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ヤマウルシ樹皮に含まれる加水分解性タンニンは,

酵母出来の真核生物型グルコサミンー6-リン酸合成酵素

(GFAT)を 選択的に阻害する

荒 舘  忠 ・尾 崎 宏 基

要  旨

糖尿病による高血糖状態はヘキソサミン合成経路を異常に充進させ,様 々な糖尿病合併症の発

症と密接に関係している。本研究では,こ の合成経路の律速酵素であるグルコサミン‐6‐リン酸合

成酵素 (L…グルタミン:D―フルクトース‐6‐リン酸アミドトランスフェラーゼ ;GFAT)の 活性を阻

害するヤマウルシ (R力雰″たみο″ψα MIQ.)樹皮の成分の単離 ・精製と構造解析を行い,こ の植物

に含まれる阻害物質は,加 水分解性タンニンに属する 1,2,3,4,6-penmga10yl_β_D―gluCoseと

3嘲―diga1loyl-1,2,4,6-temga110yl―β―D―gluCoscであることを見いだした。また,こ れらの加水分解性

タンニンによる阻害作用は選択的で,酵 母由来の真核生物型 GFATに 対しては顕著な阻害効果を

示したが,大 腸菌由来の原核生物型 GFATの 活性にはほとんど影響を及ぼさなかった。今回の実

験結果並びに文献に基づいて,加 水分解性タンニンによる真核生物型 GF 「́の阻害メカニズムに

ついて考察する。

緒 百

食生活の欧米化,ス トレス,過 食,慢 性的な運動不足など多様な要因により,糖 尿病患者ある

いはその予備軍は,年 々,増 加 している。糖尿病の初期は自覚症状に乏 しく,異 常を感 じた時に

は合併症を起こしていることも多い。食事療法や運動療法あるいはインスリン投与などにより血

糖値の上昇を抑えて病状の進行を遅らせることも可能であるが,糖 尿病のタイプや患者の遺伝的

背景によっては,血 糖値を適正なレベルに維持することが困難な場合も多い。

慢性的な高血糖状態は,細 胞レベルでグリケーション (1),ポリオール代謝経路の充進 に),プ ロ

テインキナーゼ Cβの活性化 0'0あ るいはヘキソサミン生合成経路の活性化 い'0な どを引き起

こす。例えば,in vitroで高濃度のグルコースに長期間暴露された細胞は糖尿病合併症の特徴を示
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しσ
~Ю),ま た,こ うした細胞をヘキソサミン合成経路の律速酵素であるグルコサミンー6-リン酸

