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　担子菌（Bα8肋。仰Co亡α）は子実体や胞子を形成する。その子実体（キ

ノコ）は食用として馴染み深く市場に多数出回っているが、機能性研究が

行われているものは限られている。一方、セラミド含有スフィンゴ糖脂質

（GSL）はNKT細胞の活性化、感染防御、自己免疫疾患との関連が指摘

され、免疫薬理学的有用物質として注目されている1，2・3〕。

　我々は、キノコによる健康維持、増進を脂質生化学的・脂質免疫学的側

面からキノコの第三次機能として解明することを目的として研究を進めて

いる。そのためには、まず種々の食用担子菌に含まれるGSLの分布と構

造を解析する必要がある4・5〕。

本研究では、食用担子菌であるマイタケ、エノキダケに構造不均一なGSL

が多量に含まれていることを見出し、その構造と偏在性を明らかにしたの

で報告する。
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担子菌由来スフィンゴ糖脂質の構造解析

I．方　　　法

1．実験材料

　マイタケ（Gr牝Jα斤。πd08α）、エノキダケ（〃α㎜㎜〃ηαリε〃伽θ8）

は市場で購入し、石突き部を除き試料とした。

2．GSLの抽出・精製

　各キノコ1009をミキサーで細かく破砕し、Fo1chら6）の方法に従い、

ch1orofom／methano1（2：1，byvo1．），H．Oで二層分配し、有機層を減圧

乾固して総脂質画分を得た。0．5N－KOH　in　ch1oro此rm／methano1（2：1，

byvol．）を加え、37℃，16時間、弱アルカリ加水分解した。6．ON－HC1

で酸性化し、再度。h1oro施rm／methano1（2：1，by　vo1．），H皇Oを加えて二

層分配し、GSLを含む有機層をアルカリ安定脂質として得た。展開した

薄層クロマトグラフィー（TLC）からGSLスポット部分のシリカゲルを

掻きとり、ch1oro危m／methanol（2：1，by　vo1．）で溶出した。遠心分離

によりシリカゲルを除去し、上清を濃縮乾固した。この操作を繰り返し、

単一スポットになるまで精製純化した。

3．GSLのTLCによる分析

　前項で得られた各キノコの総脂質画分とGSLを含むアルカリ安定脂質

画分をTLCにスポットし、展開溶媒。h1oro脆rm／me七hano1／H．0（65：

25：4，byvo1．）及び。hloro他rm／methano1／CH．COOH／H．O（100：20：

12：5，byvo1．）で45分間展開した。20％H，SO。／ethano1を噴霧し、180

℃，3分間加熱して黄褐色に発色したGSLのスポットを検出し、その移

動度（Rf値）を比較した7〕。

4．GSLの脂肪酸及び長鎖塩基の分析

　単離したGSLを飽和水酸化バリウム溶液で100℃．16時間、強アルカ

リ加水分解し、ジエチルエーテルで長鎖塩基を抽出した8〕。引き続き酸性
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化してπ一ヘキサンで脂肪酸を抽出し、ジアゾメタンでメチルエステル誘

