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抄録
糖化ストレス（glycative stress）による体内での糖化最終生成物（advanced glycation endproducts; AGEs）の
蓄積は、老化や生活習慣病の発症要因となる。体の糖化ストレス抑制は抗糖化と呼ばれ、食後高血糖の抑
制、糖化反応の抑制、AGEsの分解排泄などがある。既に野菜やハーブなどの植物素材は糖化反応抑制作用

（antiglycative effect）を有することが知られている。このうちショウガ科植物（Zingiberaceae）の一種である
黒ガリンガル（black galangal ; Kaempferia parviflora Wall. Ex. Baker; KP）の根茎は蛍光性 AGEs生成抑制
作用を有し、その作用成分としてポリメトキシフラボノイド（polymethoxy flavonoid ; PMF）や親水性成分
の関与が報告されている。本研究ではKPの抗糖化素材としての更なる可能性検証を目的に、KP根茎中の親
水性成分に着目して、糖化反応抑制作用とAGEs 分解作用を評価した。試料には KP 根茎乾燥粉末の80 ℃ 熱
水抽出液を使用した。糖化反応抑制作用はヒト血清アルブミン（human serum albumin ; HSA）-グルコース
糖化反応モデル系におけるKP 抽出液のAGEsおよび糖化反応中間体生成抑制作用を検証した。AGEs 分解作
用はAGEs架橋切断作用モデル系における、KP 抽出液のAGEs架橋切断作用と酸化蛋白分解酵素（oxidized 
protein hydrolase ; OPH）活性増強作用を検証した。KP抽出液には蛍光性AGEs、 ペントシジン（pentosidine）、
CML（Nε-carboxymethyllysine）および糖化反応中間体である 3 -デオキシグルコソン（3- deoxyglucosone ; 
3DG）、グリオキサール（glyoxal ; GO）、メチルグリオキサール（methylglyoxal ; MGO）生成抑制作用が認め
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はじめに 
蛋白とグルコースが非酵素的に結合すると、糖化最終

生成物（advanced glycation end products ; AGEs） が生成
する。生体内でのAGEs蓄積は老化や生活習慣病の発症
要因となる。これらは糖化ストレスと呼ばれる。一方、生
体内の糖化ストレス抑制は抗糖化と呼ばれる。抗糖化に
は食後高血糖の抑制、糖化反応の抑制、AGEsの分解排泄
などがある1, 2)。既にアミノグアニジン（aminoguanidine ; 
AG）はAGEs生成阻害作用を有し、腎症、網膜症、神経
障害に対する予防・進展抑制作用が報告されている3, 4)。
しかしAGには貧血、肝障害、ビタミンB6 欠乏症などの
副作用があり、実用化されていない。既に茶・ハーブ
ティー 5)、野菜・ハーブ 6)、フルーツ 7)、ヨーグルト 8) な
どの食品素材は糖化反応抑制作用を有することが報告
されている。またAGEsの分解に作用する可能性があ
る物質には N－フェナシルチアゾリウムブロミド（N - 
phenacylthiazolium bromide ; PTB）が報告されている9)。
PTBは AGEs 化蛋白の架橋構造の一種であるα ジケトン
構造を切断する。同様の作用はロスマリン酸（rosmarinic 
acid）10)、エラジタンニン類 11)、フラボノイド 12) に認めら
れている。また生体内酵素の一種である酸化蛋白分解酵
素（oxidized protein hydrolase ; OPH）はAGEs化蛋白を
分解することが報告されている13)。さらに多種類のハー
ブ抽出液はOPH活性増強作用を有する14)。

既 に ショウガ（Zingiber officinale Roscoe）に は 糖 化
反応抑制作用が報告されている15, 16)。さらにショウガ科
植物（Zingiberaceae）の一種である黒ガリンガル（black 
galangal; Kaempferia parviflora Wall. Ex. Baker; KP）の
根茎は糖化ストレス抑制作用として、食後高血糖抑制作
用 17）、蛍光性 AGEs生成抑制作用 18, 19) を有することが
報告されている。KP 根茎の蛍光性AGEs 生成抑制作用
は本植物種の特徴成分であるポリメトキシフラボノイド

（polymethoxy flavonoid ; PMF）および親水性成分の関与
が報告されている 20)。

本研究では KPの抗糖化素材としての可能性検証を目的
に、KP 根茎中の親水性成分に着目し、KP根茎粉末熱水
抽出液の糖化反応抑制作用とAGEs分解作用を評価した。

