いて，

ラット肝ガン細胞増殖抑制活性がアポトーシス／ネクローシスによるものか

どうかを検討した．

　（1）細胞の形態観察

　　サンプル添加後の細胞の形態を倒立型顕微鏡で観察したところ，コント

　ロール区では24時間後，48時間後ともに紡錘状で，細胞数は増加していた

が，．n’ヘキサン粗抽出物を添加した実験区（終濃度100μglm1）では，48時

間後に細胞の形態が球状に変化していた．合成品を添加した区（終濃度

15．8μM）では，24時間後ですでに球状に変化していた｛Fig．34（A）｝．

　（2）蛍光染色によるクロマチンの観察

　ヘキスト33342を用いて，ラット肝ガン細胞内のクロマチンの変化をサ

ンプル添加12時間後24時間後，48時間後に観察した．その結果，コント

ロール区では正常な網目状をしたクロマチンDNAの構造がみられたが，　n’

ヘキサン粗抽出物区（終濃度100μg／m1）では24時間後以降，合成品を添

加した区（終濃度31．6μM）では12時間後以降に，アポトーシスに特徴的

なクuマチン凝集が散発しているのがみられた｛Fig．34（B）｝．特に，合成品

区の24時間後は，クロマチン凝集が頻発しているが観察された．
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（A）

Control
il－hexane　crude 7，8－seCOrpara－ferruginone

（B） Contro1
n－hexane　crude 7，8－seco－para－ferruginone

Fig・34・C・11　m・・ph・1・gi・al　ar・aly・i・．（A）Ph・・e－c・nt・a・t　mi…g・aph，。f　dRLh84　cell、

t「eated　with・－h・x・n・丘・・ti・n・r　sy・theti・7，8－・…－P・・a－ferrugi・・n・．　G・・wi・g　cell、

were　treated　with　DMSO　as　control，100μg／ml　n－hexane　crude丘action　fbr　48　hours

and　15・8μM・y・theti・7・8－s・c・－P・・a－ferr・gi・・n・f・・24　h・urs．（B）M・rph・1・gi、al

analysis　of　dRLh84　cells．　The　cells　were　treated　with　l　OOμg／ml　n－hexane　crude　fraction