合成酵素 (L―グルタミン:D―フルクトース_6-リン酸アミドトランスフェラーゼ ;GFAT)の 阻害剤

であるアザセリンや 6-ジアゾ…5‐オキソーL‐ノルロイシン (DON)で 処理すると,高濃度のグルコー

ス暴露によって惹起された糖利用障害 (インスリン抵抗性)が 顕著に改善されること (1りが報告

されている。こうした一連の実験結果は,慢 性的な高血糖状態がヘキソサミン生合成経路を異常

に活性化させ,そ の結果として,糖尿病合併症を発症させるとの仮説を支持するとともに,GFAT

活性を選択的に阻害することにより,糖 尿病合併症の発症を抑えることができる可能性を示して

いる。

我々は,糖 尿病合併症に対する新たな予防 ・治療薬の開発を目指して多くの植物の抽出液のス

クリーニングを行い,ヤ マウルシの樹皮の抽出物には酵母 GFATを 選択的に阻害する物質が存在

することを報告した (鯰)。本研究では,各種の分析装置を用いてこの物質の精製と構造解析を行う

とともに,酵 母及び大腸菌 GFATに 対するその阻害特性について調べた。

材 料 と 方 法

GFAT酵 素液の調製とその活性の評価

真核生物型 GFATと 原核生物型 GFATを 含む酵素液の調製並びにその活性の評価は,前 回の報

告 (鯰)と同様の方法で行つた。

阻害物質の精製と機器分析による構造解析

ヤマウルシ (R乃雰″Jttοcαψα MIQ・ウルシ科)の 枝から得た新鮮樹皮 (222g)を 1∞%メ タノ
ー

ル (H40ml×2回 )中 に室温で48時間放置した。その後,減 圧下でメタノールを除去して得られ

た残留物 (29.5g)を500mlの蒸留水で溶かし,lN塩 酸でpH4.0に調整した。この水溶液をクロロ

ホルムと酢酸エチルで順次抽出処理を行い,褐 色の酢酸エチル抽出物 (9。28g)を 得た。

この抽出物をシリカゲル N60(関 東化学)の フラッシュカラムクロマ トグラフィー (クロロホ

ルム :メタノール :水=1119:2)と Sephadex LH‐20カ ラムクロマ トグラフィー (カラム :22×

84011nm,溶媒 :メタノール)を 用いて分画し,分 画 1(1.47g),2(2.76g),3(1.89g),4(0.27g),

5(0。17g)を分離した。前回の報告(″)と同じ方法で酵母 GFATに 対する阻害効果を評価した結果,

分画 2が最も強い GFAT阻 害活性を示した。そこで,こ の分画 2の
一部 (0,81g)をODSカ ラム

(Mightysil RP-18 GP,4.6×250 nlm,関東化学)に よる逆相高速液体クロマ トグラフィ
ー (17%

アセ トニトリル,0.02%TFA)で 繰り返し処理して,化 合物 A(422.3mg)と 化合物 B(136.4mg)

を精製した。

高速原子衝撃イオン化型質量分析 (FAB―MS)及 び飛行時間型質量分析 (TOF‐MS)は ,そ れぞ

れ JEOL JMS‐AX505 HAD mas specttometer(日本電子データム)と auto■ex MALD1/TOF‐MS
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spectometcr(BRLIKER DALTONICS)を 用いて行い,極 大吸収波長 (■IV λ max)は ,U平 160A

UV/VISIBLE rccording spcctrophotometer(島津製作所)に より測定 した。また,NMRデ
ータは,

アセ トン義 で溶 解 した化 合 物 を Varian lINITY plus 500 NMR spectrometer(lH500MHz,

BC:125MHz)で
測定す ることで得 られたもので,こ の際,テ トラメチルシラン (TMS)及 びア

セ トンー花を内部標準物質 として NMRの 化学シフ ト (δ ppm)を 決定 し,カ ップ リ
ング結合定数

(J)は Hzで 表 した。

結  果

酵素阻害物質の同定と構造解析

化合物 A及 び Bを MALD1/TOF‐MSで 解析した結果,こ れらの化合物はそれぞれ質量 (“々)

939.3[M‐Hl‐及び 1091.0[M‐H]‐にピークを持つ物質で,そ の分子量 [M]は それぞれ 940.3及び

1092.0であることが推定された。

表 11ヤ マウルシ樹皮から単離した化合物 Aと Bの
13c_NMRデ ータ

化合物A 化合物B

Gluoose  C‐ 1

C-2

C‐3

C-4

C‐5

C‐6

Ganoyl c=o

9327

71.68

7322

69,19

73.89

62.71

164.90

165.55

165.61

165.84

166.32

93.26

71.67

73.72

69.24

73.85

62.76

164.69

164.89

165.31

165.60

165.64

166.33

Spedra werc measrred in acetone-46 at l2SNlHz'

さらに,化合物 Aを
lH―NMRと MSで 解析したところ,5つ の芳香族プロトン (lH δ7.18-6.97,

each 2Hs)とフラグメントイオン (“ル)771.1が検出され,化合物 1は 5つのガロイル基 (没食子

酸)を 有していることが明らかになつた。また,CH,CH2プ ロトン (lH δ6.34-4.41)が検出さ

れたので,こ のイヒ合物はグルコ
ース構造を有しているものと推定された。さらに,ア ノマ

ープロ
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トンδ6.34(Glc―Hl)の カップリング結合定数 (J)

ノマー配置はβであると考えられる。
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が 8 H 2で あることから, グルコース構造のア
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化合物 A:R=H 1,2,3,4 $-penbgal loyt- B ->glucose

3‐“‐diganoyl…1,2,4,6‐tetraga1loy卜β‐D‐gluCose

図 1:化 合物 Aと Bの 化学構造

1,2,3,4,6‐pcntaga1loyl‐β‐D‐gluCose(A):0∬ whitC amOrphous, FAB‐ MS positivc(“ /z):963.1[MINal+,771.1

