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バナバ Lagerstroemia speciosa (L.) Pers．の a-アミラーゼ阻害活性成分の
単離，及び定量分析
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Banaba [Lagerstroemia speciosa (L.) Pers.] has been used as a folk medicine for diabetes in the Philippines. Using
bioassayguided separation, valoneaic acid dilactone (1) was isolated from the leaves as a potent a-amylase inhibitor. A
simple and e‹cient method for the quantitative determination of valoneaic acid and its derivatives in Banaba extract was
established. Valoneaic acid exists as the structural part of the polyphenols, which like ‰osin A, reginin A, and lagerstroe-
min, are characteristic constituents of Banaba. These derivatives were hydrolyzed to valoneaic acid by HCl and extracted
with 2butanone. This extract was subjected to HPLC analysis, and the contents of valoneaic acid determined as the
whole valoneaic acid contents. Using this method, the whole valoneaic acid contents were measured in eight Banaba leaf
decoctions. The a-amylaseinhibiting activities of the decoctions were dependent on the whole valoneaic acid contents.
In addition, a strong linear correlation was observed between the whole valoneaic acid contents and total polyphenol
contents. This analytical procedure is applicable to the chemical evaluation of Banaba.
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バナバ［Lagerstroemia speciosa (L.) Pers.,和名

オオバナサルスベリ］は，熱帯地方に広く分布する

ミソハギ科の落葉広葉樹で，フィリピンでは糖尿病

に有効とされ，その葉を煎じた茶が民間療法的に用

いられている．1)現在，血糖降下作用，2,3)抗肥満作

用，4)抗酸化作用5)などの薬理活性が確認されてお

り，特に血糖降下作用については，ヒト試験6,7)を

含めて多くの研究報告がなされている．また，これ

まで行われた成分研究では，corosoric acid8,9)等の

トリテルペンや，lagerstroemin10) などの加水分解

型タンニン，10,11)エラジタンニン類12―14)等が報告さ

れている．血糖降下作用に関連する化合物として，

ブドウ糖輸送増強活性を有する corosoric acidが関

与成分の 1つと考えられているが，含量が少ないた

め，他の活性成分の存在及び関与，並びに複合的な

作用も考えられている．8,9)また最近，Hayashiら15)

により，L. speciosaに含まれる reginin A,10) lager-

stroemin,10) ‰osin B11)等の加水分解型タンニンに，

ラット脂肪細胞へのブドウ糖の取込み増強作用が報

告されたことから，これらの加水分解型タンニンも

血糖降下作用の関与成分の 1つと考えられる．

我々はこれまで，食後血糖値の急激な上昇を抑制

する L. speciosaの作用に着目し，a-アミラーゼ阻

害活性を指標に，L. speciosa 葉の熱水抽出物中の

成分を調べ，polyphenol 画分に強い活性が認めら

れたことを報告した．3)本研究では，polyphenol画

分の更なる成分探索を行い，顕著な阻害活性を有す

る化合物として既知化合物 valoneaic acid dilactone

(1)16)を得た（Fig. 1）．さらに，L. speciosaの品質
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Fig. 2. Isolation Scheme of L. Speciosa
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評価法の確立を目的として，L. speciosa に含まれ

