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Abstract

The leaves, fruits and dry pericarps of Japanese pepper (Zanthoxylum pipertum (L.) DC.) have been utilized as foods and

Chinese medicines for a long time. We report here that polyphenol components, proanthocyanidins (PANs), from pericarps of

Japanese pepper inhibit the growth of subacute respiratory syndrome-coronaviruses (SARS-CoV) in cultured Vero cells.

“Cytostatic states” were induced in Vero cells, i.e. following cell growth was inhibited 5% without any sign of cell death by

5.5 µg・mL−1 PANs treatment. Simultaneously, the virus growth was inhibited 50%〔50% inhibitory concentration

(IC50 = 5.5 µg・mL−1)〕in those cells. The anti-viral activity of PANs might be due to strong inhibition of protein synthesis

(macromolecular synthesis) and more than 3-fold induction of intracellular anti-oxidants, manganese superoxide dismutase

(Mn-SOD) in the cells. As the anti-viral effects were dependent on cellular conditions induced by PANs treatments, the

inhibition of viral growth does not seem to be virus-specific. These findings suggest that PANs from Japanese pepper have a

potential to be developed into a chemotherapeutic material to treat viral diseases.
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緒　　言

和歌山県では古くから実サンショウの栽培が行われ，日

本一の産地である（農林水産省果樹花卉課，2007）．和歌山

県では，主にブドウサンショウ（Zanthoxylum piperitum（L.）

DC. f. inerme Makino）を栽培している．ブドウサンショウ

はアサクラサンショウから派生したものとされ，果実は大

粒で果房も大きく豊産性である（新家，2003）．ブドウサン

ショウの成熟果は，乾燥させて果皮と種子および果柄を分

別し，果皮は香辛料として利用されている．種子や果柄は

廃棄されることが多いが，種子は化粧水（香料）の原料と

して利用される場合もある（内藤，2004）．また，生の未熟

果実や葉や花は，佃煮やサンショウ酒および菓子などとし

て利用されている（内藤，2004）．一方，近年消費者の健康

意識が高まるなか，果物がもつ保健機能についての関心も

深まっている．サンショウ果皮は漢方処方に配合され，胃

下垂，胃拡張，胃腸の冷痛などの緩和剤として利用されて

きた（内藤，2004）が，新しい利用法の開発に強い関心が
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持たれている．本研究では，現在利用されている香辛料や