材料と方法
1) 試薬

実験に使用した試薬は以下のメーカーから購入して使用
した。ヒト血清アルブミン（human serum albumins ; HSA,
lyophilized powder, ≥ 96 %, agarose gel electrophoresis）、
40 %メチルグリオキサール（40% methylglyoxal solution ;
MGO）、 N -フェナシル チ ア ゾ リウ ム ブ ロミド （N -
phenacylthiazolium bromide ; PPD）は Sigma -Aldrich 
Japan （東京都目黒区）。アミノグアニジン（aminoguanidine
hydrochloride ; AG）、 エ ピ ガ ロ カ テ キ ン ガ レ ート

（epigallocatechin gallate ; EGCg）、2, 3-ジアミノナフタレン
（2, 3-diaminonaphthalene ; DAN）、40 %グリオキサール
溶液（40 % glyoxal solution ; GO）、1-フェニル -1, 2 -プロ
パンジオン（1-phenyl-1, 2-propanedione ; PPD）、ルブソ
シド（rubusoside ; Ru）は富士フィルム和光純薬工業（大
阪府大阪市）。3 -デオキシグルコソン（3-deoxyglucosone ; 
3DG）は同仁化学研究所（熊本県上益城郡）。acylamino-
acid releasing enzyme（AARE）はタカラバイオ（滋賀県
草津市）。 L-acetyl -L-alanine p - nitroanilide（AAPA）は
BachemBubendorf, Switzerland）。CircuLex CML /N ε-
(Carboxymethyl ) Lysine) ELISA KitはMBL（愛知県名古
屋市）。その他の試薬は特級またはHPLCグレードのもの
を富士フィルム和光純薬工業またはナカライテスク（京都
府京都市）から購入して使用した。

2) Kaempferia parviflora (KP) の根茎試料と
   抽出条件 

試料には日本国内でサプリメント製品として販売され
ているKP 根茎の乾燥粉末を使用した。KP粉末は株式会
社レーネから提供を受けた。乾燥粉末試料は40 mLの精
製水と粉末 2 gを混合して抽出した。熱水抽出条件は混
合液を 80 ℃ に設定したウォーターバス中で 60 分間イン
キュベートとした。得られた抽出液は 2,500 rpm （800 × 
g）で10 分間遠心分離した後、さらに濾過して得られた溶
液を試料溶液とした。試料溶液の固形分濃度は、5 mLを
アルミトレイに入れた後、120 ℃ で 1時間乾燥蒸発させ
た後、蒸発残分を秤量して算出した。

KEY WORDS: 糖化最終生成物、糖化反応抑制、ペントシジン、カルボキシメチルリジン（CML）、
     AGEs架橋切断、酸化蛋白分解酵素

られた。またKP 抽出液のAGEs分解作用はAGEs架橋切断作用とOPH 活性増強作用が共に認められた。KP
は経路の異なる多種類のAGEs生成を抑制すると共にAGEs分解に作用し、抗糖化素材として体内のAGEs 蓄
積量を低下させる可能性があった。
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3) HSA-グルコース糖化反応モデル
糖化反応抑制作用の検証はHSA-グルコース糖化反応系

モデルを使用した 21)。本モデルは試料溶液、0.1 mol/Lリ
ン酸緩衝液（pH 7.4）、 40 mg/mL HSA、 2.0 mol/L グル
コース水溶液、蒸留水を 1 : 5 : 2 : 1 : 1 の割合で混合し
た溶液；(A)、Aのグルコース溶液の代わりに精製水を添
加した溶液；(B)、Aの試料溶液の代わりに精製水を調製
してインキュベートした溶液；(C)、Aのグルコース溶液
の代わりに精製水を添加した溶液；(D)を作成し、60 ℃
で 40 時間インキュベートした。インキュベ ート後の反
応液中のAGEsおよび糖化反応中間体量を測定した。糖
化反応抑制作用のポジティブコントロールにはAGまたは
EGCgを使用した。

4) AGEsの測定
蛍光性 AGEsは既報 21) に従い、糖化反応液 200 µLを

黒 色のマイクロプレートに入れ、AGEs由来蛍光（励起
波長 370 nm / 蛍光波長 440 nm）を測定した。ペントシ
ジンは既報 22) に従い、糖化反応液 50 µLと6 N 塩酸を混
合して 110 ℃ で18 時間加水分解後、HPLCにより測定
し た。CMLは 糖 化 反 応 液 30 µLをCircuLex CML /N ε-
(Carboxymethyl) lysine ELISA Kitを使用して測定した。

