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1. 緒 論

ヒスタミンは動物, 植物, 微生物に広く分布する生
理活性アミンである. その役割については, まだ不明
瞭な点が多い. 高等動物の生体内では, ヒスタミンの
合成は, 主に肥満細胞や好塩基球細胞に存在するヒス
チジンデカルボキシラーゼ (histidine decarboxylase:
HDC) の作用により行われる. 基質はアミノ酸であ
るヒスチジンであり, 合成されたヒスタミンの多くは
細胞内顆粒に貯留され, その後, 抗原抗体刺激などの

作用により細胞外に放出される. ヒスタミンの生理作
用は, H 1, H 2, H 3 あるいは H４などのヒスタミン
受容体に結合することで発揮されると考えられてい
る１). ヒスタミンの三大薬理作用として, 1. 血管透
過性亢進, 2. 平滑筋収縮, 3. 胃酸分泌, があり, 古
くから食中毒１) や胃潰瘍２) のほか, 喘息, 蕁麻疹, 鼻
炎等のアレルギー症状３) が知られている. また, 最近
では, これら三大薬理作用の他, 中枢神経系における
記憶, 学習, 摂食活動３)～５) から, てんかん６)７), 不安
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症８) まで, 様々な作用も注目されている. これらの薬
理作用のうち胃酸分泌の促進, 神経伝達, 癌細胞や骨
髄細胞の増殖促進作用などは, ヒスタミン産生細胞内
で合成された後直ちに細胞外へ放出される ‶新生ヒス
タミン" によるものであることが明らかになってきて
おり９), これらの作用は受容体への結合を阻害するの
みならずその合成酵素の活性を阻害し, ヒスタミン産
生を抑えることによっても, 強く制御されると考えら
れる. 従来, 抗ヒスタミン剤はヒスタミンの受容体へ
の結合阻害を目的としてきたが, 過剰の遊離ヒスタミ
ンが, 不特定の受容体と結合することでおきる副作用
などにより今日では, 抗アレルギー薬の多くがヒスタ
ミンの細胞からの遊離を抑制する作用を目標としてい
る. なかでもヒスタミンの遊離がバラ抽出物10), シソ
抽出物10), 茶11)～13), 柿の葉抽出物14) などをはじめとし
た多くの植物エキスによって抑制されることが報告さ
れており, 自然界よりの成分活性には, 特に注目され
ている.
このように, ヒスタミンの遊離を抑制することは過
剰なヒスタミンの放出を妨げ, 副作用を低減する効果
が期待できる. そこで, これらのヒスタミン遊離抑制
物質がヒスタミン合成酵素に作用し, 果たしてヒスタ
ミンの合成機能を制御するか否かを検討することは,
既述の様々な生理・薬理作用の多様な制御につながる
と考える. しかし, ヒスタミン合成酵素である HDC
の活性制御については, カテキンや醤油成分によって
阻害されるなど限られた報告があるのみである14)～17).
これは HDCの基礎研究や薬理研究を進める上では必
須となる HDCの精製が極めて困難であるということ
が一因であり, この問題の解決が必要とされてきた.
そこで, 本研究では, HDC活性を制御する因子を
植物エキスより探索することを目的に, ヒト由来
HDCを組換え酵母に発現させた HDCタンパク質を
用いて HDCの活性に及ぼす香辛料由来の抽出物の影
響について検討した. 日常の食品素材として使用され
る香辛料よりヒスタミン合成酵素を阻害する成分を見
出すことは意義深いと考えられる.

2. 実験方法

� 試 薬
Histamine dihydrochloride, L-histidine hydrochlo-

rideは和光純薬社製を用いた. その他の試薬は市販
の特級を用いた.

� 香 辛 料
実験に用いた香辛料は, ハウス食品株式会社ソマティッ
クセンターより提供していただいたものを使用した.

� 香辛料抽出エキス
香辛料 (粉末状) をそれぞれ 0.3 g 量りとり, 蒸
留水, またはエタノール 1.5ml を加え, ミニディス
クローターで一晩攪拌抽出した. その後, 遠心分離を
行い, 得られた上清を香辛料試料とした.