1M‐gallatc]十,MALDVTOF‐ MS negativc(“ /z):939.3[M4月
‐
,llV λ maxMeOH:280 nm,lH NMR(δ  ppm):7.18,

7.12,7.06,7.02,6.97 (cach 2H s,galloyl),6.34 (lH d,卜 8 11tt GIc‐Hl),6.02 (lHち J=つ.8 Htt Gic―H3),5.66

(lHt,Jり 。8Hろ GIc‐H4),5.61(lH dd,J=8,9.8 Hz,Gic― H2),4.57(lH ddd,J=2.1,4.2,12.3 Hζ  GIc―H5),4.54

(lH dd,卜4.2,12.3Hろ Gic Ḧ6a),4.41(lH dd,J=2.1,12.3Hみ Glc―H6b),13c NMRは (表 1)に 示 した。

3‐″‐digalloyl・1,2,4,6‐tctraga1loyl‐β‐D‐gluCosc(3):OffWhitC amorphous,さ 潟 ‐MS positive(nプ z):lH5.8[M+Nal十 ぅ

923.7[M‐gallate]+,ncg・at市c(“ /z):1091.01M‐ H]‐,939.6[M‐ ga110yl]l MALD1/TOF‐ MS ncgttive (“ ル):939.6

[M‐ga110y珂
‐
,UV λ maxMcOH:280 nm,lH NMR (δ  ppm):7.31,7.25(each lH d,J=1.7Hろ C3‐ga1loyl),7.24,

7.17,7.H,7.07,7.02 (cach 2H s,ga1loyl),6.35(lH d,J=8Hろ Glc‐Hl),6.03 (lHtJ 9,8 Hz,GlcttH3),5.68

(lH t,J=つ.8 Hz,Glc‐H4),5.65 (lH dd,J=8,9.8 Hzち Gic‐l12),4.58 (lH ddd,J l.7,4.2,12.3Hろ Gic‐H5),4.55

(lH dd,J=4.2,12.3 Htt Gic‐H6a),4.40 (lH dd,J=1.7,12.3 Htt Gic‐ H6b), 13c NMRは  (表 1)に 示 した。
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lH―NMRと MSに よる化合物 Bの 解析では,6つ のガロイル基とβ…グルコ
ース構造の存在が確

認され,化 合物 Bは 化合物 Aに もう1つのガロイル基が結合したhexagalloyl.β―D―glucoseで,ジ

ガロイァレ基を有することが確認された。
BC―NMRデ ータ (表1)を 比較したところ,化 合物 Bで

は,グ ルコースにおける3位の炭素 C-3の化学シフト (13cδ A:73.22,B:73.72)が 10.5ppm低

磁場側に移行しており,ジ ガロイル基はC-3位に結合していることが確認された。さらに,lH δ

7.31,7.25(each lH d,J=1,711z)の芳香族プロトンとガロイル基のカルボニルカ
ーボン(BC δ:165.31,

164.69)の存在は,こ のジガロイル基が″位で連結した構造であることを示している。

以上の解析結果から,化合物 Aの 化学構造は 1,2,3,4,6-pentaga1loyl―β―D―gluCoseで,化合物 Bは

3切―diga1loyl‐1,2,4,6-tetragalloyl―β―D‐gluCoseであると同定した (図 1)。これら2つ の化合物は,

Nishizawaら(1つによつて加水分解性タンニンとして報告されている。

GFAT活 性に対する加水分解性タンニンの阻害効果の評価

ヤマウルシの樹皮から精製・同定された2種類の加水分解性タンニン (A:1,2,3,4,6…pentaga1loyl‐

β‐D‐gluCose,B:37‐digalloyl‐1,2,4,6‐temga110yl‐β‐D‐glucose)について,前 回の報告
(1のと同様

の方法で酵母及び大腸菌 GFATに 対する阻害特性を調べた。

酵母GFAT 大腸菌GFAT

化合物

濃度

(μg h l )

阻害率 (%)   IcЮ (μghl)
20   40    60   80

阻害率 (%)

20   40   60   80

IC50(μgんnD

加水分解性
タンニンA loo

200

300

― ※

163± 8

J ※

―→   *

ヨヨヨーーーー→ * *

J  * * *

= い ※ ※

‐  * * * *

J¬

→    #

→ 」

難轟華轟 4

: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : i : 1 +

:苺華華華華華華華華=華! |■暮華,‐

N I

ツび貧g昔
ま|| _l::llililiご:*188± 15 NI.