導体とした。長鎖塩基及び脂肪酸メチルエステルは、ガスクロマトグラフ

ィー・マススペクトロメトリー（GC∫MS，GCMS－QP2010P1us，島津製

作所）により分子種を同定し㍍GC／MSはキャピラリーカラム瓦quity－1

（30m，O．25mm　ID，Supe1co，Be11e血nte，PA，USA）、注入温度270℃，

検出器温度270℃，カラム温度80－200℃，4℃／minの昇温条件で、電気衝

撃イオン化法（E1eCtronioniZation，EI）を用いて実施した。

5．GSLの構成糖の分析

　単離したGSLを三フッ化酢酸申で121℃，2時間、加水分解し、NaBH。

で25℃，14時間還元後、無水酢酸及びピリジン（1：1，by　vo1．）でアセ

チル化し、生じたa1dito1acetate誘導体をGC／MSにより分析した9〕。GC

／MSはキャピラリーカラムSP－2380（30m，O．25mm　ID，Supe1co，

USA）、注入温度270℃，検出器温度270℃，カラム温度170－220℃，2℃ノ

minの昇温条件で実施した。

6．MALDI－TOF㎜SによるGSLの分子量測定

　GSL1μgをターゲットプレートにスポットし、さらにmatrixとして

10mg／m1の2，5－dihydroxybenzoic　acidを1μ1添加した。M4LDI－TOF／

MS（U1tranex　II，Bruker　Da1tonics，Bi11erica，MA，USA）により、Renec－

tom，Positiveモードで分子量を測定した。また、MS／MS解析により得

られたフラグメントイオンから糖、セラミド構造を推定した10〕。

7．NMRによる分析

　GSLを。h1oro危rm－d（CDC1・）／methano1－d・（CD・OD），（2：1，by　vo1．）

に溶解して’H　and1℃nuc1ear　magnetic　resonance（NMR）を実施し

た。homonuc1ear　corre1ation　spectrometry　（COSY）　と1H－detected

［1H，1℃］heteromclear　muItipIe－quantum　com1ation（HMQC）を

Bruker　AVANCl≡1－600（Bruker　BioSpin　Corp．，Bi11erica，MA，USA）を

用いて測定し、プロトン結合定数とカップリング定数からアノマー体を決
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定した。

皿．結果及び考察

1．キノコにおける総脂質画分及びアルカリ安定脂質画分の含量

　各キノコの総脂質画分及びアルカリ安定脂質画分の含量をTable1に

示した。総脂質の割合はいずれも10％以下であり、総脂質画分のうちア

ルカリ安定脂質は10％弱であった。

Ta阯e1Amo㎜1tof刈kali皿e・sta阯eLipidiI1比5肋。吻ぴ㎝伽α

　tota11ipid／　　　alka1ine＿stable1ipid　alka1ine＿stabIe　lipid

wet　fmiting　body　　　／total　lipid　　　　／wet伍uiting　body

Gr伽王α介。〃dosα

Flα㎜m〃肋αU虐伽枇s

1．80％　　　　　　　　　　8．90％

5．30％　　　　　　　　　　7，70％

O．16％

O．40％

2．GSLの単離精製とTLC分析

　各キノコの総脂質画分とアルカリ安定脂質を各種展開溶媒系でTLC展

開し、各脂質画分の分布を検討した。総脂質画分を弱アルカリ加水分解す

ると、エステル結合型のリン脂質や糖脂質は分解されるが、GSLは分解

されずに安定であっむFig．1に示したTLCの結果、アルカリ安定脂質

画分で検出された糖脂質は、エステル結合を含むグリセロ糖脂質ではなく

GSLであることが示唆された。マイタケからは1つのGSLスポット

（GSL－1）、エノキダケからは2つのGSLスポット（GSL－1，一2）が検出

された。Rf値を比較すると、マイタケ、エノキダケのGSL－1は等しく同

一構造のGSLであると考えられた。エノキダケはGSL－1に加え、さら

にRf値の高いGSL－2が存在した。標準品のSρん加gomo〃α8ρα肌｛肌。6｛一

脆由来のg1ucu1onosy1－ceramideよりもRf値が高く、セラミドモノヘ

キソシドと推定した。構造解析のためGSL－1，一2をTLCプレートより回

収し、単一スポットになるまで精製純化した。
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Table2　Fatty　ocid　oompositi0110f　GSL－1and－2