or　31．6μMsynthetic　7，8－seco－para－ferruginone，　and　the　controls　with　DMSO　fbr　24

h・urs・th・n　h・・v・・t・d・C・11・ucl・i　w・・e・t・i・・d　with　H・ech・t・33342・and・i・u・li・・d　by

fluorescence　microcopy．
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考　察

　キイロスズメバチの巣（外被）のn’ヘキサン粗抽出画分を，ラット肝ガン

細胞に対する増殖抑制活性を指標として分離・精製した．カラムクロマトグ

ラフィー一・一一と2回の順相HPLCシステムによる精製で，針状に結晶化した活性

画分F3・15・2を得た．マススペクトロメトリー，各種NMRで解析した結果，

この活性物質は，分子量316．2038（C20H2803）のセコアビエタン型ジテルペ

ン，　7，8・seeo－para・ferruginone（SPF）と同定された．

　この物質の単離については現在までに，二例が報告されている．一例は，

植物病原菌の一種であるリンゴ斑点落葉病菌に対する抗菌活性を指標として

スギ樹皮のn’ヘキサン抽出画分から（藤野，2001），また，もう一例はシソ科

品1酩ρ垣oロ瓶βの根の酢酸エチル抽出画分からの単離で，グラム陽性菌であ

るStaρhylocoecus　a　ure　USとMicroeoeeUS／ute・USに対する抗菌活性が報告さ

れている（Chen，　et　a12002）．

　本実験によりSPFに，ガン細胞に対する増殖抑制活性機能が存在するこ

とが初めて示された．構造解析に用いたF3・15・2は，　IC50値が約3μg／mlであ

ったが，合成したsPFのIc50値は，約1．9μMであった（Fig．32）．活性が

上がったのは，合成品の方がF3－15－2より純度が上がったためと推測される．

また，この物質はマウスの結腸ガン細胞に対しても増殖抑制活性を示し，そ

のIC50値は，約22μMであった（データ省略）．正常細胞への生物検定とし

てマウス脾臓リンパ球への作用を試験した結果，顕著な抑制活性を示さなか

った（Fig．33）．今後は，ヒトの各種ガン細胞の系や，各種正常細胞の系に対

して検定を行い，細胞傷害性の選択性の有無を検討する必要がある．

　SPFの細胞増殖抑制活性の作用機構が，アポトーシス／ネクローシスであ

るかどうかを調べるため，指標とされる核クロマチンの変化を観察したとこ

ろ，n’ヘキサン粗抽出物区，合成品添加区ともにクロマチンの凝集が確認され
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た（Fig・・34）・特に合成駆（終雌3L6・M）の24時間後では，多くのク。

マチン凝集が観察された・一方，本実験では，アポトーシス／ネクロ＿シス

の誘導で認められるDNA断片化像は観察されていない（未発表）．

　SPFは・骨格にキノン構造と，官能基修飾しやすいアルデヒドを有する化

合物である｛Fig．　31，（A）｝．キノンには細胞傷害性が存在し，その機構として

酸化還元サイクルにより生じた活性酸素種と酸化ストレスが，DNA障害やア

ポトs－一一一シスを引き起こす（Kappus　and　Sies，1981；Sum　and　Ross，　1996）．この

性質を利用したキノン系抗ガン剤として，Mitomycin　CやAdriamycinなどが

ある（河相，2005）．また，スギ樹皮のn’ヘキサン抽出画分から単離された

cryptoquinoneにも，マウスのリンパ腫細胞（p　388）に対する細胞傷害性が

確認されている（Kofujita　et　al．，2002）．キノン構造を有するSPFは，これ

らと同様の作用機構が存在する可能性が推察される．また，アルデヒド基が

存在することにより，構造改変の可能性も大きく，今後の展開が期待できる．

　本実験で，ラット肝ガン細胞に対する増殖抑制活性は，2回目の抽出による

粗抽出物の方が高く（Fig．18），精製にはこの2回目のn’ヘキサン粗抽出物を

使用した．キイロスズメバチは一般に，マツ，スギ，ヒノキなどの樹皮や朽木

部分を巣材として利用することが多いが，巣材の選択は利用可能な樹種のう

ち，比較的巣に近い場所に存在するものを使用する．したがって巣はコロニ

ーごとに樹種や，樹皮と朽木の割合が異なり，抽出される成分も異なる．通

常，樹皮には材部より多くの抽出成分が含まれていることが知られており，

その構成成分は炭化水素，脂肪酸，ワックス，テルペノイド，ステロイド，タ

ンニン，フラボノイド，スチルベン，リグナン，キノン，クマリン，フェノー

ル，アミノ酸など多岐に渡っている（今村ら，1983）．抽出成分は殺虫，抗菌

抗ガンなどの性質を有することから，農薬や医薬，香料，防腐剤などとして

利用されてきた．例えば，太平洋イチイ（Tlaxus加唖□）の樹皮から単離

されたタキソールは，特に乳ガンと子宮ガンに効果があり，微小管のタンパ
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ク質重合を促進して過剰形成させる．さらに，染色体移動や細胞分裂を不可

