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要旨 :　植物種子には血液型特異的凝集素の含有をはじめ，リンパ球分裂促進作用，抗酸化作用，抗腫瘍作用
等，多様な生理活性を有することが知られている．今回，これらの種子の中で，熱帯果樹のひとつであるミル
クフルーツ種子に高度な細胞溶解作用を有することを見出し，その細胞溶解の生理作用を明らかにする目的で
研究を行った．検討内容は種子が持つ抗酸化力及び細胞溶解能で，抗酸化力の測定は従来から測定されてきた
D PPH 法，細胞溶解能は白血球癌細胞株である H L 6 0 細胞と健常者の単核球（対照）を用いて M TT試験による
細胞生存率について測定し，更に細胞の形態変化についてもパッペンハイム染色を用いて検討した．抗酸化力
測定ではミルクフルーツ種子の種皮に高い抗酸化力を認め，胚乳にはその能力は認めなかった．一方，細胞溶
解能についてはミルクフルーツの胚乳に H L 6 0 細胞の増殖の抑制を認め，種皮には認めなかった． H L 6 0 細胞の
形態変化についてはクロマチンの凝縮，細胞の縮小化や核の断片化を認めたが，対照の健常者単核球には明ら
かな変化を認めなかった .
　以上の結果からミルクフルーツ種子の種皮には抗酸化作用を認め，一方，H L 6 0 細胞の増殖抑制には胚乳が
関与していた．この細胞増殖の抑制は細胞数の減少であり，そのメカニズムはアポトーシスあるいはネクロー
シスのいずれかが考えられる .

キーワード :　ミルクフルーツ，種子，抗酸化力，D PPH  ラジカル消去活性測定法， 細胞生存率測定

A b s t r a c t :　It is well-Nnown that plant seeds have several functions includinJ� ph\sioloJical activit\� blood t\pe specific 
h e m a g g l u t i n a t i o n ;  l y m p h o c y t e  m i t o g e n ;  a n t i - o x i d a n t ;  a n t i - t u m o r ;  a g i n g  i n h i b i t o r  a n d  r e g u l a t o r s  f o r  d i a b e t e s .
　I n  t h i s  s t u d y ,  t o  c l a r i f y  t h e  p h y s i o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  Ch r y s o p h y l l u m  Ca i n i t o  L i n n e  （St a r  A p p l e ） w h i c h  i s  a  
f r u i t  t h a t  h a s  s t r o n g  c y t o l y s i s  f u n c t i o n s .
　St a r  A p p l e  e x t r a c t  w a s  c o n s i d e r e d  b e c a u s e  o f  i t ’s  h i g h  a n t i - o x i d a n t  a b i l i t y  a n d  c y t o l y s i s  f u n c t i o n s . Th e  D PPH  m e t h o d  
w a s  u s e d  i n  m e a s u r i n g  i t ’s  a n t i - o x i d a n t  a b i l i t y  a n d  M TT a s s a y  w a s  u s e d  f o r  t h e  g e n e r a l  v i a b i l i t y  o f  H L 6 0 .
　Th i s  w a s  d e r i v e d  f r o m  a c u t e  p r o m y e l o c y t e  l e u k e m i a  c e l l s  a n d  n o r m a l  m o n o n u c l e o s i s  t a k e n  f r o m  a  h e a l t h y  p e r s o n .  
M o r e o v e r , H L 6 0  a n d  m o n o n u c l e o s i s  w e r e  o b s e r v e d  i n c l u d i n g  t h e  m o l p h o l o g i c a l  c h a n g e  i n  St a r  A p p l e  s e e d  e x t r a c t  u s i n g  
Pa p p e n h e i m  s t a i n i n g .
　 A s  a  r e s u l t ,  a  t h i n  c o a t  o f  St a r  A p p l e  s e e d  s h o w e d  i t ’s  a n t i - o x i d a n t  a b i l i t i e s  b u t  w e  d i d n ’t  o b s e r v e  a n y  c h a n g e  i n  c e l l  
n u m b e r s .  Fu r t h e r m o r e ,  a  m o l p h o l o g i c a l  c h a n g e  i n  H L 6 0  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  St a r  A p p l e  s e e d  e n d o s p e r m  w a s  o b s e r v e d .
　Th e  a g g r e g a t i o n  o f  c h r o m a t i n  a n d  r e d u c t i o n  o f  t h e  c e l l  w h i c h  i n c l u d e d  a  f r a g m e n t e d  c e l l  n u c l e a r .  Th e  e n d o s p e r m  o f  t h e  
St a r  A p p l e  s e e d  s h o w e d  a  r e d u c t i o n  o f  t h e  a m o u n t  o f  c e l l s  a n d  m o l p h o l o g i c a l  c h a n g e  o f  t h e  c e l l  s h a p e  i n  t h e  H L 6 0  c e l l  
l i n e .
　W e  c a n  c o n f e r  t h a t  d u e  t o  t h e  m e c h a n i s m  i n  c e l l  n u m b e r  r e d u c t i o n  u s i n g  t h e  St a r  A p p l e  s e e d  e n d o s p e r m  a p o p t o s i s  o r  
n e c r o s i s  c a n  b e  i n d u c e d .
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07-p47-53-amakawa.indd   47 2016/06/20   8:40:17



