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　 MeOH 　extra （rts　of 　Ganode厂ma 　lucidum　 showcd 　thc　inhibitorv　efffect　on 　mclanin

biosynthesis　of　a　mousc 　melanoma 　cell　line，　B　1610F7 ．　 We 　isolated　an 　acti、℃

compound 　from　the　extract．　Physical　and 　chemical 　dala　of 　the　act 孟ve 　compound

were 孟dentical　w 訌h　1hosc　of 　ergosterol 　peroxide （1）．　 Compound 　l　 suppressed 　the

melanin 　pigment　accumulat ．ion　ofB1610F7 　cells　over 　l　Fg！m 藍．　 However，　ergostero1 ，
one 　of　the　typical　stcroids　in　mushrooms ，　did　not 　show 　a　marked 　inhibitery　effect　on

thc　B　l610F7　cell　melanogenesis 　at　the　same 　concentrations ．

Koy 　words ：Gan θderma　tucidum，　ErgosteTol　peroxide，　Whileness，　B　l　6　cells

霊 芝 （
＝マ ン ネ ン タ ケ，Ganodenna 　 lucidum）の 生 理 機

能に 関す る研究例 は 多 く，こ れ ま で 免疫賦活作用，抗

癌作 用．血 圧 降 下 作用 等報告 され て い る
1）
． ま た 霊

芝 はそ の 条件 に よ り種 々 の 形態 の もの が 栽培 で き，そ

の 形 態 が
“

鹿 の 角
”

に 似 て い る もの は 鹿 角霊 芝 と呼 ば

れ．販 売 され て い る．我 々 は 鹿角霊芝 に 関す る 種 々 の

生 理 活 性 に つ い て 研 究を行っ て お り、霊芝同様 に 抗 腫

瘍 作 用 或 い は 高 血 圧 抑制作 用 に つ い て in・vitro 及び in
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2，コ）

vivo の 試験 に よ り，そ の 効果を確認 して い る　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ま

た，こ の 他 の 生 理 活 性 と して マ ウス メ ラ ノーマ 細胞 の

メ ラ ニ ン 合成抑制活性 が，鹿 角霊 芝 MeOH 抽 出 液 に

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4）
認 め られ た こ と を既 に 報告 した

　肌 の H 焼 け ，シ ミ の 原因 とな る メ ラ ニ ン 色 素沈着 は．

紫外 線照射 に よ り肌 の 基底膜 に存在 す る メ ラ ノ サ イ ト

か ら メ ラ ニ ン 色素が 放 出 され，沈着す る こ とで 生 じ る．

メ ラ ニ ン 合成酵素の ひ とつ で あ る tyrosinase が 関 与す

る L−t｝Tosine か らDOPA 　chrome への 変換 は メ ラ ニ ン 合

成 経路 の 律速段 階 と考 え られ，こ れ ま で 本酵素 の 阻 害
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5，6＞
剤 の 探索研 究 が 多 くな され て い る　　　　　　　　　　　　　　　　　

一方，動物細

胞 を用 い た メ ラ ニ ン 産 生 抑制 の モ デ ル と し て は マ ウ ス

メ ラ ノ
ー

マ 細 胞 株 Bl6 が一
般的 に 使 用 され て い る．

Bl6 メ ラ ノ
ー

マ 細胞 を用 い た 評価系 は メ ラ ニ ン 合成酵

素 群 に対 す る 阻害活 性 と こ れ ら酵素群 発 現抑 制 活 性 を

総合的 に判断で き る利 点 が あ る
η
．我 々 は 既報に お

い て B16 細 胞 よ り高 メ ラ ニ ン 色 素産 生 株 （BI610F7 ）

を選抜 し，メ ラニ ン 合成抑制能 につ い て 秋 田 県産山菜

に つ い て ス ク リ
ー

ニ ン グ を行 い，数種の 山菜抽 出 液 に

そ の 効果を認 め て き た
9）
．本研究 で は 先に 活性を認 め

た 鹿角霊 芝 MeOH 抽 出 物 よ り，メ ラ ニ ン 合成抑制活

性 を指標 に 活性物質 の 単離 を行 っ た．構造解析 の 結
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果，活性物質 は ergesterol 　peroxide（1）で あ る こ とが 判