る 1の定量法の検討を行った．また，本定量法を用

いて L. speciosa葉の熱水抽出液に含まれる 1の定

量を行い，同時に a-アミラーゼ阻害活性及びポリ

フェノール含量を測定し，相関性を調べることによ

り，本定量法の品質評価法としての有用性・信頼性

を検討した．

実 験 の 部

1. a-アミラーゼ阻害活性試験 既報3)に基づ

き分析した．粗抽出物並びに HPLC 分画について

は，200 mg/mlでの活性値を記した．

2. L. speciosaの a- アミラーゼ阻害活性成分の

単離

2-1. 装置及び器具 カラムクロマトグラフ

ィーの充填剤は，Sephadex LH-20（アマシャムフ

ァルマシア），MCI gel（三菱化学）を用いた．

HPLC 装置は，Waters 600E システムコントロー

ラー及び Waters U6k (Waters）を用い，検出器に

Waters 486 UV Detector (Waters），記録に Unicord-

er U-228（日本電子工業）を用いた．

2-2. 分離及び精製 フィリピン産 L. speciosa

葉部の乾燥物 660 gを 1―3 mm 角に裁断し，80％

acetone (5 l）で室温にて 24時間抽出した．抽出液

を濾別し，残渣に 80％ acetone (5 l）を加えて再抽

出した．抽出液を併せて減圧下濃縮し，固形物

（86.91 g, 13.2％）を得た．固形物を蒸留水（1 l）

に転溶して酢酸エチル（1 l）で 2 回分配し，酢酸

エチル抽出物（14.38 g, 2.17％）を得た．さらに，

水層を n-BuOH で分配し，ブタノール抽出物

（21.76 g, 3.30％）を得た．酢酸エチル抽出物を

MCI gelカラム（300×30 mm i. d., 75％ EtOH）を

通した後（6.51 g, 0.986％），中圧カラム Waters

AP-2 (300×25 mm i.d.）に充填した Sephadex

LH-20カラムクロマトグラフィーに付し，Fr. 1 (40

―120 ml, 2670 mg, 0.40％), Fr. 2 (120―160 ml,

911.2 mg, 0.14％), Fr. 3 (160―200 ml, 419.2 mg,

0.064％), Fr. 4 (200―320 ml, 740.0 mg, 0.11％), Fr.

5 (320―400 ml, 124.7 mg, 0.019％), Fr. 6 (400―520

ml, 74.8 mg, 0.011％），及び Fr. 7 (520―640 ml,

185.7 mg, 0.028％）を得た．なお溶出条件は次の通

り：solvent A: EtOH, solvent B: MeOH，グラジェ

ント溶出法；A：B＝100：0→ 0：100，流速：1 ml

/min，測定波長：254 nm）．

Fr. 4をさらに逆相 HPLC [Capcell pak C18 (300

×20 mm i.d., 5 mm，資生堂），MeOHH2OAcOH

(30：70：0.1），流速：8 ml/min，測定波長：254

nm］で分離し，valoneaic acid dilactone (1, 181.2

mg, 0.027％）を得た（Fig. 2）．
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3. Valoneaic Acid Dilactone (1)の定量分析

3-1. 装置及び器具 HPLC は，Waters 社製

in line degasser と Waters 社 製 Module-1 及 び

Waters 996 フォトダイオードアレイ検出器を接続

して用いた．データの処理，解析は，Millennium

(Waters）を用いた．HPLC 溶媒はすべて 0.45 mm

のメンブランフィルターを通してろ過したものを用

いた．

3-2. 検量線作成 Valoneaic acid dilactone (1)