生薬以外の健康食品としてのブドウサンショウの利用の可

能性を探る目的で，果皮，種子および果柄に含まれるポリ

フェノールの機能性を検討した結果，縮合タンニン（プロ

アントシアニジン，PANs）が抗ウイルス活性を持つことが

示されたので報告する．

材料および方法

1．供試材料と粗抽出液の作製

和歌山県有田川町のほ場に栽植されているブドウサン

ショウより得た各部位を供試した．2007年産の成熟果実を

乾燥させ，果皮，種子および果柄に分別して供試し，2008

年産の生の未熟果実，枝および成葉も供試した．抽出液の

作製は，各組織 10 gに 40 mLの水を加え，99°Cで 10分間

加熱抽出，あるいは 40 mLの 30％エタノールを加え，室温

で 16時間浸透抽出した．抽出液を遠心分離（3,000 rpm，20

分，室温）後，孔径 0.8 µmのフィルターでろ過し，減圧濃

縮あるいは風乾して抽出物を作製した．

また，生果実の佃煮を作製する際に発生する廃液である

アク汁も供試した．アク汁は，120°C，10分間オートクレー

ブ後，室温で 16時間静置し，上澄みを上記方法と同様に濃

縮した．

2．細胞およびウイルス液の調製

ベロ細胞（E6株）（Yamamotoら，2004）を用い，10％牛

胎児血清，ペニシリン（100ユニット・mL−1）とストレプ

トマイシン（100 µg・mL−1）を含むダルベッコの最小必須

培地（D-MEM）で 5％CO2存在下，37°Cで細胞を培養した．

ウイルスは，急性重症呼吸器症候群ウイルス（Sub-Acute

Respiratory Syndrom-Coronavirus, SARS-CoV）（フランクフ

ルト）（Yamamotoら，2004; 吉仲・山本，2005）を用いた．

ウイルスを感染多重度（MOI）0.01でベロ細胞に感染させ，

24時間後に培養上清を回収し，孔径 0.22 µmのフィルター

でろ過後，0.2 mLずつ小分けし，−70°Cにストックウイル

ス液を保存した．ストックウイルス液の力価は，2 × 108プ

ラーク形成単位（PFU）・mL−1であった．

SARS-CoVの力価の測定は，吉仲・山本（2005）のプラー

ク形成法を用いて行った．

3．抽出物の抗ウイルス活性の測定

6穴プレート上に単層培養したベロ細胞にSARS-CoV（約

100 PFU・0.2 mL−1）を感染させ，抗ウイルス活性を測定し

た．感染後，1％メチルセルロースを含む D-MEM培地に希

釈した種々の抽出物を加え，細胞上に重層して，培養した．

6日後に細胞を染色し，プラーク数を数えて，ウイルス力

価を求め，ウイルス増殖が 50％抑制される抽出液の濃度

（IC50）を求めた．

4．果皮の抗ウイルス活性成分の部分精製と含有量の測定

乾燥果皮中の抗ウイルス活性物質を濃縮する目的で，熱

水抽出液の活性物質の部分精製を疎水性セファデックスカ

ラム（LP-セファデックスカラム，GEヘルスケア）を用い

て行った．

10 gの果皮に 40 mLのミリ Q水を加え，100°Cで 10分

間抽出を行い，抽出液 20 mLを得た．抽出液を遠心分離

（3,000 rpm，20分間，25°C）し，上清を孔径 0.8 µmフィル

ターでろ過後，水で平衡化した LP-セファデックスカラム

（1.5 × 10 cm）に吸着させ，30％エタノール 20 mLで洗浄

後，最初に 70％エタノール 20 mLで，次に 20 mLの 70％

アセトンで溶出した．各画分を減圧濃縮後，遠心操作

（3,000 rpm，5分）で不溶物と上清に分け，それぞれについ

てポリフェノール組成と抗ウイルス活性を調べた．不溶性

物質は 30％エタノールに溶解した．

また，乾燥果実と果柄 500 gに 4 Lのミリ Q水を加え，

121°C 10分間加熱して抽出液を作製し，活性物質の部分精

製を行い，活性物質の含有量の測定を行った．上記方法と

同様に抽出液を遠心分離（3,000 rpm，20分間，25°C）後，

孔径 0.8 µmのフィルターでろ過を行い，ミリ Q水で平衡

化した LP-セファデックスカラム（2.5 × 25 cm）に吸着さ

せ，180 mLの 30％エタノールで洗浄後，まず 120 mLの 70

％エタノールで溶出し，さらに 350 mLの 70％アセトンで

溶出した．粗抽出液，非吸着画分，70％エタノール画分お

よび 70％アセトン画分を減圧遠心濃縮機で乾燥後，各画分

の重量と抗ウイルス活性を測定した．ポリフェノール組成

を調べるために，試料 10 µgをシリカゲル薄層クロマトグ

ラフィー（TLC，メルク，型式：G60，溶媒；ブタノール：

酢酸：水 = 6 : 2 : 1，染色；MnCl2 : FeK3(CN)6 = 1 : 1）によ