5) 糖化反応中間体の測定
糖化反応中間体は3 DG、 GO、 MGOを既報 23, 24) に従

い、糖化反応液200 µLを過塩素酸で除蛋白後、アルカリ条
件下で DANを添加してラベル化後、HPLCで測定した。

6) 糖化反応抑制作用の算出
糖化反応抑制作用は既報 21) に従い、AGEsおよび糖化

反応中間体の生成阻害率 （%） を次式によって算出した。

生成阻害率 (%) = {1 − (A − B) / (C − D) } × 100

さらに試料 3 濃度の生成阻害率から50 %生成阻害濃度
（50 % inhibitory concentration ; IC50 ; mg/mL）を算出し
た 21, 25)。IC50 は値が小さいほど 糖化反応抑制作用が 強い
ことを示している。

7) AGEs架橋切断作用
AGEs架橋切断作用は既報 9, 12) に従い、試料溶液、10 

mmol/L PPD、0.2 mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.4）を 5 : 1 
: 4 の割合で混合し、37 ℃で 8 時間反応させた後、さら
に 0.7 N 塩酸を添加して反応停止後、PPD から切断され
た安息香酸量を HPLCで測定した。AGEs架橋切断作用
のポジティブコントロールには PTBを使用した。AGEs
架橋切断作用はAGEs架橋モデル物質であるPPDの α ジ
ケトン構造が切断されると、1 molのPPD から1 molの安
息香酸が生成することから、以下に示した式で架橋切断
率を算出した。

架橋切断率  (%) =  { ( A − B ) / C } × 100

A ; 反応液中の安息香酸量 ,  B ; サンプル中の安息香酸量 ,  
C ; 反応に供した PPD 量

8) OPH 活性増強作用
OPH活性増強作用は既報 14)を参考に AAREをOPHと

して、試料溶液、0.025 U/mL OPH、0.025 mol/L AAPA、
0.12 mol/L Tr is-塩酸緩衝液（pH 7.4）を 1 : 1 : 2 : 21 の
割合で混合し、37 ℃ で 1時間反応させた後に AAPAから
遊離した p-nitroaniline（pNA）量を405 nmで測定した；

（S）。OPH活性測定のリファレンスには、前記混合液中に
添加する試料溶液の代わりに蒸留水を添加して測定した；

（R）。OPH活性増強作用は、ポジティブコントロールに
Ru、ネガティブコントロールにEGCgを使用した。OPH
活性化率（%）はリファレンス反応で反応開始直後（0 分）
からの60 分間に生成したpNA量を100 %として、以下の
式で算出した。

OPH活性化率 (%) = { (S60 – S0 ) / (R60 – R0 ) } x 100

S ; 試料溶液添加反応液のpNA濃度, R ; リファレンス反応
液のpNA濃度
60 ; 60 分後,  0 ; 反応直後 （0 分）

統計解析
測定値は平均値±標準偏差で示した。測定値の比較に

はテューキーの多重比較検定（Tukey’s test）を用いた。統
計解析結果は危険率 5 %未満を有意とした。

結果

AGEs生成抑制作用
KP 抽出液の蛍光性AGEs、CML生成抑制作用は濃度依

存性が認められた（Fig. 1）。KPの固形分濃度 0.79 mg/mL
の生成阻害率は蛍光性AGEsが 79.9 %、ペントシジンが
52.0 %、CMLが98.8 %を示した。IC50 値は蛍光性AGEs
が 0.078 mg/mL、ペ ントシジンが 0.292 mg/mL、CML
が 0.031 mg/mL で あ っ た（Table 1）。KP 抽出液の IC50

値は AGと比較して、 蛍光性 AGEs が 0.65 倍、 CML が
0.28倍であった。KPのペントシジン生成阻害率は抽出液
濃度 0.0079 〜 0.79 mg/mLにおいて 42.7〜 52.0 %を示
したが、濃度依存性が認められなかった。ペントシジンの
IC50 値は KP 抽出液が EGCgよりも 21. 3倍大きかった。

糖化反応中間体生成抑制作用
KP 抽出液の 3D G、GO 生成抑制作用は濃度依存性

が認められた（Fig. 2）。KPの固形分濃度 0.79 mg/mLの
生 成 阻 害 率 は 3D G が 89.4 %、GO が 88.2 %を 示 し た。
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Table 1. Inhibitory activity of KP extract on AGEs and intermediate formation.