を精密に秤量し，500 ppmメタノール溶液を調製し

た．これを適宜希釈して 100, 50, 25, 5及び 1 ppm

各溶液を調製し，検量線を作成した．

3-3. 試料の調製 L. speciosa 葉部を乾燥し 1

―3 mm角に裁断して，170°Cで焙煎した後，10倍

量のイオン交換水で加温抽出（85°C, 5 min.）し抽

出液を調製した．この抽出液をろ過後，170°Cにて

噴霧乾燥し，L. speciosa 焙煎葉抽出エキスを調製

した．

3-4-1. 加水分解及び抽出 焙煎葉抽出エキス

160 mg を 60°C の温水 100 ml に溶解し，常温に冷

却したものを加水分解用試料とした．捻口試験管

（テフロンシール加工）に，加水分解用試料 4 mlと

塩酸（36％) 1 mlを入れて閉栓し，試験管をゆるや

かに振って内容液を混和した．これを 115°Cの油浴

に静置し，4時間反応させた．反応後，NaCl 1 gを

添加し振盪した後，氷浴で 20分冷却した．冷却後，

2butanoneを 4 ml添加して激しく振盪し，ついで

2500 rpm で 5 分間遠心分離した．パスツールピペ

ットを用いて有機層を注意深く採取し，直ちに減圧

下濃縮した．採取の際，褐色の不溶物が界面に生成

しているが，これらは採取しないようにした

（3-4-2参照）．濃縮後の残渣は直ちにメタノールに

溶解し，25 ml に定容して定量分析用試料1 とし

た．有機層採取後の水層は，再び氷浴で最低 5分間

冷却した後，同様に分液抽出操作を行い，定量分析

用試料2を得た．定量分析用試料1及び2を各々

HPLC分析し，得られた結果を合算し，1検体あた

りの 1の含量（総 valoneaic acid量）を求めた．

3-4-2. 褐色不溶物の生成による定量値への影響

の確認試験 加水分解用試料 4 mlに，精密に秤

量（0.5 mg）した 1を混和した．これに塩酸（36％)

1 mlを添加して，3-4-1に記載の条件で加水分解，

抽出及び定量し，回収率を算出した．

3-5. HPLC 条件 カラム：Wakopak 5C18

HG（和光純薬工業，250× 4.6 mm i.d., 5 mm）に

プレカラム（和光純薬工業Wakopak 5C18HG, 30

×4.6 mm i.d., 5 mm）を接続．溶媒：A: 100 mM

NaH2PO4 ･ 0.05％ H3PO4aq-CH3CN (92：8), B: H2

OCH3CN (50：50), A：B＝100：0 (0―38 min.)

→ 0：100 (40―55 min.)→ 100：0 (57―72 min.），

カラム温度：40°C，流速：1 ml/min，注入量：10

ml，測定波長：254 nm．

3-6. 精度試験

3-6-1. 繰り返し注入精度試験 3-4-1記載の方

法に基づき調製した定量分析用試料を 5回繰り返し

て定量分析し，ピーク面積より変動係数（C. V.）

を算出した．

3-6-2. 添加回収試験 加水分解用試料 20 ml

に塩酸（36％) 5 mlを添加して，3-4-1に記載の条

件で加水分解を行った．反応後の試料を 5 mlずつ

分注し，それぞれにメタノールに溶解した 1

(0.425, 0.85 及び 1.275 mg）を添加した．3-4-1 に

記載の分液抽出操作に基づき定量分析用試料を調

製，定量し，回収率を算出した．

4. 総 Valoneaic Acid 量と a- アミラーゼ阻害活

性及び polyphenol量との相関性

4-1. 試料の調製 フィリピン産 L. speciosa

の乾燥葉から任意に 8枚（長さ 16―24 cm，幅 7.5

―10 cm）を選び，各々 1―3 mm 角に裁断して 50

°Cで 2時間乾燥した．各葉 500 mgを計量し，80°C

の蒸留水 70 ml で 30 分間抽出した．室温に冷却

後，蒸留水で各々 100 mlに定容し，ろ紙でろ過し

た．最初のろ液約 20 mlは廃棄し，続いてろ過され

るろ液を試料とした．

4-2. 加水分解及び総 Valoneaic Acid 量の分析

捻口試験管に，4-1で得た試料各 4 ml及び塩酸（36

％) 1 mlを加えて閉栓し，試験管をゆるやかに振っ

て内容液を混和した．これを 115°Cに加温した油浴

中 4時間反応させ，3-4-1記載の方法に基づき分析

用試料を調製し，成分分析に供した．

4-3. a- アミラーゼ阻害活性 4-1 で得た試料

を各 20 ml採取し，減圧下で体積比約 1/4になるま

で濃縮後，蒸留水で 5 ml に定容し，4 倍濃縮抽出

液を調製した．本品を用いて a-アミラーゼ阻害活

性を検討した．3)

