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___________________________________________________________________________ 

Abstract: In this study, we reported the inhibitory activities of ellagitannin oligomers from pomegranate 

against recombinant human maltase-glucoamylase (MGAM). The ellagitannin oligomers from 

pomegranate showed remarkable inhibitory effect, with a half-maximal inhibitory concentration (IC50) 

value of 74-133 M. These compounds were more potent than acarbose (IC50 value of 170 M), which 

was used as the -glucosidase inhibitor. Their inhibitory activities depended on their degree of 

polymerization. We further evaluated inhibitory activity against -glucosidases from rat small intestine 

and yeast. The ellagitannin oligomers showed the same inhibitory activities as dependence on their 

degree of polymerization. The Lineweaver-Burk and Dixon plot kinetic analysis of pomegraniin A, the 

most potent inhibitor, showed a noncompetitive inhibition with a Ki value of 20 μM. These results 

suggest that ellagitannin oligomers from pomegranate would be useful for suppressing postprandial 

hyperglycemia. 
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緒言 

 ザクロ（Punica granatum L.）はイランやトルコ

が原産の果実で，抗酸化作用 1)，抗炎症作用 2)，

抗がん作用 3)，抗菌作用 2, 4)など様々な機能性が

あり，その有効成分として，エラグ酸，エラジタ

ンニン，プニカ酸，フラボノイド，アントシアニ

ジン，アントシアニン，フラボンなどが報告され

ている 5, 6)．以前の研究で，ザクロ果肉にエラジ

タンニンオリゴマーである eucalbanin B（1, dimer）

や eucarpanin T1（2, trimer）だけでなく，tetramer

の pomegraniin A（3）が含まれていることを明ら

かにし（Fig. 1），終末糖化産物形成阻害活性があ

ることを報告した 7)． 

 糖尿病においては血糖値のコントロールが重

要であり，acarbose や miglitol などの-グルコシ

ダーゼ阻害剤は食物からのグルコースの生成を

抑制するため，糖尿病患者の治療に使われている

8)．我々は，ヒトリコンビナントグルコアミラー

ゼ（MGAM）を用いて-グルコシダーゼ阻害活性

のスクリーニングを行い，ザクロ果実にヒトリコ

ンビナント MGAM阻害活性があることを明らか

にした 9)． 

本研究では，新たにザクロから得られたエラジ

タンニンオリゴマーについてヒトリコンビナン

ト MGAM 阻害活性を調べたので報告する．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法 

エラジタンニンオリゴマーの単離 

 エラジタンニンオリゴマーは Ito ら 7)の方法を

用いて単離した．岡山大学薬学部附属薬用植物園

から採取したザクロ果肉（2 kg）を 70％アセトン

水溶液（3.5 L）で抽出し，ろ過後減圧濃縮した．

得られた抽出物（130 g）を Diaion HP-20（60×5.4 

cm i.d.）を用いて 0％，10％，20％，40％，100％

MeOH で段階溶出した．50％MeOH 画分（1.27 g）

をさらに Toyopeal HW-40（35×2.2 cm i.d.）に供

し，70％MeOH，MeOH / H2O / アセトン(7:2:1)，

MeOH / H2O / アセトン(7:1:2)，70％アセトンで分

画を行った．70％MeOH 画分は MCI gel CHP-20P 

と Sephadex LH-20 を用いてさらに精製を行い，

eucalbanin B（1）（97 mg, 0.075%）を得た．また，

順相 HPLC を用いて精製を行い，MeOH / H2O / 

アセトン(7:2:1)画分から eucarpanin T1（2）（39 mg, 

0.03%），MeOH / H2O / アセトン(7:1:2)画分から

pomegraniin A（3）（11 mg, 0.0085%）をそれぞれ

単離した． 

ヒトリコンビナント MGAM阻害活性の測定 

 ヒトリコンビナント MGAM は，ヒト小腸

MGAMのN末端ドメインの遺伝子 10)をメタノー

ル資化性酵母用分泌型発現ベクター（pPICZα）に

挿入し，Pichia pastris KM71H を形質転換して作 

  

1 Eucalbanin B 

(dimer)

2 Eucarpanin T1

(trimer)
3 Pomegraniin A

(tetramer)
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製した 9)．この酵母を培養して得られた培養上清

を硫安沈殿後，透析して酵素の精製を行った．阻

害活性の評価はマルトースを基質とした．DMSO

に溶解した試料とマルトースを 37℃，5 分間プ

レインキュベートし，ヒトリコンビナント

MGAM を加えて反応を開始させた．37℃，30 分

間反応を行い，99℃で 5 分間加温した後，遊離し

たグルコースをグルコース CⅡテストワコー（和

光純薬）で測定した．試料の代わりに DMSO の

みを添加した時のグルコース量をコントロール

（100%）として50％阻害濃度（IC50）を算出した．

なお，本実験は岡山県生物科学研究所遺伝子組み

換え実験安全委員会の承認を得て行った． 

ラット小腸由来-グルコシダーゼ阻害活性の測

定 

ラット小腸由来のマルターゼ阻害活性の測定

は Dahlqvist の方法を改変して行った 11)．100 mg

ラット小腸アセトンパウダー（シグマアルドリッ

チ）を0.1 Mリン酸ナトリウム緩衝液（1 mL, pH6.8）

を用いてホモジナイズし，遠心分離（2,000×g, 30 

min）して上清を酵素液とした．阻害活性の評価

はマルトースを基質とし，DMSO に溶解した試料

を添加して，37℃，30 分間反応を行った．99℃

で 5 分間加温した後，遊離したグルコースをグル

コース CⅡテストワコーで測定した．試料の代わ

りに DMSO のみを添加した時のグルコース量を

コントロール（100%）として IC50を算出した． 

酵母由来-グルコシダーゼ阻害活性の測定 

 酵母（オリエンタル酵母）由来のマルターゼ阻

害活性の測定はマルトースを基質とし，DMSO に

溶解した試料を添加して，37℃，30 分間反応を

行った．99℃で 5 分間加温した後，遊離したグル 

 