能にし・細胞をアポトーシスへと誘導すると考えられている（貴島，1994）．2

回目の抽出には，樹皮が多く使用されていると思われる色の濃い巣を選んで

採取し実験に使用したので，増殖抑制活性が高くなったことが推察される．

　巣を構築する材料のもう一方として，唾液腺から分泌される唾液がある．

働蜂は，露り取った巣材を噛み砕きながら唾液と混ぜ，直径5mmほどのパル

プ状にして巣に持ち帰り，大顎で引き伸ばして外被を造っていく．唾液が膠

のような役目を果たし，噛み砕かれた巣材を繋いでいるのが，実体顕微鏡と

電子顕微鏡の観察で認められる（Fig．15）．スズメバチとその近縁種での唾液

の研究には，次のような報告がある．アシナガバチ亜科の、召o函茜θ●ぬbθ刀51θ

では，唾液の乾燥重量中の70％がタンパク質で（Kudo　et　al．，1998），また、

同じくアシナガバチ亜科の、Polistes　metrieusや，スズメバチ亜科の

Dofiehovespula　maeZbla　taの唾液中のアミノ酸分析では，アラニン，グリシ

ン，セリンが主要アミノ酸である（Sillger　et　al，1992；McGovem　et　al．，

1988）．さらに，スズメバチ亜科のVesρula　germanieaの巣に，唾液由来の

ノルアドレナリンが存在するという報告がある（Lecomte訂誠，1976）．今

回の精製には，低極性のn・ヘキサンで抽出した画分を用いた．n’ヘキサン可

溶部には，パラフィン類，高級脂肪酸とそのエステル類テルペノイドなど

が溶出してくることが予想される，セイヨウミツバチが産出するプロポリス

中に動物由来の脂肪酸であるエイコサン酸，テトラコサン酸，ドコサン酸が

含まれているという報告があるが（Palma　and　Malaspina，1998），キイロス

ズメバチにおいては未確認である．したがって本実験のn・ヘキサン画分には，

現在までに解明されているような唾液中の成分は溶出しないと考えられる．

　SPFは，アビエタン型ジテルペンのferruginolが，活性酸素種の一っであ

る一重項酸素によって，植物内で酸化されることにより生成する可能性が示

唆されている（Chen　et　aL，2002）．　ferrugino1は，スギ科，ヒノキ科，シソ科
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などの植物に存在しており・本実験においてSPFを合成する際の出発物質と

して使用した・・ferrugin・1の生理酷｛こ関しては泊醜朽菌であるシイタケ

に対する阻害活性（河内ら，1991），抗酸化活性（鈴木，2004），そして黄色

ブドウ球菌枯草菌（FUkui・et・al・，・978），植物病願（小藤田ら，2。。、）に対

する抗菌活性が報告されている．

　ferrugino1は，乾燥スギ樹皮中においては，重量のO．4～1％と比較的多量に

含まれている（小藤田ら，2001）．それに対し，SPFは，リンゴ斑点落葉病菌

を指標とした単離の結果，スギ樹皮中のn一ヘキサン抽出物に対し，微量（約

O．Ol％）しか存在していない（藤野，2001）．一方，本実験で，キイロスズメ

バチの巣からラット肝ガン細胞増殖抑制活性を指標として得られたSPFは
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
n・ヘキサン抽出物に対して約0．5％の量が存在していた（Table　6）．検定の指

標が異なること，巣の由来樹種が不明であることから，単純な比較はできず

推測に過ぎないが，巣中にSPFが多く存在するのは，唾液による生化学的変

換など，キイロスズメバチの関与による可能性も考えられ，興味深い．キイ

ロスズメバチの造巣終期には幼虫，蠕，成虫で過密状態になり，伝染性の病

原菌などが発生すれば，全滅する可能性がある．しかし，このような報告は

現在までになく，巣に抗菌物質の存在する可能性が示唆されている（小野，

1997）．本実験で同定したSPFは、すでにStaphylococeus　a　ure　usと

Microcoeeus　7ute　usに対する抗菌活性が確認されており，キイロスズメバチ

のコロニーの生存を高める抗菌物質の一つであることが示唆される．

　現在までにスズメバチ類成虫の唾液中の酵素に関する報告はないが，ミツ

バチの成虫（働蜂）は、細菌の成長を抑制するためにハチミツの中にグル＝

一スオキシダーゼを分泌することが知られている（White　et　al．，1963）．ま

た，草食性である、eelieo　verpa　zeaの幼虫の唾液に存在するグルコースオキ

シダーゼが，D一グルコー一…bスと酸素を，　D・グルコン酸と過酸化水素に転化して，

Serratia　marcescensやPseudomonas　aerugihosaなどの病原菌から身を守
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ることが報告されている（Musser　et　al．，2005）．

