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乾燥ハーブの抗アレルギー活性および抗酸化能の評価
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ハーブ類は，食品の嗜好性や保存性の向上を目的と
して古くから用いられてきたが，それに加え，抗酸化，
抗菌，抗炎症など様々な生体調節機能等を有すること
が知られるようになっている 1）．近年，我が国におい
ても食生活の多様化に伴い，様々なハーブが消費され
るようになり 2），食と健康に対する関心の高まりを受
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け，ハーブ類の機能の科学的なエビデンスや安全性確
保のための研究の進展と，情報の普及が望まれてい
る 3）．
平成 23 年の厚生労働省の調査によれば，我が国で
も国民の約 2人に 1人は何らかのアレルギー疾患に罹
患している 4）が，ハーブ類は，抗アレルギー活性を有
するポリフェノール，特にフラボノイドアグリコン等
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を多く含有している 5）．また，生体内酸化ストレスと
メタボリックシンドロームをはじめとする生活習慣病
や老化，加齢性の疾患等との関係が解明されつつある 6）

なかで，ハーブ類は，主にポリフェノール化合物に由
来するラジカル消去能を有する事が示唆されている 7）．
そこで，ハーブの抗アレルギー活性，抗酸化能の評価
を目的として試験を行った．

試料および方法

1．供試試料
エスビー食品株式会社より提供されたハーブティー

用乾燥ハーブ（商品名：「フレッシュドライハーブ
ティー」）のハイビスカス Hibiscus sabdariffa（アオイ
科），ローズマリー ，タイム
Thymus vulgaris，スペアミント Mentha spicata ，レ
モンバーム （以上シソ科），レモング
ラス Cymbopogon citratus（イネ科），の 6種を用いた．
これらの試料はアルミパウチで包装されたものを，使
用時まで 4℃で保管し，ミルサー（IWATANI：IFM-
8000DG）で粉砕し，-20 ℃の暗所で保存した．

2．試薬
試料の抽出には，メタノール，酢酸，海砂，（和光

純薬工業株式会社），ヘキサン（ナカライテスク株式
会社），ジクロロメタン（関東化学株式会社）を，抗
アレルギー活性評価にはDulbecco`s Modified Eagle`s
Medium （DMEM），Penicillin-Streptomycin Solution， 
Hanks’ Balanced Salt Solution，Mouse monoclonal
anti-dinitrophenol IgE （anti-DNP IgE: マウスモノク
ローナル抗体），Phosphate bufferd saline （PBS）（-），
Dinitrophenol ‒ human serum albumin （DNP-HAS），
Wortomannin，TritonX-100，Trypsin-EDTA Solution
1x（以上，Sigma-Aldrich Japan），Fatal Calf Solution
（FCS）（Cell Culture Technologies），塩化ナトリウム，
塩化カリウム，塩化カルシウム，塩化マグネシウム・
6 水 和 物，グリシン，p-nitrophoenyl-2-acetoamido-
2-deoxy-beta-D-glucoryranoside， dimethyl sulfoxide 
（DMSO）（以上，和光純薬工業株式会社）．Glucose，
クエン酸，水酸化ナトリウム（以上，国産化学株式
会社），HEPES（同仁化学研究所），Bovine serum
albmin （BSA）（ナカライテスク株式会社）のいずれも
試薬特級グレードのものを用いた．また，抗酸化能評
価には，リン酸水素二カリウム，リン酸二水素カリウ
ム，メタノール，酢酸，2,2’-Azobis（2-amidinopropane）

Dihydrochloride （AAPH）（以上，和光純薬工業株式
会社），FL sodium salt，6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-
chroman-2-carboxylic acid；Trolox（Sigma-Aldrich
Japan）を用いた．

3．試料調製
Watanabe らの方法 8）に基づき，粉砕した試料約
1 g を精秤し，高速溶媒抽出機（Dionex 社製： ASE-
350）を用いて，ヘキサン：ジクロロメタン=1：1 （w/w）
溶液による抽出（溶媒を抽入して 70 ℃，5 分間静置
後，1500 psi の圧力で 60 秒間パージ x3 回）に引き続
き，メタノール：水：酢酸（90：9.5：0.5，以下MWA
とする）（温度：80 ℃，以下同様）による連続抽出を行っ
た．MWA抽出液は 25 mL に定容し，抗アレルギー活
性および抗酸化能評価測定用試料とした．また，ハー
ブティーとして飲用されることを想定し，熱水による
抽出（200 mL容メディウム瓶に約 4 g の試料を精評し，
200 mL のMilliQ 水を加え，120 ℃，20 分間オートク
レーブ加熱）を行い，熱水抽出物とした．