り展開し，フェノール性水酸基を 1％MnCl2と 1％FeK3(CN)6

の等量混合液を噴霧して分析した．TLC上における糖およ

び配糖体の定性は，50％濃硫酸を噴霧後，60°Cで加熱して

行った．また，粗抽出液，非吸着画分，30％エタノール画

分中のタンパク質の確認は，SDS-ポリアクリルアミド電気

泳動（SDS-PAGE）（Fengら，2008）後，クーマシーブリリ

アントブルー（CBB）染色で確認した．

また，70％アセトン画分の主成分がプロアントシアニジ

ンであることを確認するために，画分（0.5 mL）に 4 mLの

5％濃塩酸を含む n-ブタノールを加え，95°Cで 120分間加

熱後，547 nmの吸光度を測定して，アントシアニジン産生

を測定した．この画分には，酸で分解されるタンニン（加

水分解型タンニン）はほとんど含まれていない．70％アセ

トン画分のプロアントシアニジンの含量は，（+）-カテキ

ンを基準物質としてバニリン -塩酸法で定量した（波多野，

2007）．

さらに，TLC上で低分子ポリフェノールの Rf値が大き

く，高分子ポリフェノールの Rf値が小さいことを確認する

ために，上述の 70％アセトン画分を 70％アセトンで平衡化

した LP-セファデックスでゲルろ過を行い，各画分を TLC

で分析した．

5．免疫ブロット法による抽出物処理細胞の細胞因子の分析

抗ウイルス活性を持つ画分の細胞機能に与える影響を調

べるために，70％アセトン画分で細胞を処理し，任意の時
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間で細胞を回収し，SDS-PAGEと抗リン酸化 Akt基質抗体

（pAkt-sub）（Cell Signaling），抗ポリ ADP-リボシルポリメ

ラーゼ（PARP）抗体（Cell Signaling），抗チューブリン抗

体（Santa Cruz）およびMn-スーパーオキシドディスムター

ゼ（Mn-SOD）抗体（Santa Cruz）を用いた免疫ブロット法

で，それぞれ細胞増殖，細胞のタンパク質合成，細胞のア

ポトーシスの誘導，細胞内抗酸化因子の動態を調べた．

結果および考察

1．ブドウサンショウ果実熱水抽出液の抗 SARS-CoV活性

ブドウサンショウ由来の組織抽出液の機能活性を調べる

一つの指標として，乾燥果房熱水抽出物を用いて抗 SARS-

CoV活性を調べた．第 1図に示すように，検体を加えない

対照区と比べ，プラーク数が半減する乾燥果房熱水抽出物

の濃度は 100 µg・mL−1であった．この濃度においてプレー

ト上の細胞は青く染色され，細胞が生存していることが示

されている．これは，検体添加培養液中に細胞障害がない

ことを示している．細胞障害や細胞増殖抑制がある場合に

は，細胞が染色されないか染色像が薄くなる．以上の結果

は，ブドウサンショウの乾燥果房に細胞障害のない濃度で，

抗SARS-CoV活性を持つ物質が存在することを示している．

2．LP-セファデックスによる果皮活性物質の部分精製

乾燥果皮に抗 SARS-CoV活性を持つ物質の存在を想定

し，果皮について材料および方法の項に示したように LP-

セファデックスを用いて活性物質の部分精製を行った．第

2図 Aの TLCの図に示すように，70％アセトン溶出画分中

の水溶性画分（e）には多量のポリフェノールが含まれてい

た．この画分について，5％塩酸 -n-ブタノールで加熱分解

を行ったところ，シアニジンが産生され，主成分の分解は

観察されなかった．また，TLC上の挙動は，フランス海岸

松（Pinus pinaster）PANs（ピクノジェノール，ホファー）

（Rohdewald, 2002）やブドウ種皮 PANs（グラビノール，キッ

コーマン）（Ricardo da Silvaら，1991）と同様であり（第 2

図 B），PANsであることが示された．未吸着画分（a）には

第 1 図 ブドウサンショウ乾燥果実熱水抽出液の抗SARS-CoV

活性

図中の数字は検体量（µg・mL−1）を示す

果実は果皮，種子，果柄を含む

第 2 図 ブドウサンショウ果皮抽出物の疎水性セファデックスクロマトグラフィーによる分画と抗 SARS-CoV活性

A：ブドウサンショウ果皮分画の TLCプロファイル

B：既知プロアントシアニジンの TLCプロファイル

C：各画分の抗 SARS-CoV活性

a：未吸着画分，b：30％エタノール画分，c：70％エタノール溶出部の水可溶部，d：70％エタノール溶出部の水不溶部，

e：70％アセトン溶出部の水可溶部，f：70％アセトン溶出部の水不溶部
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水溶性物質の糖類およびタンパク質類，30％エタノール画