Gr榊α伽πゐ8α 〃αm椛〃加αひe〃伽8
Fatty　acid

Cmde　lipid　　SGL－1　　Crude1ipid　　SGL－1　　　SGL－2

C12：0

C14：O

C15：O

C16＝0

c｛8C16：1o

C18：O

c≡8C18：1曲

C18：2

2－OH　C14：0

2－0H　C16：0

2－OH　C18：0

t

13，2

16．2

2．4

t

28，4

35．8

t

2．2

t

t

t

3．5

2．5

9，2

t

73，8

10，7

t

311

1，5

23．6

2．8

3，6

10，3

50，2

3．9

t

1．O

t

3．3

2．7

7，6

81．4

3．5

7．2

3，2

46．6

3，5

28，0

11．6

（t＜1％）

Table3　romg－c11aiIl　b舶e　co㎜positio皿。fGSL－1

L㎝紬。i．　　G榊α斤㎝d・・αi　　”㎝m肋α・”伽・

　ba日e　Cmd・lipid　SGL－1　C・。d．lipid　SGL－1

C18：1　　　　　　7．3

C18：0　　　　　　　4．8

C20：1　　　　　　87．9

15，8　　　　　　8．8

3．6　　　　　　5，8

80－6　　　　　　　　　85．4

35．3

2，5

62，2

3．GSLの構成脂肪酸及び長鎖塩基

　マイタケ、エノキダケGSLの脂肪酸組成を解析するため、精製GSL

の強アルカリ加水分解により脂肪酸メチルエステル誘導体を調製し、GC／

MS分析を実施した。その結果、脂肪酸のメインピークとして2－OH　C

16：0が検出された（Fig．2）。また、長鎖塩基としてC18：1とC20：1の

sphmgemneが検出された（Table2，3）。

4．GSLの構成糖

　精製したGSLを加水分解後、アセチル化したアルジトールアセテート

誘導体をGC／MSにより分析した。標準物質として、グルコース、マンノ

ース、ガラクトース、イノシトールのアルジトールアセテート誘導体を用
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Gal，9alactose；Glc，91uoose；Illo，榊。・iI1ositol

い、保持時間とフラグメントイオンを比較したところグルシトールと一致

した（Fig．3）。この結果、GSLの構成糖はグルコースと同定し㍍

5　GSLのMAu〕I・TOF1MS，MS！MS解析による分子量測定

　マイタケ、エノキダケのGSL－1，一2をMALDI－TOF㎜1S解析した結果、

m／z766，892を中心とした［M＋Na］十疑似分子イオンを検出した（Fig1

4）。また、GSL－1のMS舳S解析の結果、分子イオンから脂肪酸部分が

解離したm／z512、糖部分が解離したセラミド部分m／z604が検出され

た（Fig．5）。以上の結果から、GSL－1はC20：1のsphingenine，2－OH

C16：Oの脂肪酸からなるグルコシルセラミドと同定した。

6．NMRによるアノマー体の分析

　COSY，HMQCのNMR解析から、マイタケ、エノキダケのGSL－1は

それぞれプロトン結合定数J1．。が7．8，7．8Hz、カップリング定数J。。が
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Tab1e4　NMR畠ma1ysis　of㎜omo㎡①regi011s　of　GSL・1

1H　　　　　　　　l℃
samp16

PPm　J1，壬（Hz）　PPm　山〃（Hz）
anOmer

Gri制a仕。ndo日a　　　　GSL－1　　4．275　　　7．8　　102．656　157．O　　　β

Flammu1i皿a　ve1utipes　GSL－1　　4．277　　　7．8　　102．680　161．O　　　β

15710，161．OHzであり、マイタケ・エノキダケのGSL－1はβアノマー体

であることが明らかとなった（Fig．6，Tab1e4）。

7．GSLの分布、構造とまとめ

　以上の結果から、マイタケ、エノキダケには共通してGSL－1が存在

し、その化学構造はg1ucosyl一β（1→1）一。eramideと同定した。エノキダ

ケにはマイタケに存在しないGSL－2が産生された。GSL－2はGSL－1に

比べTLC上のRf値が異なり、MALDI－TOF／MSの結果から分子量が120

大きかった。糖、脂肪酸、長鎖塩基の解析も含め一部GSL－1と比較して
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標記したが、構造の同定までは未だ至っていない。しかしながら、担子菌

間でGSLの分布に違いがあることが示唆され、他の食用キノコについて

もGSLの偏在性を今後検討したい。

　キノコの子実体に含まれるGSLを始めとする糖脂質は細胞分化の結果

として発現するだけでなく細胞分化能を有すると考えられる4・5）。キノコ

では子実体型性能を有することに加え、これらの糖脂質が生体内でどのよ

うな働きを持っているのか興味深く、現在、生理活性についても解析中で

ある。

　本研究の成果は、食用キノコ本来の栄養素や視・聴・嗅（きゅう）・味

・触の五感を満足させる効果に加え、健康維持、増進といった第三次機能

を有することを示唆するものであった。今後科学的に評価することによ

り、食文化におけるキノコの差別化を可能にすると考えられた。
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