　一般に動物の唾液中には，ペルオキシダーゼなどの酸化反応を触媒する酵

素や，リゾチーム，ラクトフェリンなどの抗菌タンパク質が存在している．

キイロスズメバチ成虫の唾液中に，ペルオキシダーゼのような酸化酵素の存

在が確認されれば，スギやヒノキの樹皮に含まれるferruginolを自ら酸化し，

キノン構造による細胞傷害性を発現させることによって，さらに強力な抗菌

性を作り出している可能性も考えられる．データには示していないが，

ferruginolのラット肝ガン細胞マウス結腸ガン細胞に対する増殖抑制活性

を調べたところ，ICso値はそれぞれ約10．5μMと約15．3μMであり，SPFの

方（それぞれ約1．9μM，約2．2μM）が，抑制活性が高かった．キイロスズメ

バチの介在を証明するためには，前述のような酸化酵素の存在を確認するこ

とや，実際に唾液とferruginolを反応させる実験などが必要であろう．

　本研究では，キイロスズメバチに限っての実験であったが，それでも巣に

よって増殖抑制活性の強さが異なっていた（Fig．18）．漢方薬の露蜂房として

使用される種は，アシナガバチ亜科からスズメバチ亜科と幅広い．土の中の

ような閉鎖空間に巣を造るオオスズメバチ（陸βρama刀由亘加滅やクロスズ

メバチ（Vesρuia　flava’eeps）の巣は，土壌細菌などからコロニーを守るため，

さらに多くの抗菌物質が存在する可能性もある．スズメバチ亜科，アシナガ

バチ亜科の各種が，樹木をはじめとする植物をどのように利用し，自らの生

存を高めているのかという観点からの研究をすることによって，より多くの

恩恵を与えてくれる物質が得られると考える．

　本実験で，初めて細胞増殖抑制機能をもつことが示されたSPFは，スギ樹

皮中に存在するferruginolから，50％近い収率で合成が可能であり，バイオマ

ス利用など農業分野への貢献が期待できる．さらに，各種ガン細胞や各種菌

に対して検定し，細胞傷害性の選択性などを解析することで，医療分野への

貢献も期待できると考える．
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適　要

　キイロスズメバチの巣（外被）のn’ヘキサン抽出物から，ラット肝ガン細

胞に対する増殖抑制活性を指標として活性物質の単離，同定を行った．シリ

カゲルクロマトグラフィーと，順相クロマトグラフィー用充填カラム

TSKgel　Silica　150　，　TSKgel　Silica　60を使用したHPLCシステムによる精製

を行い，針状に結晶化した活性画分F3・15・2を得た．各種NMRによる構造解

析の結果，この活性物質は，分子量316．2038（C20H2sO3）のセコアビエタン

型ジテルペン，7，8・　seeo　’para－fe　rruginone（SPF）と同定した．

　ラット肝ガン細胞に対して合成品のSPFの増殖抑制活性を検討した結果，

ICso値は，1．9μMであり，この物質に抗ガン活性機能が存在することを初め