� 試菌株および培養方法
菌株はヒト好塩基球白血病細胞 KU-812-F 由来の
HDCを組み込んだパン酵母 pWIH32-218) を用いた.
YPD培地 (1％ peptone, 2％ yeast extract, 2％ glu-
cose) で前培養を行い, その後, SA (－W) HDC誘
導培地 (0.003％ L-leucine, 0.002％ L-histidine hydro-

chloride, 0.002％ adenine sulfate dihydrate, 0.002％
uracil, 0.67％ yeast N２base w/o amino acids, 0.04％
casamino acid, 2.74％ sodium acetate anhydrous, pH
6.0) を用いて本培養を行った. 誘導条件は文献18) を
参照して行った. 培養された菌を集菌し, 菌体容量の
２倍量の lysis buffer (1mM 2-aminoethylisothiouro-
nium bromide hydrobromide (AET), 0.5mM pyri-
doxal -5′phosphate (PLP) , 0 .1mM dithiothreitol
(DTT), 1mM ethylenediamide tetraacetate dehy-
drate (EDTA), in 60mM potassium phosphate buffer,
pH 6.8), HDC 安定化溶液 (0.01mM PLP, 0.2mM

DTT, 0.5mM EDTA, protease inhibitor, 1％ PEG
＃300) を加え, ビードビーダー (Biospec社製) に
て冷却しながら破砕した. 菌体を破砕した液を遠心分
離機にかけ (10,000 rpm, 30min) その上清を粗酵素
液として回収した. 回収された粗酵素液は Sephadex
G-25 Superfine (Amersham Pharmacia製) によって
ゲルろ過を行い, これにより得られたタンパク質分画
を HDC活性測定に用いる粗酵素液とした.

� HDC活性測定法
HDCの活性測定は Ohmoriら19) の方法を用いた.
酵素に香辛料試料を加えたものに基質を含むアッセイ
ミクスチャーを加えることにより酵素反応を開始した.
反応液 (1ml) 中には 100μmol potassium phosphate
buffer (pH 6.8); 0.01μmol pyridoxal 5′-phosphate;
0.2μmol dithiothreitol; 20mg polyethyleneglycol

＃300; 0.8μmol L-histidine; 0.2μM aminoguanidineと
酵素, 香辛料試料液を含み, 37℃ で１時間反応させ
た. ここで, 酵素の液量はできるだけ高い活性を与え
るために 800μlとし, �で得られた香辛料抽出試料
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Fig. 1. Inhibitory effects on HDC activity of ethanol extract of spices

HDC was mixed with spice-derived ethanol extract and incubated for 1 h at 37℃. The
amount of histamine produced for the sample with or without PCA was taken as 0%
and 100%, respectively. Values are the average of 3 independent samples (mean±SD).
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Fig. 2. Inhibitory effects on HDC activity of water extract of spices

HDC was mixed with spice-derived water extract and incubated for 1 h at 37℃. The
amount of histamine produced for the sample with or without PCA was taken as 0%
and 100%, respectively. Values are the average of 3 independent samples (mean±SD).

secips

cl
ov

e
al

ls
pi

ce
ci

nn
am

on
ja

pa
ne

se
 p

ep
pe

r
ro

se
m

ar
y

ba
yl

ea
f

sa
ge

pe
pp

er
 m

in
t

m
us

ta
rd

an
is

e
ta

rr
ag

on
m

aj
or

um
fe

nu
gr

ee
k

cu
m

in
pa

pr
ik

a
ga

rli
c

sa
ffr

on
gi

ng
er

bl
ac

k 
 p

ep
pe

r
re

d 
pa

pe
r

nu
tm

eg

%
 o

f i
nh

ib
iti

on

06-

04-

02-

0

02

04

06

08

001

021



日本家政学会誌 Vol. 58 No. 1 (2007)

( )20 20

T
ab
le
1.
E
ss
en
ti
al
oi
ls
in
sp
ic
es

F
am
ily

Sp
ic
es

E
ff
ec
t
on
H
D
C

ac
ti
vi
ty

(－
:i
nh
ib
it
io
n)

(＋
:a
ct
iv
at
io
n)