分（b）には加水分解されるポリフェノール配糖体，70％エ

タノール画分（c）には TLC上で Rf値が小さい比較的高分

子のポリフェノール，70％アセトン画分には単量体カテキ

ンと近い移動度を示す成分が認められた．dと fの水不溶

性の画分は，サンショウ果皮に多く含まれる脂質成分と推

測された．

各画分の抗ウイルス活性を相対的な量比で調べると，c

に少量の活性（IC50 = 5.5 µL・mL−1）がみられたが，大部分

の活性は eの水溶性画分に溶出された（IC50 = 1 µL・mL−1

以下）（第 2図 C）．この結果は，ブドウサンショウ果皮の

PANsも Fengら（2008）が報告しているピクノジェノール

と同様の抗ウイルス活性を持つことを示している．

3．ブドウサンショウ部位別のポリフェノール成分と抗ウ

イルス活性

ブドウサンショウ果皮から抽出した PANsに抗ウイルス

活性がみられたことから，ブドウサンショウの各部位の抗

ウイルス物質含量を比較した．第 3図 Aの TLC解析の結

果に示すように，総ポリフェノール含量と抗ウイルス活性

の相対比は果皮で最も高く，次いで葉，種子および枝の順

であった．種子にも比較的多量のポリフェノール類が検出

されたが，LP-セファデックスで分画した場合，70％エタ

ノールと 70％アセトン画分に溶出される成分は少なく，多

くのものはほとんど吸着されなかった（データ略）ので，

種子に含まれるポリフェノール配糖体と推察された．この

画分の抗ウイルス活性は低かった．

また，サンショウ佃煮作成時に出るアク汁中には低分子

ポリフェノールが主成分として検出され，抗ウイルス活性

はほとんど検出されなかった（第 3図 B）．第 3図より，抗

ウイルス活性はアセトン画分のポリフェノールに存在する

ことが推察される．70％アセトンによる溶出では，溶出液

の色相から褐色を帯びた黄色の画分（70％アセトン 1），お

よび果房，外皮由来の黄色を示す成分が含まれる画分（遅

れて溶出される画分 70％アセトン 2）に分離した．70％ア

セトン 2画分は，重量比当たりの PANs含量が低く，非ポ

リフェノール成分が多かった．この画分は，細胞毒性も強

かった．また，70％エタノール画分にも抗ウイルス活性は

検出されたが，この画分には溶出される狭雑物（ポリフェ

ノール配糖体，重合 PANs）が多く，重量に対する比活性

は低かった．

以上の結果から，ブドウサンショウの果皮中に最も多く

の抗ウイルス活性を持つ PANsが含まれることが明らかと

なった．

4．乾燥果実および果柄中の PANs含量

抗ウイルス活性を持つ PANsは，ほぼ全量が 70％アセトン

画分に回収されたので，材料および方法の項で示したように

500 gの乾燥果実および果柄を用い，PANs含量を調べた．第

1表に示すように，7.1 gの乾燥粉末が得られ，回収率は重量

比で 1.4％であった．この画分のポリフェノール含量は，塩

酸 -バニリン法による定量結果から，乾燥粉末重量に対して

60％（PANs量は 4.26 g）と推察された．得られた PANsの抗

SARS-CoV活性は，IC50= 5.5 µg・mL−1であった．この比活

性は，ピクノジェノールの抗ヒト免疫不全ウイルス（HIV）

活性とほぼ同等の活性であった（Fengら，2008）．

5．ブドウサンショウ PANs 処理細胞の機能の変化と抗ウ

イルス活性

以上のようにブドウサンショウの果実，特に果皮は比較

的豊富にポリフェノールの一種である PANsを含有してお

り，抗ウイルス活性を誘導すると考えられた．

PANsの抗ウイルス作用の詳細については明らかにされ

ていない．現時点では，ピクノジェノールなどの PANsで

細胞を処理するとMn-SODが誘導され，ウイルス増殖過程

に要求されるスーパーオキシドの産生を抑制するためにウ

イルス増殖が抑制される（Yoshinakaら，1999; Fengら，2008）

と考えられている．ベロ細胞を種々の濃度のブドウサン

ショウの PANsで 24時間処理後，細胞を集め，免疫ブロッ

ト法で細胞増殖に及ぼす影響をチューブリンとリボソーム

タンパク質 S6のリン酸化を指標に，細胞の生存を PARPの

開裂を指標に，抗酸化因子の誘導をMn-SODの発現を指標