て示した．また，キイロスズメバチの巣から初めて物質を単離同定した．こ

の物質にはキノン構造が存在し，抗ガン活性機能はキノンの細胞毒性による

ものと示唆される．

　また，SPFの細胞増殖抑制機構の一つとして，アポトーシスに特徴的であ

るクロマチン凝集が認められた．

　キイロスズメバチの巣はコロニーごとに，由来する樹種や，樹皮と朽木な

どの組成が異なり，細胞増殖抑制活性の程度も異なることが示された．本実

験で同定されたSPFは，すでに抗菌活性が確認されており，この物質がキイ

ロスズメバチのコロニーにおいて，生体防御システムを担っている重要な要

因の一っであると考えられる．
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総　合　考　察

　日本における養蜂では・セイヨウミツ・・チ，ニホンミツバチを飼育管理す

る．しかし，同時にミツバチの天敵であるスズメバチ属とのかかわりを避け

ることはできない．最近は，都市化や住宅地の拡大に起因する一般市民とス

ズメバチの接触も増加し，養蜂家はその防除の一端を担っている．スズメバ

チのコロニーは，さまざまなタンパク質（成虫，幼虫，蠕，繭）と，樹木と分

泌物で造られた巣から成り立っているが，古くから研究が進められているミ

ツバチの生産物と比較すると，まだ利用価値が多く残された未利用資源とい

える．

　本研究では，わが国で最も多く駆除されるキイロスズメバチの有効利用を

目的に，成虫体（働蜂）の抽出物から記憶・学習向上機能と抗認知機能の探

索を，巣抽出物から機能性成分の単離とその構造解析を試みた．

　第一章では，成虫体の遊離アミノ酸分析を行ったうえで，酸メタノール抽

出法と2％NaC1抽出法により，成虫体抽出物を調製してマウスに経ロ投与し，

ステップスルー型受動的回避実験とモリス水迷路実験を行って，記憶・学習

向上効果と，抗認知効果がみられるかどうかを解析した．その結果，2°／・NaCl

抽出法によるキイロスズメバチ成虫の抽出物をマウスに摂取させることによ

り，特に長期的な記憶能を向上させ，またグルタミン酸受容体阻害剤

（MK－801）による一時的な痴呆を抑える一定の効果があることが示され，

2％NaC1抽出物中に，脳機能を向上させるような生理活性ペプチドの存在が

示唆された．セイヨウミツバチの毒成分の中に，アミノ酸22残基のMCDペ

プチド（mast　ce11　destroying）があり，これがラット海馬のLTPの発現に関

与しているという報告がある（Cherubini　et　al．，1987）．キイロスズメバチ

の毒成分中には，MCDペプチドと同様にヒスタミン遊離活性をもつアミノ酸

14残基からなるマストパランが存在している（Nakajima，1985）．マストパ
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ランは，細胞膜を透過して離Gタンパク質に結合し話性化させる作用が