E
ss
en
ti
al
oi
l

E
th
an
ol

sa
m
pl
e

H
２
O

sa
m
pl
e

E
ug
en
ol

P
in
en
e

L
im
on
en
e

C
in
eo
le

P
he
ra
nd
re
ne

B
or
ne
ol

O
th
er
s

L
am
ia
ce
ae

M
aj
or
um

＋
－

＊
＊

T
er
pi
ne
ol

P
ep
pe
rm
in
t

＋
－

＊
＊

＊
l-M
en
th
ol

R
os
em
ar
y

－
－

＊
＊

＊
＊

Sa
ge

－
－

＊
＊

＊
＊

So
la
na
ce
ae

P
ap
ri
ka

＋
－

＋
－

R
ed
pe
pp
er

＋
＋

C
om
po
si
ta
e

T
ar
ra
go
n

－
－

＊
M
et
ho
xy
al
ly
l
be
nz
en
e
es
tr
ag
ol
e

P
ip
er
ac
ea
e

B
la
ck
pe
pp
er

－
＋
－

＊
＊

＊
M
yr
is
ti
ca
ce
ae

N
ut
m
eg

－
＋

＊
＊

＊
L
au
ra
ce
ae

B
ay
le
af

＋
－

＋
＊

＊
＊

＊
C
in
na
m
on

－
－

＊
＊

＊
C
in
am
ic
al
de
hi
de

B
ra
ss
ic
ac
ea
e

M
us
ta
rd

－
－

R
ut
ac
ea
e

Ja
pa
ne
se
pe
pp
er

－
－

＊
＊

D
ip
en
te
ne

A
lly
l
is
ot
hi
oc
ya
na
te

M
yr
ta
ce
ae

C
lo
ve

－
－

＊
A
lls
pi
ce

－
－

＊
＊

＊
U
m
be
lli
fe
ra
e

A
ni
se

－
－

＊
＊

＊
A
ne
to
le

C
um
in

＋
－

＊
＊

L
ili
ac
ea
e

G
ar
lic

＋
－

＋
－

＊
A
lli
ci
n

Ir
id
ac
ea
e

Sa
ff
ro
n

＋
－

＋
－

＊
＊

Sa
fr
an
al

Z
in
gi
be
ra
ce
ae

G
in
ge
r

＋
－

＋
－

＊
＊

Z
in
ge
ro
ne

Sh
og
ao
l

F
ab
ac
ea
e

F
en
ug
re
ek

－
－

K
no
w
n
es
se
nt
ia
lo
il
co
m
po
ne
nt
s
in
th
e
sp
ic
e
ex
tr
ac
ts
ar
e
su
m
m
ar
iz
ed
.2
1)
T
he
H
D
C
in
hi
bi
to
ry
ef
fe
ct
s
of
ea
ch
sp
ic
e
w
er
e
in
di
ca
te
d.
T
he
in
hi
bi
ti
on
is
sh
ow
n

as
`－
'
an
d
th
e
ac
ti
va
ti
on
is
sh
ow
n
as
`＋
.'



は 40μl に統一して行った. 40μl の 60％ perchloric
acid (PCA) を加えて反応を停止し, 反応液を 10,000
rpmで５分間遠心して得られた上清中のヒスタミン
生成量を測定した. この条件で酵素粗抽出液は約 12
pmol/min の活性を示した. 生成したヒスタミンは
Amberlite CG-50 (Type I, Na＋ form) で分離し, o-

phthalaldehyde (OPA) 法20) にて測定した. 生成し
たヒスタミンは, 既知の濃度で作製した標準ヒスタミ
ン溶液を Amberlite CG-50 にて溶出させ, その蛍光
強度との比較定量をした. OPA誘導アミノ酸の検出
には, 励起波長 (Excitation) 355 nm, 蛍光波長
(Emission) 440 nmを用いた20).

