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高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に よるべ ニ テ ン グタケ中の

イボテ ン酸及び ム ッ シ モ ー ル の 定量
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1 緒
一一

　毒 キ ノ コ の べ ＝ テ ソ グ タ ク
ー

（Amanita 　muscaria ） 1こ は

生 理 活性 を示す イ ソ キ サ ゾー
ル 化合物 の イ ボ テ γ 酸 （α

一

ア ミ ノ ー3一ヒ ド P キ シ ー5一イ ソ キ サ ゾー
ル
ー酢酸） と ム

ッ

シ モ ール （5一ア ミ ノ メ チ ル
ー3一ヒ ド卩 キ シ イ ソ キ サ ソ

ー

ル ）が含有 され て い る
1 ）． ム ッ シ モ ール は イ ボ テ ソ 酸 の

　＊
長 野県衛 生 公 害 研 究 所 ： 380 　長 野県長 野 市安茂 里

　　米村 1978
＊＊

国立 公 衆衛 生 院衛 生 薬学部 ： 108　朿京都 港 区 白 金

　　 台 4−6−1
＊＊＊ 日 本 大 学 理 工 学 部薬学科 ： 101 東 京 都 千 代 田 区 神

　　 田 駿河台 1−5

脱炭酸生成物 で あ り ，
こ れ ら は 中枢神経系 の r 一ア ミ ノ

酪酸 の レ セ プ タ
ーに 作用し 精神錯乱 幻 覚な ど

2 ）S＞ を 起

こ す と い わ れ薬理学的 に も 興 味深 い 化合物 で あ る．

　著者 らは 毒キ ノ コ の 熱水抽 出液を マ ウ ス に 投与 し て そ

の 生化学的作用を 検討 し て い る
4 ］
”6）が，生理 活性成分 と

そ の 生 体 に 対す る 影 響の 関係を よ り定量 的 に 解析す る た
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め に ，高速液体 ク ロ マ b ダ ラ フ ィ
ー （HPLC ）を用 い た

べ ニ テ ン グ タ ヶ 中 の イ ボ テ ソ 酸 と ム
ッ

シ モ ー
ル の 分析法

を検討 した ．両化合物 の 測定 に は ペ ーパ ー
ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
冖7），薄層 ク 卩 マ ト グ ラ フ ィ

ーs）
， ア ミ ノ 酸分 析計

法
9）及 び HPLC1 °） に よ る方法 が 報告 され て い る ． し か

し， こ の HPLC に よ る方法は ク リ ーン ア 、ソ プが 不 十分

で 混在物 と の 分離 が悪 く，又 ， イ ボ テ ソ 酸 と ／・
ッ シ モ

ー

ル をそれぞれ 異な っ た カ ラ ム で 分 析す る な ど煩雑な操作

を 必 要 とす る．

　本法 で は ， 前 処 理 法 と して 陰イ オ ン 交換樹脂 とア ル ミ

ナ を 積層 し た シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を 行

・・ た 後，HPLC に よ る 同時定 量法 を 検討 し， 満足す べ

ぎ結果が得られ た の で 報告す る．

2　実 験

　2 ・ 1 使 用キ ノ コ

　実 験 に 使用 し た べ ニ テ ン グ タ ケ は 1983 年 9〜10 月

に 長野 県 内 で 採取 し ， 土 ， 枯 れ 葉 な ど の 付 着 物 を 除 き分
析 時 ま で

一20　
ec

： で 冷凍保存 し た．

　 2 。2 賦　薬

　標準 溶 液 ： イ ボ テ ン 酸 は Aldrich　Chemica1 製 ， ム ッ

シ ー 一
ル は Sigma 製 を 用 い ， 蒸 留水 で 各 々 lmg ／ml の

水溶液 を 原 液 と し 適 宜蒸留 水 で 希 釈 し て 用 い た ．

　イ オ ン 交 換樹脂 ： ダ ウ ヶ ミ ヵ ル 製 Dowex 　t−X8 （強
塩 基 性陰 イ オ ン 交 換樹脂） を 酢酸 型 に し て 用 い た ．

　 カ ラ ム ク 卩 マ トグ ラ フ ィ
ー

用 吸 着剤 ：

1 ） シ リ カ ゲ ル ；和光純 薬 工 業 製 Wako 　 gel　Q −23 を

100 °C で 1 時 間活性 化 し て 用 い た ．
2 ） ア ル ミ ナ ；和光純 薬工 業 製 活 性 ア ル ミ ナ （300 メ ッ

シ ュ） を IM 塩 酸 に 懸濁 し ， 上 澄 み を 傾斜法 で 除 い た．
こ の 操 作 を 数 回 繰 り 返 し ア ル ミ ナ を 湧別 し ， 炉 液 が pH
6 に な る ま で 水 洗 し 100 °C で 乾燥 し た も の を 用 い た ．