UDP―GlcNAc

325

651

1302

料

「

＃
コ

510± 123 NI

28==0.3

DON

い
―

+

・
５

・
１

２

１

３

６

50± 0.1

#,P<0.01, n=3, +,

* , P < 0 . 0 1 ,  n = 3 , ※ ,  ※※, P < 0 . 0 2 ,  n = 3 ,

十十, P<0.01,  n=3

図 2:GFATに 対する阻害特性
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図 2に 示すように,2種 類の加水分解性タンニンは,酵 母 GFAT活 性をともに濃度依存的に阻

害した (加水分解性タンニンAと Bの IC5びμg/ml=163±8,188± 15)。しかし,大 腸菌GFATに

対しては 300 μ g/ml以上の濃度でもはっきりした阻害効果は認められず,酵 母 GFATに 対する加

水分解性タンニンAと Bの 阻害率は,大腸菌 GFATの 場合と比較して各濃度でいずれも有意に高

かつた (Student'st―test,P<0.02)。

また,真核生物型 GFだ に対するアロステリック阻害剤であるウリジンニリン酸‐N―アセチルグ

ルコサミン (UDP―GlcNAc)は ,大腸菌 GFメ『の活性には全く影響を及ぼさなかったが,酵母 GFAT

には明瞭な阻害作用を示した (IC50:510±123 μ g/ml)。
一方,グ ルタミンヒドロラーゼ触媒部位

に直接作用して GFATを 含むほとんど全てのアミドトランスフェラーゼを阻害する (10ことが知

られている6‐ジアゾ…5‐オキソ‐L―ノルロイシン (DON)は ,酵 母及び大腸菌 GFAT活 性をいずれも

低濃度で阻害し (lC5がμg/ml;酵母 :5.0±0.1,大腸菌 :2.8±0,3),大腸菌 GFATに 対する阻害率

は,酵 母 GFATに 対するそれよりも有意に高かつた (Student'st…test,P<0.01)。

考 察

酵母グルコサミン‐6‐リン酸合成酵素 (GFAT)の 活性を阻害するヤマウルシ (滋郷 ″滋οσαψα

MIQ.)樹皮の成分について各種クロマ トグラフィーによる精製と質量分析を行つた結果,阻 害物

質は, 1,2,3,4,6‐pentagalloyl…β―D―gluCoseと3-“‐diga1loyl-1,2,4,6‐tetraga1loyl―β‐D‐glucoseという2種