あり（向井’若松200・）・細胞内情報伝達系を解析するうえでの一つのモデ

ルとなっている・また最近，薬物送達システム（ドラッグデリバリーシステ

ム）の研究において，受容体に依存しないメカニズムによって細胞に浸透す

る性質を持つtransportanが開発されたが，その27残基のアミノ酸配列の後

半14残基は，マストパランの配列である（Pooga　et　aZ，　1998）．本実験にお

いては，2％NaCl抽出物中の分析を行っていないので，マストパランとの関連

性の有無は現時点では全く不明であるが，キイロスズメバチの有効活用を考

えると，今後の展開が興味深い知見である。

　第二章では，キイロスズメバチの巣（外被）からの機能性物質の探索を行

った．その結果，n・ヘキサン抽出物からラット肝ガン細胞に対する増殖抑制活

性を指標として活性物質を単離し，分子量316．2038（C20H2sO3）のセコアビ

エタン型ジテルペン，　7　，8・seco’para・　ferruginone（SPF）と同定した．本研究

により，キイロスズメバチの巣から初めて物質を単離，同定し，この物質に

抗ガン活性が存在することを初めて示した．

　昆虫関連物質から見い出された抗ガン物質として，モンシロチョウ（Pieris

raρae　erucivora），およびオオモンシロチョウ（Pieris　brassicae）の桶から，

人間の胃ガン細胞の傷害性因子としてピエリシンー1（Koyama　et　al．，1996；

Kono　et　al，1999），ピエリシン・2（Matsushima・Hibiya　et　al，　2003）が明

らかになり，それらの傷害因子はアポトーシスを誘導することが示唆されて

いる（Watanabe　et　al，1998）．センチニクバエ（品τロqρ加卵ρθW地ロ）

からは、誘導性の抗菌物質、5・S－GADが単離され（Leem　et　al．，　1996），人

間のガン細胞に対して選択的な細胞傷害作用を示す（Akiyama　et　al．，2000）．

　また，セイヨウミツバチのプロポリスから，アルテピリンC（Aga　et　al．，

1994）や，カフェ酸フェネチルエステル（Matsuno，　1994）が単離されてい

84



る・アルテピリンCは逼称グリーンプ・ポリスと呼ばれるブラジル南西部

産プロポリスの特徴となっている物質であるが，その起源植物はキク科のア

レクリン（」Baeeharis　dracuneulifolia）であり（Bankova　et　aL，1999；

Kumazawa　et　aZ，　2003；熊澤ら，2004），カフェ酸フェネチルエステルは，ポ

プラ類の芽の滲出物を起源とするプロポリスに含まれる成分であることが報

告されている（Popova　et　al．，2003）．さらに，ハリナシバチ（MehPona

beeeheii）プロポリスの酢酸エチル抽出画分には，ラット肝ガン細胞に対する

増殖抑制活性が存在し，そのIC50値は10ng／mlである（高木，2005）．

　プロポリスは，働蜂が植物の芽の滲出物や，樹脂などから集めてくる膠状

の物質である．セイヨウミツバチは，プロポリスを入り口や内壁に塗ったり，

巣の補修に使用したりする．また，巣への侵入者に対して毒針で刺し殺した

後，プロポリスで封入し腐敗による雑菌の繁i殖を抑える．プロポリスには抗

ガン活性の他にもさまざまな薬理効果が存在し，古くから民間治療薬として

用いられてきた．その活性には抗菌活性，抗カビ活性，抗ウイルス活性

（Kr血mgiev　et　al．，1999；　Harish　et　aZ，1997），抗炎症作用（Dobrowolski　et

ai．，　1991），細胞傷害性（Scambia　et　al，1994），抗酸化活性（Chopra　et　aZ，

1995）などがある．しかし，由来する植物種や産地の違いでその成分組成，生

理活性は異なり（Bankova　et　al．，2000），さらに抽出法によっても異なって

くる．これらのことは，漢方薬をはじめ天然物を扱う場合に常に問題となる

点である．前述のアルテピリンCが含まれているプロポリスの起源植物が

Bacckaris　dracuneukToliaと同定されるまでには，市場において，未解明ゆ

えのさまざまな混乱があった．熊澤ら（2004）は，実際にミツバチが醤りと

っていたこの植物の新芽と，その周辺に設置されていた巣箱より採集したプ

ロポリスをエタノールで抽出し，HPLCシステムで分析した．その結果，非常

によく似た溶出パターンが得られ、Baecharis　dracunetthTofiaが起源植物で

あることをミツバチの行動観察とともに，化学的にも証明したのである
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（Kuma　zawa　et　aZ，　2004；熊澤ら，2004）．また，光学顕微鏡と走査型電子