4．抗アレルギー活性評価
ラット好塩基球白血病（RBL-2H3）細胞の抗原特

異的脱顆粒抑制試験により評価した．MWA抽出液 5
mLを減圧乾固後 1 mL の DMSOに再溶解したものを
評価に用い，井出らの方法 3）に準じて行った．評価試
料を 490 µg/mL となるようMT （Modified Tyrode’s） 
Buffer （pH7.3）に希釈した．24 well plate に 5.0 ×
105 cell/mL となるよう播種，Anti DNP-IgE で一晩感
作した RBL-2H3 に評価試料（ネガティブコントロー
ル（NC）にはMT Buffer，ポジティブコントロール
には wortomannin）を加え，DNP-HSA 溶液にて抗
原特異的脱顆粒を誘導した．培地上清に遊離するβ
-hexosaminidase 活性を測定することにより，脱顆粒
抑制活性を評価した．
また，ハーブ抽出液がRBL-2H3 細胞の生存率に与え

る影響を確認するため，LDH Cytotoxicity Detection 
Kit （タカラバイオ株式会社 , Cat No. MK401）を
用いた細胞障害性試験および Premix WST-1 Cell
Proliferation Assay System（タカラバイオ株式会社 ,
Cat No.MK400）を用いた増殖活性試験を行った．

5．抗酸化能評価
Watanabe らの方法 8）に従い，MWA溶液抽出画分

を試料とし，標準物質として Trolox を用い，AAPH
由来ペルオキシラジカルによる FITC の蛍光値の経時
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変化を測定し，親水性ORAC法による抗酸化能の評価
を行った．

6．統計処理
抗アレルギー活性のデータは平均値±標準誤差（SE）

で表し，Dunnettの多重検定によりNCとの比較を行った．
また，抗酸化能の統計処理は Tukey の方法により

行った．

結果および考察

1．抗アレルギー活性試験
ハーブのMWA抽出物における脱顆粒抑制活性試験

では，NCに対する百分率で，ハイビスカス（29.8 %），
ローズマリー（35.0），タイム（39.5），スペアミント
（50.2），レモンバーム（105.2），レモングラス（105.7）

というβ-hexosaminidase 放出率を示し（図 1），ハイ
ビスカス，ローズマリー，タイムは有意に脱顆粒を抑
制した．また，熱水抽出物に対する試験では，ハイビ
スカスのみが 9.5 % と有意に脱顆粒を抑制した（図 2）．
MWA抽出物の細胞障害性については，NC（-3.7 %），
wortmannin（9.1）およびレモングラス（2.8）の細胞
障害性は 10 % 以下に留まったが，ハイビスカス（10.8
%），ローズマリー（18.9），タイム（20.3），レモンバー
ム（29.1），スペアミント（32.2）となり，スペアミン
トとレモンバームはNCに比べ有意な細胞障害性が認
められた．同様に，細胞の増殖に与える影響を検討し
たところ， DMSO，wortomannin，タイムには細胞増
殖の抑制は認められなかったが，それ以外の 5種類に
おいては細胞増殖への影響が認められ，特にハイビス
カスは，NCに比べ，有意に増殖を抑制した（データ略）．
さらに，MWA抽出物において強い脱顆粒抑制活性

を示した，ハイビスカスおよびローズマリーに対し用
量依存性試験を行った（図 3）．試料の最終試料濃度を
490, 245, 122.5 , 61.25 µg/mL とし試験を行った結果，
ハイビスカスでは，490 および 245 µg/mL において
NCに比べ有意に脱顆粒を抑制していたが，ローズマ
リーにおいては有意な差は認められなかった．
以上の結果より，供試した 6 種類のハーブのうち，
ハイビスカス，ローズマリー等ではMWA抽出物にお
ける脱顆粒抑制活性が確認され，ハイビスカスにおけ
る効果は用量依存的であることが明らかになった．ま
た，ヒトがハーブティーとして飲用することを想定し
た熱水抽出物でも同様に試験を行い，有機溶媒であ
るMWA抽出物と比較検討した．いずれの抽出物に

図 1　ハーブMWA抽出物の脱顆粒抑制活性
値は平均値± SEで示した．（n=3）
Dunnett の多重検定によりネガティブコントロール（NC）
との比較を行い，** : 1％ , * : 5％水準で有意であることを
示す。

図 2　ハーブ熱水抽出物の脱顆粒抑制活性
値は平均値± SEで示した．（n=3）
Dunnett の多重検定によりネガティブコントロール（NC）
との比較を行い，** : 1％水準で有意であることを示す。

図３ ハイビスカスおよびローズマリーMWA抽出物に
おける用量依存的脱顆粒抑制活性の評価

値は平均値± SEで示した。（n=3）
Dunnett の多重検定によりネガティブコントロール（NC）
との比較を行い，* : 5%水準で有意差があることを示す。
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おいても脱顆粒抑制活性が認められたのはハイビスカ
スのみであり，ローズマリー，タイム，スペアミント
はMWA抽出物のみ強い脱顆粒抑制効果を示した．後
者については，熱水抽出物では抑制が認められなかっ
たことから，抑制活性の主体となる成分は熱水では抽
出されにくいと考えられた．また，ローズマリーの
MWA抽出物は高濃度においてのみ抑制を示した．
スペアミント，レモンバームはそれぞれ 40% 近い