3. 結果および考察
計 21 種類の香辛料のエタノール抽出試料, 水抽出
試料についての結果をそれぞれ Fig. 1, Fig. 2に示す.
酵素反応を行った試料溶液 (1ml) に含まれるヒスタ
ミン量から, 酵素反応開始前に PCA添加した試料に
含まれるヒスタミン量 (ブランク) を差し引いた値を
100％ (1 時間当たりに生成したヒスタミン量) とし
て, 香辛料抽出試料による相対的な阻害率を算出した.
エタノール抽出試料についてはナツメグ, シナモン,
オールスパイス, 山椒, クローブが HDC活性をほぼ
完全に阻害したことをはじめとし, 多くの香辛料抽出
試料において, HDC阻害活性が認められた. 一方,
唐辛子, マジョラム, ペパーミントなど, 一部の試料
については, HDCの活性化が認められた.
水抽出試料についてはエタノール抽出試料で HDC
阻害活性を示した多くの試料で同様に阻害活性が認め
られた. しかし, ナツメグは, エタノール抽出試料は
強い HDCの活性の阻害効果を示したが, 水抽出試料
ではむしろ HDCの活性化を促進した. 一方, マジョ
ラム, ペパーミント, クミン, ガーリック, サフラン
では, 水抽出試料は HDCの活性の阻害効果を示した
が, エタノール抽出試料ではむしろ HDC活性を促進
していた. この結果は香辛料の成分の相互作用, 安定
性の問題などによるものではないかと考えられる.
さらに, これらの香辛料を植物学的分類に基づいて
分類し, 既知の香辛料成分 (精油成分) と HDCの活
性阻害効果についてまとめた (Table 1). その結果,
エタノール抽出試料で HDC阻害効果を示したナツメ
グ, シナモン, オールスパイス, クローブに, 香油成
分としてオイゲノールが共通して含まれていることが
わかった. このことからオイゲノールが, HDCの活

性に影響を及ぼしていることが示唆された.
そこで, 次にこれら既知の精油成分の精製標品を用
いて, その HDC活性に対する阻害効果を検討した.
結果は Fig. 3に示す. オイゲノールは単独でも HDC
活性阻害効果を示した. このときに用いたオイゲノー
ルの量 (約３mg) は, クローブに含有されていると
思われる量の約３倍程度であったが, 香辛料抽出液に
匹敵する強い阻害効果ではなかった. このことから,
オイゲノールなどの精油成分は単独では HDC阻害活
性を強く示さないことが考えられる. 他の微量成分な
どの精油成分間の相加相乗作用が HDCの活性阻害に
効果があるのか, 有効成分が他に存在することが考え
られる.

4. ま と め

HDC活性阻害作用をもつ香辛料抽出物由来の因子
の探索のため, 21 種の香辛料について HDC活性阻害
作用の検討を行った. これらの香辛料が組換え体酵母
pWIH32-2 株の産生した HDCのヒスタミン合成に及
ぼす効果を観察した. その結果, エタノール抽出試料
については, ナツメグ, シナモン, オールスパイス,
山椒, クローブをはじめとし, 多くの試料が高い
HDC活性阻害効果を示した, 一方, 唐辛子, マジョ
ラム, ペパーミントでは HDCの活性を促進する傾向
が確認された. また, 水抽出成分についても同様の検
討をした結果, エタノール抽出成分と同様に HDCの
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Fig. 3. Inhibitory effects on HDC activity of essential
oil

HDC was mixed with various essential oils and incubated
for 1 h at 37℃. The amount of histamine produced for the
sample with or without PCA was taken as 0% and 100%,
respectively. Values are the average of 3 independent sam-
ples (mean±SD).
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活性を阻害する傾向にあった. しかし, ナツメグにつ
いてはそのエタノール抽出試料は強い HDC活性阻害
効果を示す一方で, 水抽出試料ではむしろ HDC活性
を促進した.
以上の結果から香辛料が HDCの活性に影響を及ぼ

すことが明らかになった. 香辛料抽出画分によって
HDCの活性が変化したことは興味深く, HDCの生体
内における機能は, 食物を摂取することにより, 制御
される可能性を示唆できる. これらの成分を解明する
ことによって, ヒスタミンの生合成を制御する物質の
研究開発につながると考える. ヒスタミンの遊離を阻
害するだけでなく, その生合成そのものを制御する物
質の発見は, 抗アレルギー剤のような医薬品に幅広い
選択性を供し得る重要な研究課題である. 今後, 香辛
料のみならず, 同じく天然物である生薬についても同
様に, 検討を進めていく予定である.

本研究の一部は, 浦上食品・食文化振興財団よりの
研究助成金によりサポートされました.
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