　そ の 他 の 試薬及 び 有 機 溶 媒 は す べ て 試 薬 特級 品 を 用 い

た ．

　2・3 　装 　置

　分 光 光 度 計 ； 日 本分光 製 UVIDEC −610B を 用 い た ．

　高速 液 体 ク Pt マ ト グ ラ フ ： 島 津 製 LC −3A に 同社 製 可

視 紫 外 分 光 光 度計 SPD −1 を 接続 し ， 測 定波 長 220　nm
，

感 度 O ・　16　AUFS ，カ ラ ム 温 度 40 °C で 測定 し た ．

　超 音波 発生 装置 ： 口 本精機製作 所 NS −300 を 用 い た ．

　カ ラ ム ： Mcrck 製 LiChrosorb　CN （10ドm ，4．Ox250
mm ） と 島津 製 Shim −pack　P　NH2 −・10／S2504（10Fm ，4．O
x250 　mm ） を 用 い て 検討 し た ．

2・4　移動相

種 々 pH の 0・05　M 酢酸 塩緩衝液 あ る い は O．Ol　M

リ ソ 酸塩緩衝液 と メ タ ノ ール の 組み 合 わ せ で使用直前に

超音波発生装置 で 5 分間脱気 し て 使用 し た ．流速 は 1．O

ml ／min に 設定 した ．

　 2・5　前処理用 カラ ム の調製

　陰 イ オ ン 交 換樹脂 カ ラ ム ：Dowex 　l−X8 約 7ml を

内径 10mm の ク 卩 マ ［・管 に 詰め， 0・25　M 塩酸約 15

ml を 流 し 流出液 の pH が 1 を 示 し て か ら O ．25　M 酢酸

ナ ト リ ウ ム 溶液 30m1 を 流 し た ．流出液 が pH 　6 に な

っ た 後 0 ・IM 硝酸銀溶液に よ り塩化物イ オ ン が検出さ

れ な くな る ま で カ ラ ム を水洗 し た ．

　 ア ル ミ ナ
ー

シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ： シ リ カ ゲ ル 1・Og を 内

径 101nm の ク ロ マ ト管に メ タ ノ
ー

ル で 湿式 充 て ん し，
シ リ カ ゲ ル が 完全 に 沈降 し た後，ア ル ミ ナ 0 ，5g を同様
に して シ リ カ ゲ ル 1二に 積層し ア ル ミ ナ

ー
シ リ カ ゲ ル カ ラ

ム を調 製 し た ．

　 2・6 　分析操作

　 キ ノ コ 109 に 50％ メ タ ノ ール 溶液 100ml を 加 え

5 分間高速 ホ モ ジ ナ イ ズ し，一
夜冷暗所 （4°C ） に 放置

した 後 ・ 東洋濾紙 No・5C で 炉過 し ，
50％ メ タ ノ ール 溶

液を 用 い て 正 確 に 100m 且 と し た．炉液 10ml を イ ォ ソ

交換樹 脂カ ラ ム に 添 加 し，水 15mi で カ ラ ム を 洗浄 し

た ．カ ラ ム 通 過液 と洗浄液を 合わ せ 約 2ml ま で 減圧濃

縮 し，ア ル ミ ナ
ー

シ リ カ ゲ ル カ ラ ム に 添加 し ア セ ト ソ
ー

メ

タ ノ
ール ー

水 （2 ： 2 ： 1）60　ml で溶出 した ．又 イ オ ソ

交換樹脂に 吸 着し た 成 分 は 0 ・1M 酢酸 70　m1 で 溶離 さ

せ ，ア ル ミナ ーシ リ カ ゲ ル カ ラ ム か らの 溶 出液 と 合わ せ

40 °C で 減圧濃縮乾固 し た ．こ の 残留物を 50％ メ タ ノ

ール 溶液 iml に 溶解 し
， そ の 5 μ を高速液体 ク pv

トグ ラ フ に 注入 L た，

3　結果及 び 考察

　3 ・1　HPLC 測 定 条件の検討

　3。1・1 測定波長　 イ ボ テ γ 酸及 び ム
ッ

シ モ ー
ル の 水

溶液 に つ い て 紫外吸収 ス ペ ク トル を 測定す る と Fig ．2

に 示す よ うに 215 〜220　nm 付近 に 吸収極 大 を 示 し た ．

そ こ で HPLC に お け る 測定波 長 を 220　nm に 設定 し

た ．

　3・1・2　分 離 用 カ ラ ム 及 び移動相の 検討　 予試験 と し

て オ ク タ デ シ ル 基，四 級 ア ミ ン
， シ ア ノ ブ 巨 ピ ル 基 ，ア

ミ ノ プ ロ ピル 基を それ ぞれ シ リ カ ゲ ル に 化学結合 させ

た 4 種類 の カ ラ ム に つ い て ，酢酸塩緩衝液あ る い は リ ン

酸塩緩衝液 と メ タ ノ
ー

ル の 組 み 合わ せ か ら 成る 移動相

で ，イ ボ テ ン 酸 と ム
ッ シ モ ー

ル の 分 離挙動 を 検討 し た ．

そ の結果，後者 2種 の カ ラ ム に お い て イ ボ テ ン 酸，ム
ッ
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Fig．　2　Absorption 　spectra 　of 　ibotenic　ac 置d　and