類の加水分解性タンニンであることが明らかになった。

タンニンはポリフェノール類とも呼ばれ,薬 用植物の主要な成分であり,タ ンパク質に対する

強い吸着性と不溶化作用 C8-2りに加え,酵 素活性阻害作用 1221,抗腫瘍作用 。り,抗 ウイルス作用

00,抗 酸化作用 1251等を示すことが知られている。この天然化合物群は,一 般に,グ ルコースに

没食子酸が結合したガロタンニン及びエラジタンニンを含む加水分解性タンニンと,カ テキンな

どを基本構造としたプロアントシアニンのような縮合型タンニンに大別される。ヤマウルシ樹皮

で今回同定された 1,2,3,4,6‐pentagalloyl¨β̈D口gluCoseは植物に広く存在する最も基本的な加水分解

性タンニンで,α ‐グルコシダーゼ (2o,呼吸鎖 NADHデ ヒドロゲナーゼ 。
7,2o,Nダ‐で‐ATPア ー

ゼ 。9,HⅣ インテグラーゼ (3o,胃の r凛 ∴ATPア ーゼ 〈
3り
,キ サンチンオキシダーゼ 0めに対

する阻害 。
6-3o,ァポ トーシスの誘導 ●

3-3",マ
クロファージの LPS誘 導 NF‐κB活 性の抑制 00,

過 酸化水 素毒性 か らの培養神経細胞 の保護 (37)な ど多様 な生理活性 を有 してい る。

1,2,3,4,6-pentagalloyl‐β―D―gluCoseの生理活性の分子メカニズムは未だ明らかになってはいないが,

この加水分解性タンニンは,タ ンパク質を不溶化させる濃度よりもかなり低濃度でこうした活性

を発揮する。
1'22,26-3つことを考慮すると,そ の生理活性の基礎がタンパク質への非特異的な吸着

作用にある可能性は極めて低い。また,GalloylglucOse類によるタンパク質の不溶化作用は,一 般

にガロイル基の数 とともに増すことが知 られているが °
1), 1,2,3,4,6fentagalloyl‐

β…D‐glucoseと
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3‐″―digJloyl-1,2,4,6-temgalloyl‐β―D―gluCoseの酵母 GFATに 対する50%阻 害濃度 (IC5びμg/ml)は

それぞれ 163±8,188± 15であり,3‐ ‐digalloyl‐1,2,4,6‐tctragalloyl―β…D―glucoseにおけるガロイル

基の増加は,酵 母 GFATに 対する阻害作用にほとんど影響を与えていないことが分かる。

図 3に 示すように,GFATは 原核生物と真核生物を問わず,N末 端側のグルタミン結合 ドメイ

ン (グルタミンヒドロラーゼ)と C末 端側のフルクト
ース…6-リン酸結合 ドメイン (イソメラ

ーゼ)

を持ち,活 性中心を含めそのアミノ酸配列は生物種間で相同性が極めて高く,そ の遺伝子も生物

種を越えて広く保存されている (3,b,38,391。今回の実験において低濃度で酵母及び大腸菌 GFAT

に強い阻害作用を示した6-ジアゾー5-オキソーL―ノルロイシン (DON)は ,活性中心を構成するシス

テイン残基と結合して GFATを 含むアミドトランスフェラ
ーゼ全般を阻害することが報告されて

いる (“)。既に明らかにされている大腸菌 GFATの 高次構造
140pに基づいて構築された真核生物型

GFATの モデル (二量体)で は,真 核生物型 GFATの アロステリック阻害剤である UDP‐GIcNAc

は,フ ルクトース 6̈‐リン酸結合 ドメインに結合することが示されている
・D。 しかし,真 核生物

型 GFATは 四量体であること“υ,UDP‐GlcNAcに よる阻害効果にはグルコ
ース‐6‐リン酸が必要で

あること“鋤,リン酸化による活性制御のメカニズム
(“'45,“)などを考慮すると,真核生物型 GFAT

におけるUDP…GlcNAcの 結合部位については,更 なる検討が必要であると思われる。

E  c o l : G S P L V I G L G M G ‐ ‐‐‐ ‐‐‐‐‐1 _ _ _ _ _ ‐ ‐‐‐‐‐‐…………‐ ‐‐―― ‐‐…‐‐‐‐ ‐‐: 1 8 6

B s u b l K S P L L V G L C D T ‐ ‐‐‐ ‐ …Ⅲ…‐‐ ‐‐‐‐‐‐ ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ ‐ ‐―― ‐――‐‐‐ ‐ ‐‐i 1 8 4

R  m e l : G ‐P L A I G H G N G ‐ ‐‐‐ ‐ ‐‐‐‐‐ ‐‐‐‐‐― ‐‐‐‐‐‐‐―‐‐‐ ‐ ‐―‐ ‐‐‐‐‐‐‐ ‐‐: 1 8 4

R . l e g : G P P L V I G H G D G ‐ ‐‐… ¨ ‐‐‐‐‐ ‐―‐‐‐― ‐‐‐‐‐‐‐――‐‐ ‐ ‐―― ―‐― ―‐‐‐ ‐‐1 1 8 5

C  a l b : G S P L L V G V K T D K K L K V D F V D V E F E A Q Q Q H R P Q Q P Q I N H N ‐ ‐‐ ‐ ‐―G A T S A A : 2 5 3

S . c e  r  : G S P L L I G V K S E K K L K V D F V D V E F P E E N A G Q P E I P L K S N N ‐ K S  F G L  G K K K A R : 2 4 7

H  s a l : G S P L L I G V R S E H  K L L  T D H I P I L Y R T ‐ ‐‐‐‐‐‐‐‐―‐‐―‐‐ ‐‐ ‐G K D K K G  S C : 2 3 7

H  A l t : G S P L L I C V R S E H K L L T D H I P I L Y R T A R T Q I G S K F T R W G S Q  G E R G K D K K G S C : 2 5 5