明 した ．

実験材料及 び 方法

1． 材 料 及 び 使 用 細胞 株 実験

　　鹿 角霊 芝 子実体 は 坂 本 バ イ オ 社 （株 ）で 栽培 した

もの を用 い た．

　 マ ウス B16 メ ラ ノ
ー

マ 細胞 由 来高メ ラ ニ ン 生 産 株

B1610F78
）

は 10 ％ 牛胎児 血 清を添加 した ダル ベ
ソ コ 変

法イ
ーグル 培 地 で 培養 し た，B1610F7 細 胞 の メ ラ ニ

ン 含 量は．24 穴培養 ウエ ル に INNaOH 溶液 （300 μ1）を

加 え 60 分間 室 温 放置す る こ とで 、細 胞 内 メ ラ ニ ン 色素

を溶解 させ ，470   の 吸収 を 測 定 す る こ とに よ り定 量

し た

2． 鹿角霊 芝 由 来 メ ラ ニ ン 合 成 抑 制 物 質 の 単離

　鹿 角 霊 芝 乾燥 品 （350g ）を メ タ ノ
ール （5　L）と と も に

破 砕 し，濾 過後抽 出 液 を得 る、 この 操 作 を計 5 回 繰

り返 し，得 た 抽出液 を減 圧 乾固 し た （15．7g ）．　こ の

MeOH 抽 出物 に っ い て CHC13−MeOH −H20 （4 ：4 ：3）の 溶

媒系 で 分 液処 理 を行 っ た と こ ろ，CHCI3 抽 出物 （下 層）

に活 性 が 検 出 され た 。こ の 画 分を減 圧 乾固 （10．8g ）し，

シ リカ ゲル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に 供 し た ．

CHC13−MeOH （20：1）で 溶 出 され た 5 画 分 に つ い て 活性

測定を行 っ た 結果，fraction　2 に 活性が 検出され た．こ

の 画 分 を減圧 乾 固 させ （3．2g ）さ ら に シ リカ ゲル カ ラ

ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行 い ，n −hexane−AcOEt （10：1），

（5：1），
CHC13−MeOH （20：1）で 順 次 溶 出 した ，メ ラ ニ ン

合成抑制活性 は CHCI3−MeoH で 溶 出 され る 画 分 に 検

出 され た， ま た ，n −hexanc−AcOEt （5：1）溶 出画 分 か らは

ergoSterol （2）が 濃縮後 MeOH に よ る 結晶化 に よ り得 ら

れ た （380．7mg ）． 活性画分 を回収 し，減圧 乾固後

（610．O　mg ），　 Cosmosil　75Cl8 （Nakali 　tasque）に よ る逆層

カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で さ らに 分離 を 行 い ，

MeOH で 溶 出 され た 画 分か ら活性物質 と し て 1 を 得

た （57．6mg ）．

3． 各種データ ー及 び ス ペ ク トル 測定条件

　デ
ー

タ及 び ス ペ ク トル 取得 に 関 して は 以 下の 装置を

用 い た ． 旋光度：日本分光 DIP−1000型デ ジ タル 旋光計

（セ ル 長 5cm の 円筒型，石 英セ ル 使用）．　 NMR ： Varian
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ユ　　　　　　　　　　 13

unity　400型 ス ペ ク トロ メーター
［H ：400　MHz ，　 c ：loo

MHz ，　tetramethylsilane（TMS ）を 内部 標 準 と して 化 学 シ

フ トを δ値 と して 示 した］．R ：日本 分光 FT一膿 300型 フ

ーリエ 変 換 赤 外 分 光 計 （KBr 粉 末 上 で の 拡 散 反 射法 ）．

EI−MS ：日本 電 子 JMS−BU　20型高分 解能ガス ク ロ マ ト質

量分析装置、

4．活性物質 1 の メ ラ ニ ン 合成抑制 作 用

　 予 め MeOH に溶解 させ た 1 あ るい は 2 を 1〜 10
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5