KP
IC50 (mg/mL)

Index for
anti-glycative effect

Fluorencet AGEs

Pentosidine

CML

3DG

GO

MGO

Aminoguanidine
IC50 (mg/mL)

KP, Kaempferia parviflora rhizome extract; EGCg, epigallocatechin gallate; AGEs, advanced glycation end products; CML, N ε-
(carboxymethyl)lysine; 3DG, 3-deoxyglucosone; GO, glyoxal; MGO, methylglyoxal.

EGCg
IC50 (mg/mL)
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Fig. 1. Inhibitory activity of KP extract on AGE formation. 
 a) Fluorescent AGEs, b) Pentosidine, c) CML. Results are expressed as mean ± standard deviation, n = 3, * p < 0.05 by Tukey’ s test. KP, 

Kaempferia parviflora rhizome extract; AG, aminoguanidine; AGEs, advanced glycation end products; CML, Nε-(carboxymethyl)lysine.

ロールとして使用した 5 mmol/mL P TB（切断率 25.5%）
の 0.27倍であった。

OPH 活性増強作用
OPH 活性増強作用はKP 抽出液濃度 0.315 mg/mLに

おいて203.3%を示した（Table 2）。この作用はポジティ
ブコントロールとして使用した 0.04 mg/mL Ru（作用率
210. 2 %）の 0. 97倍、ネガティブコントロールとしで使
用した 0.04 mg/mL EGCg（作用率 17.7 %）の11. 5 倍 で
あった。

IC50 値は 3D G が 0.028 mg/mL、G Oが 0.038 mg/mLで
あった（Table 1）。KP 抽出液の IC50 値はAGと比較して、
3D G が 0.22倍、GO が 0.38倍であった。KPのMGO 生
成阻害率は抽出液濃度 0.0079 〜 0.79 mg/mLにおいて
99 % 以上の強い作用を示した。

AGEs 架橋切断作用
AGEs架橋切断作用はKP抽出液濃度 0.13〜3.94 mg/mL

において濃度依存性が認められた（Fig. 3）。KP 抽出液濃
度 3.94 mg/mLの切断率は 6.81%で、 ポジティブコント
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Table 2. OPH enhance activity.

Concentration 
(mg/mL)Sample

KP

Rubusoside (positive control)

EGCg (negative control)

Ref (water)

Percent enhancement
(%)

Results are expressed as mean ± standard deviation, n = 3, * p < 0.05 by Tukey’ s test. KP, Kaempferia parviflora 
rhizome extract; EGCg, epigallocatechin gallate; OPH, oxidized protein hydrolase; Ref, reference, 
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Fig. 2. Inhibitory activity of KP extract on intermediate of AGE formation. 
 a) 3DG, b) GO, c) MGO. Results are expressed as mean ± standard deviation, n = 3, *; p < 0.05 by Tukey’ s test. KP, Kaempferia 

parviflora rhizome extract; AG, aminoguanidine; EGCg, epigallocatechin gallate; AGEs, advanced glycation end products; 3DG, 
3-deoxyglucosone; GO, glyoxal; MGO, methylglyoxal.

Fig. 3. AGE cross-link breaking activity. 
 Results are expressed as mean ± standard deviation, n = 3, * p < 0.05 by Tukey’ s test. KP, 

Kaempferia parviflora rhizome extract; PTB, 5 mmol/L N-phenacylthiazolium bromide.
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考察
KP の糖化反応抑制作用