E  c o l :‐‐‐‐‐‐‐‐‐―‐ ‐ ‐‐‐ ‐ ¨‐‐‐‐ ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐―――‐‐E  N  F I A S  D Q L  A  L L : 1 9 8

B  s u b :¨‐¨‐‐… Ⅲ………… … ……“ “ ¨‐Ⅲ‐Ⅲ ‐‐‐‐‐‐¨‐‐¨‐“‐―‐………F  N  V V A S D A  M A M L : 1 9 6

R  m e l :‐‐‐‐‐‐ ‐‐‐‐‐  ̈‐‐‐ ‐ ‐‐‐‐‐ ‐¨‐‐‐‐‐‐‐¨‐‐‐‐‐―‐‐E M  F L G S D A  I A  L A : 1 9 6

R  l c g :…Ⅲ‐‐‐‐ ‐‐‐‐・‐ ‐‐‐ ‐ ‐‐‐‐‐ …‐‐‐‐1‐ ‐‐‐_ _ _ _ _― ―‐E M  F L C S D A  I A  L A : 1 9 7

C  a l b  : E L G‐ ‐― ‐‐‐ ‐F I P V A P G E Q N L  R T S Q S R A F L  S E D D L P M P V E  F  F  L S S  D P A  S  V V : 2 9 6

S∝ r i E F E A G S Q N A N L L P I A A N E F N L R H S Q S R A F L S E D C S P  T P V E F F V S S D A A S  V V : 2 9 8

H  s a l : N L S R V D S T T  C L F  D V E E K‐  ‐ ‐中‐‐‐‐‐‐ ‐‐¨‐‐¨‐‐‐―A V E  Y Y F A S  D A  S A  V I : 2 6 8

H A l t i N L S R V D  S T T  C L F  D V E E K‐  ‐ ‐‐‐‐‐‐‐‐ ‐‐‐‐‐‐‐‐‐―A V E  Y Y F A S  D A  S A  V I : 2 8 6

図 3:原 核及び真核生物種 の GFATの ヒンジ領域 にお けるア ミノ酸配列

原核生物 (38,42);E.colぷ陸rich″οοル,B.sub:B∝=Itt wわ:==is,R.mel:Jじ″οttπ″闘ο″,R.leg:えた解″rr20Sa―,

真核生物 08,41,42);c albi C薇山 α肋“富,S.ceri助“勉″η6`s“靱「Srag,H.sal:姉 sapた沼GFATl,H.Alt:Hs GFATlAlt

太字は各 ドメインの一部で,生 物種間で保存性の高いアミノ酸配列

真核生物型 GFATに は2つの ドメイン間に約70-90個 のアミノ酸からなるヒンジ領域が存在し,

この領域のアミノ酸配列は生物種でかなり異なつている (図3)。原核生物型 GFATに は存在しな
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いこのヒンジ領域 (図 3)の 機能は現在のところ特定されていないが,酵 素活性を制御するプロ

テインキナーゼ Aに よるリン酸化部位が存在すること“0や ヒンジ領域がヒトGFATlよ り長い

GFATlAlt型 ではuDP‐GlcNAcに 対する親和性が強いこと“つなどから,ヒンジ領域は酵素活性の

アロステリック調節に関与しているのではないかと推測される。

以上のことから,今 回ヤマウルシ樹皮の成分として同定した 2種 類の加水分解性タンニン

(1,2,3,4,6‐pentaga1loyl…β―D‐gluCOseと3‐″―digalloyl‐1,2,4,6‐tetraga1loyl―β‐D‐glucOse)は,GF灯 ´ヽの

非特異的な吸着作用や活性中心に対する直接的な作用ではなく,調節部位 (おそらくヒンジ領域)

に結合することで酵素活性を阻害している可能性が強く示唆される。また,真 核生物型 GFATの

ヒンジ領域におけるアミノ酸配列は生物種FHlで極めて類似していることから,ヤ マウルシ樹皮の

加水分解性タンニンは,酵 母 GFATだ けでなく哺平L類の GFATに 対しても同様の効果を示すもの

と推定され,糖 尿病合併症の予防 ・治療薬を開発するための化合物として有望ではないかと考え

ている。
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