μg〆ml に な る よ うB1610F7 細胞 （lx10 　 cells！ml 、1m1 ）

の 培養 液 に添 加 し 72 時 間 培養後、細胞 数及 び メ ラ ニ

ン 含量 を測定 した 。

結 果

1．鹿 角 霊 芝 由 来 メ ラ ニ ン 合成 抑 制物質 1の 化 学構

造

　得 られ た化 合物 1 の 物理 デ
ー

タ ス ペ ク トル は 以 下 の

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 26
通 りで あ っ た． Amorphous 　powder ．［α ］D

−21．6
°

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 −1
（cO ．10，　EtOH ）．　IR 冫t。 ax お よ び（KBr ）cm 　l　3500− 3200，

2954，2871，　1710，　1454，　1376，　1074，　1043，　1026，967．

High　resolutien 　EI−MS 　m ！l ：
　428．3303 （Calcd　f（）r　C2sHopO3：

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ト

428．3290），EI−MS 〃m ・，1 ：428 （M ），410 ，396 ，　376 ，363，250．
1HNMR

（CDCI3）δ：0，81−0，84（9H，　m ，　methyls ），0．89（3H，

s，19−H3），0．92（3H ，　d，」＝5，2　Hz，28−H3），1．Ol（3H，　d，J＝6．5

Hz ，21−H3）．3．97（1H ，　m ，3ct−H ），5．15（1H，　dd，　J＝15、2，8，0

Hz．23−H ），5、23（】H．　dd，ノ＝】52 ．7．21 セ、22−H），6．25 （IH．　d，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 13
ノ＝8．8Hk ，6−H ），6．54 （IH，　d，　J＝8、8　Hz，7−H）．　 CNMR

（CDC13）δ；12．86（q，　C−18），17．54 （q，　C−28），18．45 （q，　C−19），

19．61 （q，C−27），19．92 （q，C−26），20．62 （t，C−ll＞，20．87（q，

C −21），23 ．39 （t，C−15），28．61（t，　C−12），30．12（t，　C−2），33．06

（d，C−25），34．70 （t，　C−1），36．94 （t，　C−4），36．97 （s，　C−10），

39．35（t，C−12），39．68 （d，　C−20），42、77 （d，　C−24），44．56（s．

C−13），
51．12　（d，C−9），51．69　（d，　 C−14），56、22　（d，　C　17）．

66．43 （d，C−3），79．41 （s，C−5），82．14（s，C−8），130．73 （（LC −

7）．132、32（d，C−23），135．19（d，　C 幽22），135．4」（d，　C−6）．

　1 は Liebermann−Buchard反応及 び TLC で の 加熱呈 色

反 応 な どか らス テ ロ イ ド化合 物 で あ る こ とが 示 唆 され，

UV 吸 収 は認 め られ な か っ た．そ こ で，鹿 角 霊 芝 よ り

単離 し，その 化学構造を確認 した 2 と t を比 較 した と

こ ろ ，EI−MS か ら求 め られ る 分 子 式 は ，2 の 分 子 式

（C2gH440）よ り酸 素 原子 2分 子 多い 結 果 が 得 られ た　R
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ・l
ス ペ ク トル で は，新 た に 967　cm に ペ ル オ キ シ ド由来
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Flg　 l　 Photomicrographs　ofBl610F7 　Cells　Treated　w 曲 out （A ）or　wlth （B ）2gg ！ml 　of 　l　fbr　72　h．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1　　 11
と推定 され る 吸 収 が 現れ，ま た H ， CNMR ス ペ ク ト

ル で ，2 にお け る 5−8位 部 分 の シ ス 共 役 ジ エ ン 構 造 部 分

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 t　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 13
に 代 わ っ て δ6．25 ．654ppm （H ），δ 13073 ，13541 （ C ）