に調べた．第 4図 Aに，総タンパク質を CBB染色した結

果を示した．PANsの濃度に反比例して総タンパク質の染

色像が薄く，細胞増殖が抑制されていることが推察される．

このことは，第 4図 Bに示すチューブリンの量の減少から

も明らかである．スキャンした染色の強さより 100, 30,

10 µg・mL−1の PANsでそれぞれ 60，20，5％の細胞増殖の

抑制がみられた．同様に，細胞死の指標である PARPの減

少はチューブリンと同程度であり，アポトーシスは強くは

誘導されていなかった（第 4図 C）．細胞内シグナル伝達因

子 Aktの基質であるリボソームタンパク質 S6のリン酸化

が強く抑制され，その結果として細胞の代謝が抑制された

第 1 表　疎水性セファデックスにより分画したサンショウ果実熱水抽出物の各画分の収量および抗ウイルス活性

全量

（mL）

乾燥重量

（mg・mL−1）

総乾燥重量

（g・500 g−1果実）

抗ウイルス活性

［IC50（µg・mL−1）］

粗抽出液 2,300　 35.6　 81.8　 890

疎水性セファデックス（未吸着画分） 2,300　 30.4　 69.9　 >760

30％エタノール画分  180　 17.0　 3.1　 >425

70％エタノール画分  120　 6.4　 0.8　 >160

70％アセトン画分  350　 20.2　 7.1　 5.5

果実（果皮，種子，果柄を含む）500 gに水 4,000 mLを加え，121°C，10分間抽出
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（第 4図 B）．一方，細胞内抗酸化因子であるMn-SODの発

現は，1 µg・mL−1以上でチューブリンとの相対比が 3～ 10

倍に上昇した（第 4図 C）．以上の結果は，PANs存在下で

は細胞タンパク質代謝は抑制されるがアポトーシスの誘導

はされず，Mn-SODが誘導する細胞の静止状態が誘導され

ることを示している．このような状況下では，ウイルス感

染で誘導される酸化ストレス応答が抑制され，ウイルス増

殖の場が奪われる結果，ウイルス増殖が抑制されると考え

られる．

以上のことから，果皮には抗ウイルス活性をもつ PANs

が多く含まれ，この抗ウイルス作用は PANsによる細胞内

抗酸化因子の誘導に基づくものであり，ウイルスの種類に

第 3 図 ブドウサンショウ各部位のポリフェノール類の TLCパターンと抗 SARS-CoV活性

活性を示すものに対しては +, 2+, 3+および 4+と 4段階に分類し，活性のほとんどないものは ±，活性のないものは −で示す

第 4 図 ブドウサンショウ PANs処理ベロ細胞のタンパク質の分析

A：PANs 24時間処理後の細胞総タンパク質の比較

B：Aの抗 phospho-Akt substrate抗体による免疫ブロット

C：Aの抗 PARP抗体，抗チューブリン抗体，抗Mn-SOD抗体による免疫ブロット

PARP：ポリ ADP-リボシルポリメラーゼ，S6：リボソーマル s6プロテイン，Mn-SOD：マンガンスーパーオキシド・ディ

スムターゼ
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よる特異性はないものと考えられる．従って，今後は香辛

料だけでなく，インフルエンザウイルスの感染予防を指標

と出来るような健康飲料，カプセル剤，飴およびネブライ

ザーなどの健康食品等に利用される可能性が示唆される．

摘　　要

ブドウサンショウの利用性，および健康食品としての可

能性に関する基礎的情報を得る目的で，抗ウイルス活性を

もつ物質を探索した．ブドウサンショウの各部位の抽出液

から疎水性クロマトグラフィーで部分精製したプロアント

シアニジン（PANs）が，抗 SARS-CoV活性を示した．こ

の抗ウイルス活性は，PANsによる細胞内抗酸化因子，Mn-

SODの誘導によるものであると考えられた．さらに，ブド

ウサンショウの果皮に比較的多量に含まれる PANsは，抗

SARS-CoV活性のみならず，今後インフルエンザウイルス

に対する感染予防対策として，より幅広い健康食品などへ

利用される可能性が示唆される．
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