4 8 天川 雅夫・秋山 秀彦・日下 雅友・一原 直人・Tr y  Pr o s ・加藤 亮二

1ɽはじめに
　植物種子にはリンパ球分裂促進作用，抗酸化作
用，抗腫瘍作用等，多様な生理活性を有すること
が知られている．例えば血液型特異的赤血球凝集
作用を有する植物種子にはゴーヤ種子やリリマメ
1 - 3 ），リンパ球分裂促進作用ではレンズマメ，ア
カインゲンマメおよびエンドウマメ4 - 5 ），細胞凝
集作用はダイズ，ソラマメおよびピーナッツ 6 ），
フラボノイド由来成分による老化抑制作用はイチ
ゴ種子7 ）に有することが報告されている．近年，
このような多様な生理活性を有する植物種子を用
いた研究が行われるようになり，高知大学では産
学官連携による共同研究で地元の特産品の一つで
ある枇杷種子から加工・抽出して得た抗酸化力の
高い N -  アセチル L -  システイン （N A C）を，美容・
ダイエット食品や飲料へ応用8 ）などがある．また，
著者らも1 2 4 種の植物種子［果実類3 5 品種，野菜
類8 2 品種（根菜類1 4 品種，葉菜類2 6 品種，果菜類
4 2 品種），穀類 2 品種，香辛料類 1 品種および種実
類4 品種］を用いて種子中の抗酸化力測定を行っ
た結果，柿の種子に高い抗酸化力を有しているこ
とを見出し，この抗酸化物質が含まれる柿種子抽
出液を糖尿病病態マウスに 3 ヶ月間経口投与した
結果，血糖値の増加抑制を確認できた．更に，前
述した1 2 4 品種の植物種子について細胞溶解能を
調べたところ，Ch r y s o p h y l l u m  Ca i n i t o  L i n n e の種
子に高度な細胞溶解能があることを見出した．
　Ch r y s o p h y l l u m  Ca i n i t o  L i n n e はアカテツ科の常
緑樹（図 1 ）で，東南アジアなどの熱帯地域に生

育しているが，この果実はゼリー状で白色の乳液
を含んでいることから，カンボジアではミルクフ
ルーツと呼ばれている．また，この果実を横に輪
切りにすると星形の模様が浮き出ることから，英
名ではスターアップルとも呼ばれている．カンボ
ジアでは，このミルクフルーツの葉や樹皮は生薬
として利用されているが，種子に含まれている成
分の生理作用などは不明である．今回，このミル
クフルーツ種子の生理作用を明らかにするため，
抗酸化力および細胞溶解能について検討したので
報告する．

2ɽࡐྉ͓よͼ方法
1 ）材料
　ミルクフルーツ種子はカンボジアのカンダール
州産（図 1 ）の種子約 1 k g を空輸で検疫後に入手
した．
　細胞溶解能に使用した A および B型の血球は
アファーマジェン（オーソ・クリニカル・ダイア
グノスティックス社），O 型血球は健常者の血液
を用いた．また，細胞生存率の測定および細胞の
形態学的変化は，急性前骨髄球性白血病細胞株で
ある H L 6 0 細胞を用い，その対照としては健常者
の単核球を用いて検討した．

2 ） 方法
2 ）‒ 1 　ミルクフルーツ種子抽出液の作製
　ミルクフルーツ種子の抽出液は，以下の方法で
作製した．まず，種子を図 2 に示すように種皮と

図1　࢈とϛルクϑルーπʀC h r ys o p h yl l u m  C ainit o  L inne（St ar  A p p l e）
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胚乳に分け，それぞれ1 g に対して1 0 m L の生理食
塩液（生食）を加え，乳鉢で磨り潰して抽出し，
1 0 , 0 0 0  r p m  4 ℃ 3 0 分間遠心した．遠心後の上清を
回収し，紫外吸収法（2 8 0 n m ）よりタンパク濃度
を求めた．

2 ）‒2 　ミルクフルーツ種子抽出液の抗酸化力測定
　抗酸化力測定法として，従来から利用されてい
る D PPH 法（ 1 , 1 - d i p h e n y l - 2 - p i c r y l h y d r a z y l  f r e e -
r a d i c a l  s c a v e n g i n g  a c t i v i t y  ）を用いて測定した．
　測定方法は，ミルクフルーツの種子，種皮およ
び胚乳に分け，それぞれ 5 0 0 μg / m L となるように
濃度調整した．サンプルを各々 5 0 μL に 0 . 1 m M  
D PPH  溶液（同仁化学）および 0 . 0 5 M  トリス塩酸
緩衝液（p H 7 . 4 ）を 1 m L ずつ混和させ，室温で3 0
分間反応後， 5 1 7 n m で吸光度を測定した．また，
陽性対照は抗酸化力が高いことで知られているプ
ロポリスを用いた．抗酸化力は試料吸光度値をブ
ランク吸光度値で除した D PPH 残存率（% ）とし
て示した．

　D PPH 残存率（％）＝
　　（試料吸光度値／ブランク吸光度値）×1 0 0

2 ）‒3 　ミルクフルーツ種子抽出液の細胞溶解能
ⅰ）細胞溶解能
　細胞は A ，Bおよび O 型の血球を用い，それ
ぞれの血球を生食にて洗浄後， 2 % 血球浮遊液を
作製した．ミルクフルーツの抽出液（原液 : 1 0 m g /
m l）を生食で1 , 0 2 4 倍まで2 倍連続希釈し，各々 5 0
μL と前述した2 % 血球浮遊液5 0 μL ずつ等量混和
後，すぐに 3 , 4 0 0 r p m  ，1 5 秒間遠心後，判定した．
また，血球溶解の対照として 0 ～3 % の塩化ナト
リウムの濃度勾配を作成し血球の浸透圧による溶
解を調べたところ， 0 . 3 % 以下の塩化ナトリウム