に Z 体 の 幾何異性を有す る 二 重結合由来 の シ グナル が

そ れ ぞ れ 認 め られ た ．以 上 か ら，1 は 2 の 5，8位 間 に

ペ ル オ キ シ 構造 を．ま た 6．7 位間に 二 車結合を有す る

ergosterol 　peroxide　［＝　5α ，8a−epidioxy ＿（22E，24R＞＿crgosta ＿

6，22．−dlene−3β一〇1］と推 定 され た の で ，文 献 記 載値 と の

　 　 9、IO）
比 較　　　 お よび H−HCOSY ，　C−IICOSY な らび に HMBC

の 各 NMR ス ペ ク トル の 詳 細 な 検 討 を 行 い ，1 が

ergosterel 　pereXideで あ る こ とを確 認 した．

2． 1 に よ る B1610F7 細胞 メ ラ ニ ン 合成 抑 制 能

　 Bl610F7 細胞 は メ ラニ ン 色素の 沈着が 顕 微 鏡 下 で

容易に 検出可 能な細胞株 で あ る （Flg 畏 A ）　 こ の 細胞

に t （2pglml）を添加 し 72 時間 培 養す る こ と に よ り，

メ ラ ニ ン 色素沈着 の 抑 制 が 観 察 され た （FiglB ）．そ

こ で，メ ラ ニ ン 色素合成 に 有効な 1 の 濃度を調 べ るた

め，各濃度 の 1 と共 に B1610F7 細胞 を 72 時間 培 養 し，

細胞内 メ ラ ニ ン 含量を定 量 した， 無添加 の 区 と比 較

して．lpg ！ml の 1 に よ り Bl610F7 細胞 の メ ラニ ン 合

成能は 40、6°
／o，2pglml 添加 に よ り 9．2 ％ まで 減 少 した

（Fig　2　A ）， しか し，
5pg ！ml 以 上 の 濃度 で は 131610F7

細胞の 増殖阻 害 が 認 め られ た

　本研究 にお い て 1 に つ い て メ ラニ ン 合成抑制作用 が

認 め ら れ た た め，1 の 類 似 化 合 物 で 同 時 に 単 離 した 2
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の B1610F7 細 胞 メ ラ ニ ン 合成抑制能 に つ い て も併せ

て 検 討 した．Fig．2B に 種 々 の 濃 度 の 2 を Bl610F7

細胞 培養液 に 添加 し，メ ラニ ン 含量及 び 細胞増殖に 対

す る影響 を調べ た結果を示す，2 は 2pglml 以 下 の 濃

度域 で Bl610F7 細胞の 増殖及 び メ ラ ニ ン 合成の い ず

れ も阻害 し な い 結果 が 得 られ た．また，5　pg〆ml 以 上 の

濃度 で は メ ラ ニ ン 合成抑制活 性 が 認 め られ た が ，1 と

比 較 して そ の 活性 は 低 く，細胞増殖 抑 制 も認 め られ た．

　 9）
る

　類似 の 構造を 有する 2 と 比 較 し た 結果， 2 は 1 に 比

べ ．ほ とん ど B1610F7 細胞 の メ ラ ニ ン 合成抑 制 活 性

を示さなか っ た． こ の 結果 よ り，活性 発 現 に は B 環 5

位 と 8 位 の 間 の ペ ル オ キ シ 構 造 が 重 要 な 役 割 を担 っ

て い る と推察 され る （Chart　1）．

　今後 は 加 卿 o で の 1 の 美 白効 果 を検 討 す る予 定 で あ

る．

H

H

1

2

Chart　l

考察 及 び 結論

　既報 にお い て，B1610F7 細胞を用 い た in　 vitro の 評

価 で 鹿 角 霊 芝 McOH 抽 出 物 に メ ラ ニ ン 合成抑制活性

を 見 出 して い る
4）
．本 研 究 に お い て は 鹿角霊芝 の

MeOH 抽出 物 よ り．Bl610F7 細胞 の メ ラニ ン 合成抑 制

能 を 指 標 に 主 た る活 性 物 質 で あ る 1 を単 離 した．1 の

単離に 関 して は，マ イ タ ケ （Gnfola　frondosa）子 実 体等

か ら 報 告 が あ る が
11）
．生 理 活 性 に 関 す る研 究 例 は な

い，1 は Ipg！ml 以 上 の 濃度域で 同 細胞 の メ ラニ ン 合

成抑制活性を示 し，こ れ は 市販 の 美 白剤で あるア ル ブ

チ ン と比 較 し て も，よ り低濃度 で 活性 を示 す も の で あ
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