細胞障害率を示したが，これは，細胞障害によるβ
-hexosaminidase 放出率の増加を示唆しており 9），脱顆
粒抑制試験を行う際には試料の細胞障害性の有無を確
認する必要があると考えられた．
WST-1 による細胞増殖試験では，ハイビスカス，ロー

ズマリー，タイム，スペアミントにおいて，有意な阻
害が認められ，特にハイビスカスでは添加後 30 分です
でに増殖活性が低下しており，脱顆粒抑制活性試験に
おいてもすでに細胞の活性に影響を与えている可能性
が示唆された．ハイビスカスが細胞活性に影響を与え
ることに関してはHL-60 細胞等でも報告されており 10）， 
RBL-2H3 細胞においても同様に細胞活性が抑制された
ことが示唆された．
これらの結果から，ハイビスカス，ローズマリー，

タイム，スペアミントのMWA抽出物（終濃度 490 
µg/mL）は，β-hexosaminidase 放出抑制および細胞
増殖抑制を示す事が明らかとなった．特にハイビスカ
スMWA抽出物はNCと比較し有意に抑制を示してい
る事から，抗アレルギー活性が期待された．

2．抗酸化能評価
H-ORAC法による抗酸化能評価では，ハイビスカス

（686.7 µmol TE/g 以下同じ），ローズマリー（2301.7），
タイム（3723.3），スペアミント（4268.4），レモンバー
ム（4098.2），レモングラス（856.1）の値を示した．供
試した 6種の中ではスペアミント，レモンバーム，タ
イムの 3種が他に比べ高い値を示し，次いでローズマ
リー，レモングラス，ハイビスカスの順という結果と
なった（図 4） ．
高いH-ORAC値を示した 3種およびそれに次ぐロー

ズマリーは，いずれもシソ科に属し，抗酸化能を有す
るロスマリン酸を含んでいる．ロスマリン酸はカフェ酸
の二量体でフェノール性水酸基 4個を有し，高い抗酸
化能を示す成分で，ローズマリー（7.2 mg/ 乾燥葉 g），
タイム（23.5），スペアミント（58.5），レモンバーム（36.5）
にという報告 11）があり，今回測定したH-ORAC値の高
い順と完全に一致はしないものの，ロスマリン酸含有量

の高いハーブでは高いH-ORAC値が確認された．また，
レモンバームについてはロスマリン酸の他，カフェ酸，
プロトカテク酸等の抗酸化成分が検出されており，これ
らも高い抗酸化能に寄与しているものと考えられた 12）．
上記のカフェ酸等の抗酸化能はDPPHラジカル消去活性
により評価されたものであるが，これらの成分はORAC
法においても高い抗酸化能を有することが確認されてい
る 13）．また，多くのフラボノイドやフェニルプロパノイ
ドのうち，オルトジフェノール構造やオルトトリフェノー
ル構造をもたない化合物はDPPHラジカル消去活性を
ほとんど示さないが，ORAC法では抗酸化能を示す事も
知られている．アカザ科であるハイビスカスにはクエン
酸，リンゴ酸，アントシアニン，アスコルビン酸等の成
分が含まれている 14）．このうち，クエン酸は抗酸化協奏
成分として，アントシアニンやアスコルビン酸（ビタミ
ンC）は抗酸化成分として知られていることから，これ
らの成分が抗酸化能に寄与していると考えられる．イネ
科のレモングラスはシトラール，シトロネラール，リナロー
ル，リモネン等のテルペン類が含まれている 15），16），17）．こ
れらのテルペン類は抗酸化能を有することが確認されて
いる 18）が，今回評価に用いたMWA抽出画分にはこれ
らの物質は抽出されないため，シソ科ハーブに比べると
H-ORAC値は低くなったと考えられる．
抗アレルギー性を示す食品はポリフェノールやフラボ

ノイドを多く含有しているという報告があり，茶，ブロッ
コリー，タマネギの皮，ブドウや豆，シソおよびリンゴ
に含まれるポリフェノールにおいてRBL-2H3細胞に対す
る脱顆粒やヒスタミン遊離阻害作用が報告されている．
ポリフェノールが脱顆粒を阻害するメカニズムとして，

図４ハーブMWA抽出物の抗酸化能（H-ORAC値）
値は平均値± SEで示した。（n=3）
Turkey の多重検定により，異なる英字は 5%水準で
有意差があることを示す．
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IgE抗体と細胞表面のFcεRⅠの結合阻害 19），または細
胞内のリン酸化酵素の阻害が報告されている 20）．
ハーブにおいてもフラボノイド等のポリフェノール

が多く含まれていることが知られていることから，脱
顆粒抑制による抗アレルギーと抗酸化の両方の機能を
持つ可能性が想定されたが，本試験の結果（図 5）か
ら脱顆粒抑制活性と抗酸化能の相関はMWA抽出物に
おいてr= 0.01，熱水抽出物で r= 0.448と高くなかった．
このことから，今回供試したハーブにおいて脱顆粒抑
制活性を示す成分と，抗酸化能成分とは異なると考え
られた．
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