低張液で細胞溶解を呈することを確認した．
ⅱ）細胞増殖度に対する影響について
　ミルクフルーツ胚乳抽出液添加による細胞増殖
への影響の検討に M TT Ce l l  Pr o l i f e r a t i o n  A s s a y  K i t  
（Ca y m a n 社）を用いた．その測定原理は細胞内
に取り込まれた M TT（3 -［4 , 5 -  d i m e t h y l t h i a z o l - 2 -
y l］- 2 , 5 - d i p h e n y l  t e t r a z o l i u m  b r o m i d ）は，ミトコン
ドリアの還元酵素により，テトラゾリウム塩がホ
ルマザンに還元されて青色の色素を呈する．この
色素量は代謝活性のある細胞数と相関するため，
死細胞では色素は産生されない．
　まず，細胞へ胚乳抽出液（1 0 μg / m L ）を添加し
たものと，サンプル対照として PBSを添加した 2
群で比較した．健常者単核球（1 ×1 0 6 / m L ）およ
び急性前骨髄球性白血病細胞株である H L 6 0 細胞
（1 ×1 0 6 / m L ）をそれぞれ9 6 穴培養プレート 
（FA L CO N 社） に1 0 0 μL 播種し抽出液を添加後，
3 7 ℃，5 % CO 2 インキュベータにて2 4 時間反応させ
た．反応後， M TT試薬1 0 μL を添加し混和後，
3 7 ℃，5 % CO 2 インキュベータにて 3 時間反応後，
上清8 5 μL を除き，キットに含まれる溶解液 1 0 0
μL を添加して混和後，細胞に取り込まれた色素
を溶解してマイクロプレートリーダー （Bi o - R a d  
Be n c h m a r k 社）で5 5 0 n m にて吸光度測定した．対
照には健常者単核球を用いた．
　
2 ）‒4   ミルクフルーツ胚乳抽出液による H L 6 0 細
胞の形態学的変化

　H L 6 0 細胞（1 ×1 0 6 / m L ）にミルクフルーツ胚乳
抽出液を1 0 μg / m L 添加後，3 7 ℃，5 % CO 2 インキュ
ベータにて2 4 時間反応後，H L 6 0 細胞を浮遊させ
回収し， 1 , 0 0 0 r p m ，5 分間遠心した．遠心後の沈
渣を用いて細胞塗抹標本を作製し，パッペンハイ
ム染色を行った．
　パッペンハイム染色はメイ・グリュンワルド液
で3 分間固定後，その上に同量の1 / 1 5 0 M リン酸緩
衝液（p H 6 . 4 ）を加え 3 分間染色し，水洗後，ギム
ザ染色液（ギムザ原液1 滴 / リン酸緩衝液1 m L ）
に浸し1 0 分間染色した．染色後，流水水洗し，ド
ライヤーで乾燥後， 2 0 0 倍で鏡検した．また，対
照として健常者単核球を用いて，ミルクフルーツ
胚乳抽出液添加による細胞の形態変化を同様の
パッペンハイム染色で調べた．

図2　ϛルクϑルーπछ子

2) 方法

2)-1 子ᢳ出ᾮのస製✀ࢶルクフルー࣑

子のᢳ出ᾮは, ௨ୗの方法で✀ࢶルクフルー࣑

స製した. 子を図✀ ,ࡎࡲ 2 に♧ࡍよ࠺に✀⓶と

⬇ஙに分ࡑ ,ࡅれࡒれ 1g に対して 10mL の⏕㣗

をຍ࠼ , ங㖊で☻り₽してᢳ出し , 10,000rpm 
4Υ 30 分間㐲心した. 㐲心ᚋのୖΎをᅇし, ⣸
እ྾法(280nm)よりタンࣃク⃰ᗘをồࡵた. 

子ᢳ出ᾮのᢠ㓟化ຊ測定✀ࢶルクフルー࣑ 2-(2

ᢠ㓟化ຊ測定法として,ᚑ᮶ࡽ用されてい

る DPPH 法 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
free-radical scavenging activity )を用いて測定し

た. 
測定方法は, ࣑ルクフルーࢶの✀子, よ࠾⓶✀

れࡒれࡑ ,ࡅஙに分⬇ࡧ 500μg/mL と࡞るよ࠺

に⃰ᗘㄪᩚした . サンプルをྛ50ࠎμL に

0.1mM DPPH ⁐ᾮ(同ோ化学)࠾よࡧ 0.05M ト
リスሷ㓟⦆⾪ᾮ(pH7.4)を 1mL ᐊ ,ࡏΰさࡘࡎ
 で 30 分間ᛂᚋ, 517nm で྾ගᗘを測定した. 
れてࡽ▱とでࡇ㧗いࡀた, 㝧性対↷はᢠ㓟化ຊࡲ

いるプロ࣏リスを用いた.ᢠ㓟化ຊはヨᩱ྾ගᗘ

್をࣈランク྾ගᗘ್で㝖した DPPH ṧᏑ率(%)
として♧した. 

DPPH ṧᏑ率（％）㸻

（ヨᩱ྾ගᗘ್㸭ࣈランク྾ගᗘ್）�100

2)-3 子ᢳ出ᾮの⣽⬊⁐解能✀ࢶルクフルー࣑

i ) ⣽⬊⁐解能

⣽⬊は A, B ࡧよ࠾ O 型の⾑⌫を用い, ࡑれࡒ

れの⾑⌫を⏕理㣗ሷᾮにてὙίᚋ, 2%⾑⌫ᾋ㐟ᾮ

をస製した のᢳ出ᾮࢶルクフルー࣑ . ( ཎ
ᾮ:10mg/ml)を⏕㣗で 1,024 ಸࡲで 2 ಸ㐃⥆ᕼ㔘

し, ྛ50ࠎμL と๓㏙した 2%⾑⌫ᾋ㐟ᾮ 50μL
にࡄࡍ,㔞ΰᚋ➼ࡘࡎ 3,400rpm , 15 秒間㐲心ᚋ, 
ุ定した. た, ⾑⌫⁐解の対↷としてࡲ 0㹼3%の

ሷ化ࢼトリ࢘ムの⃰ᗘ໙㓄をసᡂし⾑⌫のᾐ㏱ᅽ

による⁐解をㄪたとࡇろ, 0.3%௨ୗのሷ化ࢼト

リ࢘ムపᙇᾮで⣽⬊⁐解を࿊ࡍるࡇとを☜ㄆし

た. 