4-4. ポリフェノール含量 4-1 で得た試料を
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Fig. 3. Inhibitory EŠects of 80％ Acetone Extract and Par-
titioned Fractions of L. speciosa on a-Amylase Activity at
200 mg/ml

Fig. 4. Inhibitory EŠects of Fractions 1―7 on a-Amylase Ac-
tivity at 200 mg/ml

Table 1. Valoneaic Acid Contents in Banaba Leaves

Hydrolysis
procedure

Valoneaic acid (％)

Not treated Treated

Not roasted 0.057 2.05
Roasted 0.184 2.10

％: percent by leaf
analyzed the decoction without hydrolysis procedure.
roasted for 15 min at 170°C.
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用い，AOAC法に準じ，FolinDenis法により定量

した．17)

　　　　　　　結果及び考察

1. L. speciosaの a- アミラーゼ阻害活性成分の

探索 a- アミラーゼ阻害活性を指標に，L.

speciosa 葉部の成分探索を行った（Fig. 2）．L.

speciosaの 80％ acetone抽出物を，酢酸エチル及び

n- ブタノールで分配して各層を得た．得られた各

分画について a-アミラーゼ阻害活性を調べたとこ

ろ（Fig. 3），酢酸エチル層の阻害作用が比較的強

かったことから，これをさらに Sephadex LH-20カ

ラムクロマトグラフィーにより分離し，分画 Fr. 1

―7 を得た．Fr. 1―7 の a- アミラーゼ阻害活性を

調べた結果（Fig. 4), Fr. 4 に最も強い阻害活性が

認められたので，逆相 HPLC による精製を行った

ところ，化合物 1が得られた．1は，1H-NMRにお

いて DMSO-d6中 dH 7.19 (2H, s）及び 7.60 (1H, s）

のシグナルを与え，FABMSでは m/z 471 (MH＋）

に分子イオンピークが観察された．これらの結果を

文献値18)と比較し，1 を valoneaic acid dilactone16)

と同定した．a-アミラーゼ阻害活性（IC50）は，80

％ acetone抽出物が 244 mg/mlであったのに対し，

1は 21.9 mg/mlであった．

2. L. speciosa抽出物中の Valoneaic Acid Dilac-

tone の定量試験 L. speciosa 葉に含まれる 1 の

含量を調べるため，葉から抽出液を調製し，19)

HPLC 法で直接定量を行った．その結果，焙煎工

程の有無による含量差が認められた（Table 1）．こ

れは，1を valoneaic acid esterとして構造式中に含

む lagerstroemin 等の加水分解型タンニンが，焙煎

時の強熱により分解し，1の含量が見掛け上増加し

たためと考えられた．一般に加水分解型タンニン

は，熱や酸，酵素などにより，分解反応等が容易に

進行する．そのため，原料葉の保存及び加工条件に

よっては，これらの反応が誘発，促進される可能性

があり，直接定量による 1の含量の測定値に大きな

影響を及ぼすと考えられる．また L. speciosa葉を

飲料へ加工する際に，乾燥・殺菌等の目的で加熱処

理20)した場合，1の定量値に変動が生じるため，品

質評価の際に支障となることが予想される．したが

って，1の定量法には，これらの変動要因による影

響が少ない処理や操作が必要と考えられた．

そこで我々は，加水分解型タンニンが容易に酸加

水分解されることに着目し，valoneaic acid esterを

有する加水分解型タンニンの分解で得られる 1を，

総 valoneaic acid 量として定量する手法を考案し

た．本分析法を確立するため，L. speciosa 葉の熱

水抽出物を用い，加水分解条件及び 1の抽出条件，

定量分析条件について検討した．また，本分析法の

品質評価法としての信頼性を検討するために，本分

析法により求められる総 valoneaic acid量と，a-ア

ミラーゼ阻害活性及び polyphenol量との相関性を
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Fig. 5. HPLC Chromatogram of Hydrolysate of Banaba Ex-
tract