KP 根茎粉末熱水抽出液の糖化反応抑制作用の検証を目
的に、蛍光性AGEs 、ペントシジン、CML、3DG、GO、
MGOの生成阻害率を測定した。その結果、KP 抽出液の
糖化反応生成抑制作用は全ての測定項目において認めら
れ た。 ま た KP 抽 出 液 の 蛍 光 性 AGEs、CML、3 DG、
MGO 生成抑制作用の IC50 はポジティブコントロールと
して使用したAGと同等以上であった。AG は糖化反応中
間体などのカルボニル基をブロックすることでAGEsの生
成を抑制する3)。糖尿病性腎症患者がAGを1日あたり150 
mgまたは 300 mg、42ヶ月間連続摂取した臨床試験では、
21ヶ月後までAGEs生成抑制による尿中蛋白排泄量低減
が認められた。しかし以降は 300 mg 摂取群に有用性が認
められなくなった4)。生体内における糖化反応は多経路で
あり、その過程で生成する糖化反応中間体、AGEsは多種
類ある26)。このため生体内の糖化反応を抑制するには多
種類のAGEsや糖化反応中間体の生成を抑制する必要が
ある 27)。既にドクダミ、カモミール、セイヨウサンザシ、
ブドウ葉の混合ハーブエキスは、多経路の糖化反応を多
種類の成分で抑制することが、in vitro やヒト臨床試験で
検証されている27- 30)。KP 抽出液の糖化反応抑制作用は生
成経路の異なる多種類のAGEs生成を抑制したことから
混合ハーブエキスと同様の作用を有する可能性がある。

既にK Pの含水エタノール抽出エキスは蛍光性 AGEs
生成抑制作用を有し、その作用成分としてPMFが 報告さ
れている18)。我々は糖化反応抑制作用成分の解析を目的
に、KPの根茎試料 10 種類の蛍光性 AGEs生成抑制作用
を比較するとともに、KPに含まれるポリメトキシフラボ
ン（PMF）との関連性について検証した20)。この結果、蛍
光性 AGEs生成抑制作用はPMF 含有量が少ない熱水抽
出液が、PMFを多く含む70 %エタノール抽出液よりも
強かった。本研究では KPの熱水抽出液に蛍光性 AGEs
生成抑制作用だけでなく、ペントシジン、CML、3DG、
GO、MGOの生成抑制作用が認められた。KPの糖化反
応抑制作用は PMFなどの疎水性成分より、水溶性成分の
関与が大きい可能性がある。

KPのAGEs分解作用
KP根茎粉末熱水抽出液のAGEs 分解作用の検証を目的

に、AGEs架橋切断率、OPH活性化率を測定した。その
結果、KP 抽出液にはAGEs架橋切断作用、OPH活性増
強作用が認められた。

本試験でポジティブコントロールに使用した PTBは
PPDを分解して安息香酸を生成することからAGEs化し
た蛋白架橋を切断する可能性が示されている9, 31)。また
PTBはラット動脈壁のAGEsを減少させた 32)。AGEs 架橋
切断作用は様々な植物成分に報告されている11-13)。これ
らと同様の作用をするK P 抽出液には同様の作用物質が含
まれる可能性がある。一方、P TBのラットへの投与試験

では、尾コラーゲンのAGEs架橋の低下が認められなかっ
たとの報告もある33)。AGEs架橋切断作用モデルで検証
された成分によるAGEs分解の可能性については、更なる
検証が必要である。

OPHは古くからAcyl、Formyl、Acetyl化など、修飾蛋
白のN末端修飾基を分解し、遊離する作用を有する生体
内酵素として報告されている34)。さらにOPHにはAGEs
化蛋白を分解することが報告されている13)。また OPHと
プロテアソームは老化蛋白の分解に協調して作用するこ
とも推定されている35)。 OPHの活性を増強させる作用成
分には多種類のハーブ抽出液が報告されている14)。さら
にハーブのOPH 活性増強作用は素材の使用部位によって
違いがあり、葉よりも根や種子で強い。本研究で使用した
KPは根茎であり、ハーブが有する作用部位との関連する
可能性がある。OPHは肝臓、脳、血液中にも存在する生
体内酵素である。これらのことよりKPは糖化を含む生体
内の老化蛋白の分解に関与する可能性がある。

結語
KPの抗糖化素材としての可能性検証を目的に、KP根茎

乾燥粉末の80 ℃ 熱水抽出液の糖化反応抑制作用とAGEs
分解作用を検証した。KP 抽出液には蛍光性 AGEs、ペ
ントシジン、CMLおよび 糖化反応中間体である3DG、
GO、MGO生成抑制作用が認められた。またKP 抽出液の
AGEs分解作用はAGEs架橋切断作用とOPH活性増強作
用が共に認められた。KPは経路の異なる多種類のAGEs生
成を抑制すると共にAGEsを分解し、抗糖化素材として体
内のAGEs蓄積量低減に作用する可能性があった。
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