ii ) ⣽⬊ቑṪᗘに対ࡍるᙳ㡪にࡘいて

ஙᢳ出ᾮῧຍによる⣽⬊ቑṪ⬇ࢶルクフルー࣑

のᙳ㡪の検ウに MTT Cell Proliferation Assay 
Kit (Cayman 社)を用いた. ⬊の測定ཎ理は⣽ࡑ

ෆ に ྲྀ り ㎸ ࡲ れ た MTT （ 3-[4,5- 
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium 
bromid）は, ࣑トࢥンࢻリアの㑏ඖ㓝⣲により,
ンに㑏ඖされて㟷Ⰽࢨルマ࣍ࡀムሷ࢘リࢰトラࢸ

のⰍ⣲を࿊ࡍる. のⰍ⣲㔞は௦ㅰά性のある⣽ࡇ

⬊数と┦㛵ࡍるたࡵ㸪Ṛ⣽⬊ではⰍ⣲は⏘⏕され

 .い࡞
,ࡎࡲ ⣽⬊⬇ஙᢳ出ᾮ(10μg/mL)をῧຍした

,のとࡶ サンプル対↷としてPBSをῧຍした2⩌

でẚ㍑した. ᖖ⪅༢᰾⌫(1�106/mL)࠾よࡧᛴ

性๓㦵㧊⌫性ⓑ⾑⣽⬊株である HL60 ⣽⬊(1�
106/mL) を ࡑ れ ࡒ れ 96 ✰ ᇵ 㣴 プ レ ー ト

(FALCON 社) に 100μL ✀しᢳ出ᾮをῧຍᚋ, 
37Υ, 5%CO2イン࣋ࣗ࢟ータにて 24 時間ᛂさ

.たࡏ ᛂᚋ, MTT ヨ⸆ 10μL をῧຍしΰᚋ, 
37Υ, 5%CO2 イン࣋ࣗ࢟ータにて 3 時間ᛂᚋ,
ୖΎ 85μL を㝖࢟ ,ࡁットにྵࡲれる⁐解ᾮ 100
μL をῧຍしてΰᚋ, ⣽⬊にྲྀり㎸ࡲれたⰍ⣲

を⁐解してマイクロプレートリーダー (Bio-Rad 
Benchmark 社)で 550nm にて྾ගᗘ測定した.
対↷にはᖖ⪅༢᰾⌫を用いた. 

ஙᢳ出ᾮによるHL60⣽⬇ࢶルクフルー࣑  4-(2

⬊のᙧែ学ⓗኚ化

HL60 ⣽⬊(1�106/mL)に࣑ルクフルーࢶ⬇ங

ᢳ出ᾮを 10μg/mL ῧຍᚋ, 37Υ, 5%CO2イン࢟

ータにて࣋ࣗ 24 時間ᛂᚋ, HL60 ⣽⬊をᾋ㐟さ

.ᅇし, 1,000rpm, 5分間㐲心したࡏ 㐲心ᚋのỿ

´を用いて⣽⬊ሬ標本をస製し, イࣁッペンࣃ

ムᰁⰍを行った. 
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3ɽ結果
3 ）‒1 　ミルクフルーツ種子抽出液の抗酸化力測定
　ミルクフルーツ種子を種皮と胚乳に分けて抗酸
化力測定（ n = 5 ）を行った結果，図3 に示すよう
に種皮抽出液は種子（全体）および胚乳と比べ，
その D PPH 残存率は4 4 . 7 ±1 . 2 9 % と低く，抗酸化
力は顕著に高いことが確認できた．また，陽性対
照のプロポリス（6 5 . 0 % ）と比べても抗酸化力が
高い結果であった．一方，種子（全体）では
D PPH 残存率は 9 8 . 6 ±0 . 6 9 % ，胚乳は 9 5 . 3 ±1 . 5 3 %
と抗酸化力は認められなかった．

3 ）‒2 　ミルクフルーツ種子抽出液の細胞溶解作用
ⅰ）細胞溶解能
　ミルクフルーツ胚乳抽出液では A ，Bおよび O
型血球のすべての血球において， 1 : 1 2 8 と最も高
い溶解を認めた（図4 ）．種子全体では1 : 6 4 ，種皮
は細胞溶解を認めなかったことから，胚乳中に細
胞溶解を起こす成分が含有している可能性が示唆
された（表1 ）．