顕微鏡による観察を行い，プロポリス中に見られた植物断片とBaccharis

clracuneulifoliaの芽の腺毛上皮の断片は明らかに同じであることが確認さ

れた（Bastos　et　aZ，　2000）．このように，常に同じ成分が含有され，品質が

保証されるためには，行動観察，顕微鏡観察、植物とプロポリス両方の化学分

析が不可欠であると考える．

　プロポリスと異なり，スズメバチ亜科，アシナガバチ亜科の巣の化学分析

や、生理活性については今までにほとんど調査されていない．藤原養蜂場に

おいて，すでにスズメバチ類の巣を粉末化した健康食品が開発されているが，

プロポリスと同様の問題点が存在すると考えられる．そこで，キイロスズメ

バチの巣の起源植物を同定するため，予備実験的に行動観察を試みた．観察

するにあたってスズメバチの場合はミツバチと異なり，巣の場所を探さなく

てはならないが，偶然，開けた場所に巣を見つけることができた｛Fig．35，

（A）｝．巣から直線距離約20mの位置に1本のアカマツの木があり｛Fig．35，

（B）｝，その枝の朽ちた部分を数匹の働蜂が常時醤りとっていたので｛Fig．35，

（C）｝，数日間観察を続け，巣材はアカマツであることを確定した．アカマツか

らは，モノテルペンの精油成分（テレピン油）と，その残留物であるジテルペ

ンのロジンが産出され，溶剤や塗料として使われている．また，材由来のテ

ルペン類に殺ダニ活性の報告がある（Macchioni　et　aL，2002）．アカマツを

巣材とする巣は、全体的に白色であることが確認された｛Fig．35，（D）｝．今

後は，醤りとられていたアカマツの朽ちた枝部分と巣の両方をそれぞれエタ

ノールなどで抽出し，HPLCによる化学分析を試みたい．

　本実験でキイロスズメバチの巣から同定されたSPFには，ラット肝ガン細

胞やマウス結腸ガン細胞に対する増殖抑制活性のほか，グラム陽性菌である

Staρhyioeoeeus　a　ure　usとMierocoecus　lute　usに対する抗菌活性が存在する

（Chen　et　al，，2002）．また，陥βρ血血百但ρ5（クロスズメバチ）の露蜂房
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（A）
（B）

孟

（C） （D）

Fig．　35．　An　open　nest　of　Vespa　simillima　and　the　environment．（A），　the　observed

nest．（B），1）仇us　densグZoi’a　was　used　with　the　material　ofthe　nest　and　distant

about　20m　from　the　nest．（C），　a　worker　collecting　nest　material丘om　P加us　densptora．

（D），Some　workers　were　makillg　envelope　with　P仇uぷdenぷifZoi’a．
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と・セイヨウミツバチのプ・ポi）xの抗酸イヒ作用を比繍査した報告があり，

プロポリスに比べるとやや弱いが，露蜂房にも抗酸化作用が存在する

（Matsushige　et　aZ，　1995；松繁ら，1996）．松繁らは，文献で露蜂房の比較

本草学的調査もあわせて行ったが，西洋で古くから使用されてきたプロポリ

スが・中国では使用されずにきた点に疑問を持った．しかし，中国在来種の

トウヨウミツバチ（Apis　eerana）が，プロポリスを生産しない性質であるこ

とを知り，中国では露蜂房（スズメバチ亜科，アシナガバチ亜科の巣）に，プ

ロポリスと同様の効果を見い出し，今日まで使用してきたのではないかと考

察している（松繁ら，1996）．前述のように，キイロスズメバチの造巣中期か

ら終期にかけては幼虫，蠕，成虫で過密状態になり，伝染性の病原菌などが

発生すれば，全滅する可能性がある．しかし，このような報告は現在までに

なく，巣に抗菌物質の存在する可能性が考えられる．本実験で同定された

SPFは、キイロスズメバチのコロニーの生存を高める生体防御物質の一つで

あることが示唆された．スズメバチの生態や行動もあわせて考えると，巣は

スズメバチにとって，セイヨウミツバチのプロポリスと同じ意味をもつもの

であるといえるであろう．

　キイロスズメバチは，スズメバチ亜科の中で，最も食性が広く，閉鎖空間

にも開放空間にも巣を造る適応力があるため，人間とのかかわりが多く，そ

のことが多くの死傷事故を起こす原因となっている．

　現在，気候は温暖化傾向にあるが，暖冬は，新女王蜂の越冬期の生存確率

を高め，その後の造巣率も高める可能性が予想される．一方，わが国におい

てアレルギー体質の人が増えてきている（厚生労働省アレルギー対策検討会，

2005）。以上のような事情から，スズメバチ類と人間の接触，事故がさらに増

える可能性が懸念される．そのような事態を極力避けるため，スズメバチ類

の生態を学校教育現場などでとりあげ，問題点や危険回避の方法を指導する

とともに，生態系において重要な役割を果たしている存在であることも伝え
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ていく必要がある・スズメバチ類につし・ては，その性質や取轍い醜険で

あるために・研究者の数も少なく，まだ未解明の部分が多く残されていると

思われる．

　今後も・人間とのかかわりが特に重大なキイロスズメバチの防除，行動・生

態の調査とその啓蒙，人のQOL（Quality　of　L浜）向上のための有効利用と商

品開発を進めていくことが重要である．そして，環境科学・生理学・分子生物

学・生物有機化学などの科学的な解析を，キイロスズメバチの研究において

総合的に展開することが新しい使命であり、意義のあることであると考える．
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