Valoneaic acid dilactone (1) tR: 31.2 min

Fig. 6. Standard Plot of Valoneaic Acid Dilactone (1)

Fig. 7. EŠect of Time on the Yield of Valoneaic Acid from
Banaba Extract by Hydrolysis
％: percent by extract.
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調べた．

2-1. HPLC条件の検討 種々の溶媒条件を検

討した結果，Amakura らの条件21)を改良した，溶

媒 A: 100 mM NaH2PO4・0.05％ H3PO4aq-CH3CN

(92：8）及び溶媒 B: H2OCH3CN (50：50）の 2

液を用いたグラジェント溶出条件で，最も良好な分

離が得られた（Fig. 5）．

2-2. 検量線の直線性 1の検量線は，1―100

ppm の範囲でピーク面積 y と濃度 xの間に良好な

直線性が認められた（Fig. 6）．最小二乗法により

求められた回帰直線式は y＝7.62×104x－26800 で

あり，相関係数 r＝0.999が得られた．

2-3. 加水分解反応の最適化 L. speciosa焙煎

葉抽出エキスの水溶液を用い，加水分解反応の条件

検討を行った．当該溶液を塩酸で加水分解後，2

butanoneで抽出して得られる有機層を濃縮，定容

し，HPLC 分析することにより 1 の定量値を求め

た．この一連の操作において，加水分解に要する時

間を調べた（Fig. 7）．測定値は反応時間に伴い経

時的に増加し，4時間で最大となった後，経時的に

減少した．反応時間 4時間までは，加水分解型タン

ニン中の valoneaic acid ester等の加水分解が進行し

た結果，反応液中の 1が増えたために測定値が増加

したものと考えられるが，4時間以降の測定値が減

少する原因は不明である．同様の現象は，oak抽出

物中の ellagic acidの定量試験において，酸加水分

解の過程で起きることが，Leiらにより報告されて

いる．22)以上の結果から，総 valoneaic acid 量の定

量における分解反応時間は 4時間に設定した．

一方，加水分解及び抽出時に，水層，有機層双方

に不溶な褐色の固形物の生成が確認された．これら

の生成物が，1の定量に及ぼす影響を，以下の手順

で調べた．L. speciosa 焙煎葉抽出エキスの水溶液

に，1の標品をあらかじめ添加し，同様に酸加水分

解，抽出及び分析を行った．抽出時，褐色不溶物の

生成が確認されたが，これらは採取せず，有機層の

みを注意深く分取して，以降の分析操作に供した．

その結果，1の回収率は 106％であったことから，

これらの不溶物は，1の定量に影響を及ぼさないと

判断した．

2-4. 精度試験 2-3 で検討した条件に基づき

調製した定量分析用試料について，計 5回繰り返し

注入を行って定量分析した．得られたクロマトグラ

ムのピーク面積値から C.V.値を算出した結果，

1.75％であった．抽出操作の添加回収試験における

1の回収率は，100.2―104.1％であった．

2-5. 総 Valoneaic Acid 量と a- アミラーゼ阻害

活性及び Polyphenol 量との相関性 任意の L.
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Table 2. Inhibitory EŠects of Banaba Leaf Decoctions on a-
Amylase Activity

Banaba
decoctions

Valoneaic acid
(％ by each leaf)

IC50
(mldecoctions/ml)

Leaf A 1.47 333

Leaf B 1.95 266
Leaf C 2.01 239

Leaf D 2.13 258

Leaf E 2.32 269

Leaf F 2.76 248
Leaf G 3.00 186

Leaf H 3.07 219

Fig. 8. Correlation of Whole Valoneaic Acid and Polyphenol
Contents
％: percent by leaf.
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speciosa葉 8枚を選び，各々の葉から得た熱水抽出