ஙᢳ出ᾮによる⬇ࢶルクフルー࣑  .3-(3 HL60
⣽⬊のᙧែ学ⓗኚ化

HL60 ⣽⬊を用いて࣑ルクフルーࢶ✀子ῧຍに

よる⣽⬊のᙧែኚ化にࡘいて検ウした. ,の結果ࡑ
⬇ஙᢳ出ᾮをῧຍした HL60 ⣽⬊では᰾(クロマ

チン)のจ⦰, ⣽⬊の⦰ᑠ化࠾よࡧ᰾の᩿∦化ࡀ

ከ数ㄆࡽࡵれ, ᙧែⓗ࡞␗ᖖࡀ㢧ⴭにㄆࡽࡵれた

(図 6 ▮༳). ୍方, 対↷として用いたᖖ⪅༢᰾

⌫のᙧែኚ化はㄆࡽࡵれ࡞った(ࢹータは♧さ

.(ࡎ

4. ⪃ᐹ

᳜物はẼ中の㓟⣲ࡽ⣸እ線ࡸ放射線࡞の

ᙳ㡪により⏘⏕されるά性㓟⣲によって㓟化ⓗス

トレスをཷࡅている. ࡍ⫱⏕ቃୗで⎔࡞࠺のよࡇ

るたࡵに, ᳜物࠾よࡧ✀子にはά性㓟⣲を↓ẘ化

る物質ࡍルをᾘཤ࢝ラジࡸᢠ㓟化物質࡞るᙉຊࡍ

を᭷ࡍるࡇとࡽ▱ࡀれているࡀ, のᢠ㓟化物質ࡑ

の௦⾲ⓗࡶ࡞のには࣏リフࣀ࢙ール, フラࣀ࣎イ

,ࢻ .れるࡽࡆᣲࡀ࡞ンࢽ࣏サࡸン࢟ࢸ࢝ リ࣏

フࣀ࢙ールはከࡃの᳜物にྵ᭷され, ගྜᡂによ

って出᮶る᳜物のⰍ⣲ࡸⱞのᡂ分で, にື⬦

◳化ࡸ⬻᱾ሰを㜵ࡄᢠ㓟化స用を᭷ࡍるとゝࢃれ

ている 9). 日ᖖ⏕άでᦤྲྀࡍる機会のከいフラ࣎

,ールの୍✀でࣀ࢙リフ࣏はࢻイࣀ ഹし体ෆ

に྾され࡞い. ୍方, ⥳Ⲕ࡞にྵࡲれるࢸ࢝

,ࡵࡌンはᢠ㓟化స用をは࢟ ᢠ⭘⒆స用 10), ⾑ᅽ

ୖ᪼ᢚไస用 11-12), ⾑中ࢥレスࢸロールㄪ⠇స用

13-15), ⾑⢾್ㄪ⠇స用 16-17), ⪁化ᢚไస用 18), ᢠ

アレルギーస用 ࡍ理ά性を᭷⏕࡞ከᵝ࡞(19-21

る. ーク࣠ーサーにࢩࡶいて࠾た, 果ᐇ✀子にࡲ

レチンࣅࣀ㢮の୍✀であるࢻイࣀ࣎れるフラࡲྵ

ᢠㄆ▱స用ࡸᢠ⭘⒆స用 ,ࡵࡌᢠ㓟化స用をはࡀ

を᭷し, ᰠの✀子にྵࡲれるἐ㣗子㓟ࡀᢠ㓟化స

用を᭷ࡍるࡇとࡽ▱ࡀれている. ࡇのよ࠺に᳜物

の✀子ࡀᵝ࡞ࠎ⏕理ά性をᣢࡇࡘとࡀ᫂ࡽにさ

れる࡞で, ᡃࠎはከࡃの᳜物✀子を検ウしてࡁ

た. ⣽⬊⁐解࡞㧗ᗘࡀ子✀ࢶルクフルー࣑でࡇࡑ

をࡍるࡇとに╔┠し, ࡑの⏕理ά性を᫂ࡽにࡍ

る┠ⓗでᢠ㓟化ຊ࠾よࡧ⣽⬊⁐解能にࡘいて検ウ

した. 
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表1　ϛルクϑルーπछ子の部Ґผによるࡉ๔༹ղ

図3　ϛルクϑルーπछ子部Ґผによるࢎ߅Խྗଌఆ
D PPH ラジカル（紫色）に抗酸化物質を含む抽出液を加えると，D PPH ラジ
カルが消去され色が薄くなる．この色調を吸光度測定し抗酸化力を測定する．
種皮に吸光度の減少が認められた．

ᾮࢻリࣗン࣡ルࢢイムᰁⰍはメイ࣭ࣁッペンࣃ

で 3 分間ᅛ定ᚋ, のୖに同㔞のࡑ 1/150M リン㓟

⦆⾪ᾮ(pH6.4)をຍ࠼ 3 分間ᰁⰍし, ỈὙᚋ, ギム

にᾐ(ཎᾮ1/リン㓟⦆⾪ᾮ1mLࢨギム)ᰁⰍᾮࢨ

し 10 分間ᰁⰍした. ᰁⰍᚋ, ὶỈỈὙし, ライࢻ

ࣖーで⇱ᚋ, 200 ಸで㙾検した. ,たࡲ 対↷とし

てᖖ⪅༢᰾⌫を用いて, ࣑ルクフルーࢶ⬇ஙᢳ

出ᾮῧຍによる⣽⬊のᙧែኚ化を同ᵝのࣃッペン

 .たイムᰁⰍでㄪࣁ

3  結果

子ᢳ出ᾮのᢠ㓟化ຊ測定✀ࢶルクフルー࣑ .1-(3

てᢠ㓟ࡅ子を✀⓶と⬇ஙに分✀ࢶルクフルー࣑

化ຊ測定(n=5)を行った結果, 図 3 に♧ࡍよ࠺に

✀⓶ᢳ出ᾮは✀子(体)࠾よࡧ⬇ஙとẚ, のࡑ

DPPH ṧᏑ率は 44.7±1.29%とపࡃ, ᢠ㓟化ຊは

㢧ⴭに㧗いࡇとࡀ☜ㄆでࡁた. ,たࡲ 㝧性対↷の

プロ࣏リス(65.0%)とẚてࡶᢠ㓟化ຊࡀ㧗い結

果であった. ୍方, ✀子(体)では DPPH ṧᏑ率

は 98.6±0.69%, ⬇ஙは 95.3±1.53%とᢠ㓟化ຊ

はㄆࡽࡵれ࡞った. 