 

 

 

 

 

 

コースをグルコース CⅡテストワコーで測定し

た．試料の代わりに DMSO のみを添加した時の

グルコース量をコントロール（100%）として IC50

を算出した． 

 

結果・考察 

ヒトリコンビナント MGAM阻害活性測定はマ

ルトースを基質として行った．ザクロ由来のエラ

ジタンニンオリゴマーの IC50をTable 1に示した．

重合度が上がると阻害活性が高いことが分かり，

tetramer である pomegraniin A（3）の IC50は 74 M

と最も阻害活性が高かった．-グルコシダーゼの

阻害剤として知られている acarbose のヒトリコ

ンビナントMGAM阻害活性は 170 Mであり 9)，

エラジタンニンオリゴマーは acarbose よりも強

い阻害活性をもつことが明らかとなった．これま

でに，エラジタンニンの-グルコシダーゼ阻害は，

galloyl 基の数に比例する 12)，また，プロアントシ

アニジンの-グルコシダーゼ阻害活性は重合度

と galloyl基の数に比例するという報告がある 13)．

よって，エラジタンニンオリゴマーの阻害活性の

強度は，重合度と galloyl 基の数に起因すると考

えられた． 

さらに，ラット小腸由来と酵母由来の-グル

コシダーゼ阻害活性について調べた（Table 1）．

エラジタンニンオリゴマーの-グルコシダーゼ

阻害活性はヒトリコンビナント MGAM阻害活性

と同様に，重合度に応じて阻害活性が強くなるこ

とが示唆された．これまでに，種類以上のエ

ラジタンニンオリゴマーの報告があるが，特に

tetramer 以上のエラジタンニンの機能性について

は報告が少ない 7, 14)．今回，エラジタンニン

Origin

enzyme

Eucalbanin B (1) 133 ± 11 170 ± 11 137 ± 1

Eucarpanin T1 (2) 86 ± 3 115 ± 2 110 ± 2

Pomegraniin A (3) 74 ± 2 106 ± 2 75 ± 3

MGAM maltase maltase

IC50(M) IC50(nM)

human rat yeast

The data were expressed as the mean ± SD (n=3).

Table 1 The recombinant human MGAM and -glucosidase from rat intestine and yeast  inhibitory activities.
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tetramer である 3 に強い-グルコシダーゼ阻害活

性があることを初めて明らかにした． 

今回調べたエラジタンニンオリゴマーの中で

最も強くヒトリコンビナント MGAM阻害活性を

示した 3 による阻害様式を調べるため，ヒトリコ

ンビナント MGAM を各濃度のマルトースと 3 存

在下もしくは非存在下で反応させ Lineweaver-

Burk plot を行った．Fig. 2 に示すように，3 はヒ

トリコンビナント MGAM を非拮抗的に阻害する

ことが明らかとなった．また，Dixon plot からそ

の阻害定数（Ki）は 20 M であった． 

 

 

以上の結果より，ザクロ由来のエラジタンニン

オリゴマーはヒトリコンビナント MGAM阻害活

性があり，その阻害活性は重合度と galloyl 基の

数に起因することが示唆された．最も阻害活性の

強いエラジタンニンオリゴマーは 3 であり，その

IC50 は 74 M，阻害様式は非拮抗阻害であった．

ザクロ果肉には以前に報告したヒトリコンビナ

ント MGAM 阻害活性をもつ oenothein B も含ま

れており 9)，ザクロが食後血糖値のコントロール

に有効である可能性が示唆された．また，3 には

今回報告した-グルコシダーゼ阻害活性だけで

なく，終末糖化産物形成阻害活性を有することも

報告した 7)．終末糖化産物は糖尿病合併症の発症

と進展に深く関わっていることが分かっている

15)．よって，ザクロは糖尿病の予防や改善に複合

的に役立つと考えられるが，エラジタンニンオリ

ゴマーの吸収代謝に関する研究は少なく，動物試

験や臨床試験など，さらなる研究が必要である． 
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Figure 2 (A) Lineweaver–Burk plot of the effect
of pomegraniin A (3) on the rate of maltose
digestion by recombinant human MGAM.
Maltose (substrate : S) was used at final
concentrations of 0.25, 0.5, 1, or 2 mM.
Pomegraniin A (inhibitor : I) was added at final
concentrations of 0 (◆), 20 (□), 40 (▲), or 80
μM (○). (B) Dixon plot of the effect of
pomegraniin A on the rate of maltose digestion
by MGAM. Maltose was used at final
concentrations of 0.25 (◆), 0.5 (□), 1 (▲), or 2
mM (○). Pomegraniin A was added at final
concentrations of 0, 20, 40, or 80 μM.
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