液について，総 valoneaic acid 量および a- アミ

ラーゼ阻害活性（IC50）を調べた（Table 2）．総

valoneaic acid量は，先述の定量分析法により求め

た．a-アミラーゼ阻害活性は既報3)に基づき調べた

が，用いた熱水抽出液は原液のままでは希薄であっ

たため，減圧下濃縮を行い 4倍濃縮液として活性を

検討し，得られた結果を原液量に換算した値（ml/

ml）として求めた．その結果，両測定値ともばら

つきがみられたが，総 valoneaic acid量の増加に伴

い a-アミラーゼ阻害活性も増強する傾向がみられ

た．

また，各抽出液の polyphenol 量を Folin―Denis

法17)を用いて求め，総 valoneaic acid量との関係を

調べたところ，高い相関性が認められた（Fig. 8）．

これらの結果を踏まえて，本法の品質評価法とし

ての信頼性を検討するため，Table 1にて直接定量

分析に用いた L. speciosa抽出液について，本法を

適用し再分析を行った．19)その結果，本法により求

めた総 valoneaic acid 量は，一定の含量値（(焙煎

前：2.05％，焙煎後：2.10％）として得られ，焙煎

工程の影響を受けないことが確認された．

今回研究を行った L. speciosa の他，polyphenol

を主成分とする機能性食品やハーブ類，天然物で

は，活性成分が糖や acyl基などと結合して化合物

群を形成している場合が多く，単一成分の定量分析

が困難である．そのため，polyphenol の品質評価

法には，便宜的に Folin―Denis 法や酒石酸―鉄比

色法23)などの比色定量法が用いられることが多い．

しかし，これらの方法で得られる polyphenol 量

は，各々の方法に定める標準物質，すなわち，タン

ニン酸や没食子酸エチルの換算値として表され，か

つ各分析法の測定原理も異なっているため，同じ検

体であっても，分析法毎に異なる定量値となる場合

が多い．また，これらの比色定量法は，フェノール

性水酸基の反応性を利用するため，定量目的の成分

以外にフェノール性水酸基を有する化合物も，同様

に反応して定量される場合がある．以上のように，

比色定量法は polyphenol量を簡便に測定できる長

所を持つ反面，成分を特定して行う定量分析には適

さない場合がある．

本報で検討した定量法は，比色定量法とは異なり，

valoneaic acid ester を構造中に含む polyphenol 類

を塩酸で加水分解して 1とし，有機溶媒で抽出後，

HPLC分析により 1の絶対量（総 valoneaic acid量）

を測定するものである．同様に加水分解操作を伴う

定量法の例としては，ギムネマ（Gymnema sylves-

tre R. Br.）葉中の deacylgymnemic acid24)や紫雲膏

（ムラサキ Lithospermum erythrorhizon Sieb. et

Zucc．を原料とした軟膏製剤）中の shikonin25) の

定量が報告されている．これらの方法は，poly-

phenol類のような混合物を主成分とする検体の品

質評価において，活性物質，又は活性物質の共通構

造の絶対量を HPLCで定量するため，活性値をよ

り正確に反映した分析値が得られるものと考えられ

る．

L. speciosa の抽出物において，本分析法で得ら

れた 1の定量値，すなわち総 valoneaic acid量と a-

アミラーゼ阻害活性強度の関係から， 1 が L.

speciosa の a- アミラーゼ阻害活性物質の 1 つであ

り，a- アミラーゼ阻害活性評価の基準物質として

利用できることが示唆された．また，同じ葉を原料
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とした場合，焙煎工程前後で一定の定量値が得られ

たことや，繰り返し注入試験，添加回収試験の結果

から，1 が L. speciosa の品質評価の基準物質とし

ても利用可能であることが認められた．以上の理由

により，本分析法は活性成分の含量と生理活性強度

の両面から L. speciosaの品質評価を行うための分

析法として，有効な一手段であると考えられる．
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