子ᢳ出ᾮの⣽⬊⁐解స用✀ࢶルクフルー࣑ .2-(3

i ) ⣽⬊⁐解能

ஙᢳ出ᾮでは⬇ࢶルクフルー࣑ A, B ࡧよ࠾ O
型⾑⌫のࡍての⾑⌫に࠾いて, 1:128 と᭱ࡶ㧗

い⁐解をㄆࡵた(図4). ✀子体では1:64, ✀⓶は

⣽⬊⁐解をㄆ࡞ࡵったࡇとࡽ, ⬇ங中に⣽⬊

⁐解を㉳ࡍࡇᡂ分ྵࡀ᭷しているྍ能性ࡀ♧၀さ

れた(⾲ 1). 

ii ) ⣽⬊ቑṪᗘに対ࡍるᙳ㡪

⁐⬊いて⣽࠾子の⬇ங㒊分に✀ࢶルクフルー࣑

解能ࡀㄆࡽࡵれたࡇとࡽ, ⬇ஙᢳ出ᾮࡀ⣽⬊ቑ

Ṫのᙳ㡪にࡘいて MTT ヨ㦂でㄪた. MTT ヨ
㦂でᖖ⪅༢᰾⌫に࠾いて, 対↷の PBS ῧຍで

は O.D.550nm の 0.401±0.012 に対して, ルク࣑

フルーࢶ⬇ஙᢳ出ᾮῧຍでは 0.340±0.013 であ

った. HL60 ⣽⬊に࠾いては, 対↷の PBS ῧຍ

O.D.550nm の್は 1.367±0.015 に対して, ル࣑

クフルーࢶ⬇ஙᢳ出ᾮῧຍでは 0.336±0.031 で

あった. ᚑって, ⬇ஙᢳ出ᾮῧຍ 24時間ᚋの⣽⬊

⏕Ꮡ率は HL60 ⣽⬊に࠾いては 8.57±3.92%, 
ᖖ⪅༢᰾⌫では 62.0±5.11%であった(図 5).

5 

07-p47-53-amakawa.indd   50 2016/06/20   8:40:19



5 1ミルクフルーツ（熱帯果樹）種子における生理活性効果

ⅱ）細胞増殖度に対する影響
　ミルクフルーツ種子の胚乳部分において細胞溶
解能が認められたことから，胚乳抽出液が細胞増
殖への影響について M TT試験で調べた．M TT 試
験で健常者単核球において，対照の PBS添加で
は O . D . 5 5 0 n m の0 . 4 0 1 ±0 . 0 1 2 に対して，ミルクフ
ルーツ胚乳抽出液添加では0 . 3 4 0 ±0 . 0 1 3 であった．
H L 6 0 細胞においては，対照の PBS添加 O . D . 5 5 0 n m
の値は 1 . 3 6 7 ±0 . 0 1 5 に対して，ミルクフルーツ胚
乳抽出液添加では0 . 3 3 6 ±0 . 0 3 1 であった．従って，
胚乳抽出液添加 2 4 時間後の細胞生存率は H L 6 0 細
胞においては 8 . 5 7 ±3 . 9 2 % ，健常者単核球では
6 2 . 0 ±5 . 1 1 % であった（図5 ）．

3 ）‒3 　ミルクフルーツ胚乳抽出液による H L 6 0 細
胞の形態学的変化
　H L 6 0 細胞を用いてミルクフルーツ種子添加に
よる細胞の形態変化について検討した．その結果，
胚乳抽出液を添加した H L 6 0 細胞では核（クロマ
チン）の凝縮，細胞の縮小化および核の断片化が
多数認められ，形態的な異常が顕著に認められた
（図6 矢印）．一方，対照として用いた健常者単核
球の形態変化は認められなかった（データは示さ
ず）．

�ɽ考察
　植物は大気中の酸素から紫外線や放射線などの
影響により産生される活性酸素によって酸化的ス
トレスを受けている．このような環境下で生育す
るために，植物および種子には活性酸素を無毒化
する強力な抗酸化物質やラジカルを消去する物質
を有することが知られているが，その抗酸化物質
の代表的なものにはポリフェノール，フラボノイ
ド，カテキンやサポニンなどが挙げられる．ポリ
フェノールは多くの植物に含有され，光合成に
よって出来る植物の色素や苦味の成分で，主に動
脈硬化や脳梗塞を防ぐ抗酸化作用を有すると言わ
れている 9 ）．日常生活で摂取する機会の多いフラ
ボノイドはポリフェノールの一種で，僅かしか体
内に吸収されない．一方，緑茶などに含まれるカ
テキンは抗酸化作用をはじめ，抗腫瘍作用1 0 ），血
圧上昇抑制作用1 1 - 1 2 ），血中コレステロール調節作
用1 3 - 1 5 ），血糖値調節作用 1 6 - 1 7 ），老化抑制作用 1 8 ），
抗アレルギー作用1 9 - 2 1 ）など多様な生理活性を有す

るᢠ㓟化ຊ測ࡅ࠾子に✀ࢶルクフルー࣑ ,ࡎࡲ

定に࠾いては, ᚑ᮶ࡽ用されている測定法で

ある DPPH 法を用いた. DPPH 法は本᮶, Ᏻ定

,ࡎルを用い࢝ラジ࡞ Ᏻ定ⓗ࡞DPPHラジ࢝ルと

い࠺ே工ⓗにసࡽれたラジ࢝ルのᾘཤ能を྾ගᗘ

測定によりồࡵる方法である. DPPH ラジ࢝ルを

⁐፹に⁐ࡍと⣸Ⰽに࿊ࡍるࡀ, の⁐ᾮにᢠ㓟ࡇ

化物質をྵࡴᢳ出ᾮをຍ࠼ると, DPPH ラジ࢝ル

のⰍㄪを྾ගᗘ測定ࡇ .る࡞ࡃⷧࡀᾘཤされⰍࡀ

しᢠ㓟化ຊを測定ࡍる. ル࣑のDPPH法によるࡇ

クフルーࢶのᢠ㓟化ຊ測定を行った結果, ルク࣑

フルーࢶ✀⓶に࠾いてᢠ㓟化ຊࡀ㧗いࡇとࡀ分

った. ,のỈ準はࡇ ᢠ㓟化ຊの㧗いࡇとࡽ▱ࡀれ

ているプロ࣏リスよりࡶ⣙ 1.45 ಸ㧗いࡇとࡀ☜

ㄆでࡁた. ୍⯡ⓗに✀子には࣏リフࣀ࢙ール࡞

をྵࢇで࠾り, ᭷Ⰽであるࡇとࡀከい. ,ࡵのたࡑ
㣗用Ⰽ⣲をᣢࡘ㔝᳜⳯ࡸ物にはᢠ㓟化ຊの㧗いࡇ

とࡀከࡽ▱ࡃれているࡀ, ⴭ⪅ࡽのඛ行◊✲でᰠ

の✀⓶に࠾いてࡶᢠ㓟化ຊࡀ㧗ࡃㄆࡽࡵれ, のࡑ

ᢠ㓟化物質は࣏リフࣀ࢙ールの୍✀のἐ㣗子㓟で

あるࡇとを☜ㄆした 22). しし, ᅇの࣑ルクフ

ルーࢶにࡅ࠾るᢠ㓟化物質の同定は行ってい࡞い

,ᚋ ,ࡀ HPLC-MS ルクフルー࣑を用いた࡞

るᢠ㓟化物質の同定はᚲ㡲であࡍにᏑᅾ⓶✀ࢶ

る. 

次に, ,のูの⏕理ά性స用ࢶルクフルー࣑ ࡍ

いてࡘ⣽⬊の⁐解にࡕࢃ࡞ HL60 ⣽⬊を用いた

MTT ヨ㦂による⣽⬊⏕Ꮡ率の測定࠾よࡧ⣽⬊ᙧ

ែのኚ化にࡘいて検ウした. 
方法はࣄトᛴ性๓㦵㧊⌫性ⓑ⾑⣽⬊株 HL60

⣽⬊とᖖ⪅༢᰾⌫を用いて࣑ルクフルーࢶ⬇ங

ᢳ出ᾮをῧຍして 24 時間ᚋに測定した結果, 
HL60 ⣽⬊の⏕Ꮡ率は 24.6%と㢧ⴭ࡞⣽⬊数のῶ

ᑡࡀㄆࡵたのに対し, ᖖ⪅༢᰾⌫はࡇのよ࡞࠺

᫂࡞ࡽኚ化はㄆࡽࡵれ࡞ったࡇとࡽ , 
HL60 ⣽⬊≉␗ⓗに࣑ルクフルーࢶ⬇ஙᢳ出ᾮࡀ

⣽⬊数のῶᑡをᘬࡁ㉳ࡇしたと⪃ࡽ࠼れる. のࡇ

⌧㇟にࡘいてはձ⣽⬊ቑṪのᢚไղ⣽⬊Ṛによ

る⣽⬊数のῶᑡの 2 .れるࡽ࠼⪄ࡀとࡇのࡘ れࡇ

いࡘに⣽⬊のᙧែኚ化にࡵるたࡍとを検ウࡇのࡽ

てࣃッペンࣁイムᰁⰍを用いて検ウした結果,๓
㏙と同ᵝにᖖ⪅༢᰾⌫では⣽⬊Ṛのㄏ導された

༢᰾⌫の㢧ⴭ࡞ቑຍはㄆࡽࡵれ࡞ったのに対し

て, HL60 ⣽⬊ではア࣏トーࢩスで㉳ࡇる⣽⬊の

⦰ᑠ, クロマチンのจ⦰,᰾の᩿∦化ࡀㄆࡽࡵれ

た. ,たࡲ ネクローࢩスで㉳ࡇる⣽⬊の⭾化, ᰾

の႙ኻ, ⦰ᑠ化ࡸ✵⬊ᙧᡂをከ数ㄆࡵ, ⣽⬊ᙧែ

にࡶ␗ᖖࡀ㢧ⴭにㄆࡽࡵれた.ࡇのࡇとは HL60
⣽⬊に࠾いては⣽⬊のቑṪࡀᢚไされているので

はࡃ࡞, ア࣏トーࢩスあるいはネクローࢩスの⣽

7 

ஙᢳ出ᾮによる⬇ࢶルクフルー࣑  .3-(3 HL60
⣽⬊のᙧែ学ⓗኚ化

HL60 ⣽⬊を用いて࣑ルクフルーࢶ✀子ῧຍに

よる⣽⬊のᙧែኚ化にࡘいて検ウした. ,の結果ࡑ
⬇ஙᢳ出ᾮをῧຍした HL60 ⣽⬊では᰾(クロマ

チン)のจ⦰, ⣽⬊の⦰ᑠ化࠾よࡧ᰾の᩿∦化ࡀ

ከ数ㄆࡽࡵれ, ᙧែⓗ࡞␗ᖖࡀ㢧ⴭにㄆࡽࡵれた

(図 6 ▮༳). ୍方, 対↷として用いたᖖ⪅༢᰾

⌫のᙧែኚ化はㄆࡽࡵれ࡞った(ࢹータは♧さ

.(ࡎ

4. ⪃ᐹ

᳜物はẼ中の㓟⣲ࡽ⣸እ線ࡸ放射線࡞の

ᙳ㡪により⏘⏕されるά性㓟⣲によって㓟化ⓗス

トレスをཷࡅている. ࡍ⫱⏕ቃୗで⎔࡞࠺のよࡇ

るたࡵに, ᳜物࠾よࡧ✀子にはά性㓟⣲を↓ẘ化

る物質ࡍルをᾘཤ࢝ラジࡸᢠ㓟化物質࡞るᙉຊࡍ

を᭷ࡍるࡇとࡽ▱ࡀれているࡀ, のᢠ㓟化物質ࡑ

の௦⾲ⓗࡶ࡞のには࣏リフࣀ࢙ール, フラࣀ࣎イ

,ࢻ .れるࡽࡆᣲࡀ࡞ンࢽ࣏サࡸン࢟ࢸ࢝ リ࣏

フࣀ࢙ールはከࡃの᳜物にྵ᭷され, ගྜᡂによ

って出᮶る᳜物のⰍ⣲ࡸⱞのᡂ分で, にື⬦

◳化ࡸ⬻᱾ሰを㜵ࡄᢠ㓟化స用を᭷ࡍるとゝࢃれ

ている 9). 日ᖖ⏕άでᦤྲྀࡍる機会のከいフラ࣎

,ールの୍✀でࣀ࢙リフ࣏はࢻイࣀ ഹし体ෆ

に྾され࡞い. ୍方, ⥳Ⲕ࡞にྵࡲれるࢸ࢝

,ࡵࡌンはᢠ㓟化స用をは࢟ ᢠ⭘⒆స用 10), ⾑ᅽ

ୖ᪼ᢚไస用 11-12), ⾑中ࢥレスࢸロールㄪ⠇స用

13-15), ⾑⢾್ㄪ⠇స用 16-17), ⪁化ᢚไస用 18), ᢠ

アレルギーస用 ࡍ理ά性を᭷⏕࡞ከᵝ࡞(19-21

る. ーク࣠ーサーにࢩࡶいて࠾た, 果ᐇ✀子にࡲ

レチンࣅࣀ㢮の୍✀であるࢻイࣀ࣎れるフラࡲྵ

ᢠㄆ▱స用ࡸᢠ⭘⒆స用 ,ࡵࡌᢠ㓟化స用をはࡀ

を᭷し, ᰠの✀子にྵࡲれるἐ㣗子㓟ࡀᢠ㓟化స

用を᭷ࡍるࡇとࡽ▱ࡀれている. ࡇのよ࠺に᳜物

の✀子ࡀᵝ࡞ࠎ⏕理ά性をᣢࡇࡘとࡀ᫂ࡽにさ

れる࡞で, ᡃࠎはከࡃの᳜物✀子を検ウしてࡁ

た. ⣽⬊⁐解࡞㧗ᗘࡀ子✀ࢶルクフルー࣑でࡇࡑ

をࡍるࡇとに╔┠し, ࡑの⏕理ά性を᫂ࡽにࡍ

る┠ⓗでᢠ㓟化ຊ࠾よࡧ⣽⬊⁐解能にࡘいて検ウ

した. 
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る．また，果実種子においてもシークヮーサーに
含まれるフラボノイド類の一種であるノビレチン
が抗酸化作用をはじめ，抗腫瘍作用や抗認知作用
を有し，柿の種子に含まれる没食子酸が抗酸化作
用を有することが知られている．このように植物
の種子が様々な生理活性を持つことが明らかにさ
れるなかで，我々は多くの植物種子を検討してき
た．そこでミルクフルーツ種子が高度な細胞溶解
をすることに着目し，その生理活性を明らかにす
る目的で抗酸化力および細胞溶解能について検討
した．
　まず，ミルクフルーツ種子における抗酸化力測
定においては，従来から利用されている測定法で
ある D PPH 法を用いた．D PPH 法は本来，不安定
なラジカルを用いず，安定的な D PPH ラジカル
という人工的に作られたラジカルの消去能を吸光
度測定により求める方法である．D PPH ラジカル
を溶媒に溶かすと紫色に呈するが，この溶液に抗
酸化物質を含む抽出液を加えると，D PPH ラジカ
ルが消去され色が薄くなる．この色調を吸光度測
定し抗酸化力を測定する．この D PPH 法による
ミルクフルーツの抗酸化力測定を行った結果，ミ
ルクフルーツ種皮において抗酸化力が高いことが
分かった．この水準は，抗酸化力の高いことが知
られているプロポリスよりも約1 . 4 5 倍高いことが
確認できた．一般的に種子にはポリフェノールな
どを含んでおり，有色であることが多い．そのた
め，食用色素を持つ野菜や植物には抗酸化力の高
いことが多く知られているが，著者らの先行研究
で柿の種皮においても抗酸化力が高く認められ，
その抗酸化物質はポリフェノールの一種の没食子
酸であることを確認した2 2 ）．しかし，今回のミル
クフルーツにおける抗酸化物質の同定は行ってい
ないが，今後， H PL C- M Sなどを用いたミルクフ
ルーツ種皮に存在する抗酸化物質の同定は必須で
ある．
　次に，ミルクフルーツの別の生理活性作用，す
なわち細胞の溶解について H L 6 0 細胞を用いた
M TT 試験による細胞生存率の測定および細胞形
態の変化について検討した．
　方法はヒト急性前骨髄球性白血病細胞株 H L 6 0
細胞と健常者単核球を用いてミルクフルーツ胚乳
抽出液を添加して 2 4 時間後に測定した結果，

H L 6 0 細胞の生存率は2 4 . 6 % と顕著な細胞数の減
少が認めたのに対し，健常者単核球はこのような
明らかな変化は認められなかったことから，
H L 6 0 細胞特異的にミルクフルーツ胚乳抽出液が
細胞数の減少を引き起こしたと考えられる．この
現象については①細胞増殖への抑制②細胞死によ
る細胞数の減少の2 つのことが考えられる．これ
らのことを検討するために細胞の形態変化につい
てパッペンハイム染色を用いて検討した結果，前
述と同様に健常者単核球では細胞死の誘導された
単核球の顕著な増加は認められなかったのに対し
て，H L 6 0 細胞ではアポトーシスで起こる細胞の
縮小，クロマチンの凝縮，核の断片化が認められ
た．また，ネクローシスで起こる細胞の膨化，核
の喪失，縮小化や空胞形成を多数認め，細胞形態
にも異常が顕著に認められた．このことは H L 6 0
細胞においては細胞の増殖が抑制されているので
はなく，アポトーシスあるいはネクローシスの細
胞の破壊による細胞数の減少と考えられた．

5ɽ結ޠ
　熱帯果樹であるミルクフルーツ種子は抗酸化力
と細胞溶解作用を認め，特に胚乳抽出液は，白血
病細胞株である H L 6 0 細胞に対して，核の断片化
や細胞の縮小化を引き起こし，細胞数の減少を認
めた．その作用はアポトーシスあるいはネクロー
シスのいずれかが考えられた．
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