　 　 　 　 muscimo 且in　 distilled　 water

　　 　　 n ： Muscimul （100 いg！ml ）l　 b ：1bolrnic　 acid （lt］｝
ドg！lnD

シ モ ール 相互分離 の 可能性が 認 め られ た ．す な わ ち ，

Lichrosorb 　 CN カ ラ ム の 場 合，0 ．05　M 酢酸塩緩 衝液

（pH 　4 ．0）一メ タ ノ ール （5 ： 95） で イ ボ テ ソ 酸 と ム
ッ シ

モ
ール は 相互分離 され た が ，イ ボ テ ソ 酸は 溶 媒先端近 く

｝こ 溶出され混在物 の 影響 を受け た ．又 ，リ ン 酸塩緩衝液
一

メ タ ノ
ー

ル の 系 で も，ほ ぼ同様な結果 で あ っ た ． Shirn−

pack ？ NHz −10／S2504 カ ラ ム を 用 い た 場合，酢酸塩緩

衝液一メ タ ノ
ール 系 で は イ ボ テ ン 酸 が カ ラ ム に 保持 され

溶 出 され な か っ た ． 一
方 ， リ ソ 酸塩緩衝液

一
メ タ ノ

ール

系で は 混合 割合 を 検討す る こ とに よ り 両化合物は 完全

に相互分離 され ，混在物 の 影響を 受け な い こ と が 分 か

っ た ．そ こ で リ ン 酸塩緩衝液 の 濃度 を 変化さ せ ， イ ボ

テ ン 酸 と ム
ッ

シ モ ール の 保持比 （kF） に 対す る 影響 を 調

べ た （Fig．3）． た だ し，保持比 は k「＝（tR
一

ら）／ら で

計算 し ，
tR は物質の 保持時間 ，

　 to は 溶媒先端 の 時間 で

あ る ，イ ボ テ ソ 酸 ，
ム ッ シ モ

ール と も移動相中 の リ ソ 酸

塩緩衝液濃度 の 増加 に つ れ て L” は 減少 し 溶出 は 早 ま っ

た ．乂 ， リ ン 酸塩緩衝液濃度が 25 ％ 以
．
下で は イ ボ テ ン

酸 の ピ ーク に テ イ リ ソ グが 見 られ た こ とか ら混在物 と の

分離も考慮 し，溶媒組成 を O．01M リ ン 酸塩緩衝液
一

メ

タ ノ
ール （30 ： 70） と し た ，更 に k’に 対す る リ ン 酸塩

緩衝液 の pH の 影響を 3〜6・5 の 領域 で 検討 した （Fig ・

4）．そ の 結果 ，pH 　4〜5 の 範囲 で は k「
の 変化 も 少な

く， ピ ーク の 形状 も良好 で あ っ た ，そ こ で ， リ ソ 酸塩緩

衝液 の pH を ク ロ マ ト グ ラ ム 上混在物 の 影響 も 少な い
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畿
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4 ．5 に 設定 し た ．

　3・2　前処理 法 の 検討

　キ ノ コ 中 の 生 理 活性成分 の 抽 出溶媒 と し て は 水
11 ）

，
メ

タ ノ
ー

ル
8）12 ）， エ タ ノ

ー
ル

9＞iS） ある い は こ れ ら有機 溶媒

と水 の 混合溶媒
7 ＞s ］14 ｝ls ｝ が 多 く使 用 さ れ て い る が ，

こ こ

で は StijveU），　 Faulstich ら
15 ） の 方法に 準 じ て 50％ メ

タ ノ ール を用 い た ．

　キ ノ コ 中に は 糖 ，
タ γ バ ク 質，ア ミ ノ 酸 ， 色素 な ど多

く の 成分が 含 まれ て お り微量 の 目的成分を 分析す る に

は ク リ
ー

ン ア ッ プ 及 び濃縮操作 が 必要 で あ る ． Lundio ）

は キ ノ コ 粗抽 出液 に 同量 の メ タ ノ
ール を 加 え ，メ タ ノ

ー
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ル 不溶性物質を 除去す る 方法 を 用 い て い る が ，こ の 方法

で は ク リ ーソ ア
ッ

プ が 不 完全で HPLC に よ る 分析 に お

い て は 共 存物質 の 影響を 受け る ．

　 シ リ カ ゲ ル あ る い は ア ル ミナ カ ラ ム に つ い て そ れ ぞれ

ク リー
ソ ア ッ プ法 を 検討 し た と こ ろ，イ ボ テ ン 酸 は シ リ

カ tr
’
ル カ ラ ム を 通す こ と に よ り部分的 に 脱炭酸 さ れ ，ア

ル ミ ナ カ ラ ム で は 吸着 され て 溶 出し な か っ た ．し か し ，
ム

ッ
シ モ ール は シ リ カ ゲ ル カ ラ ム に よ り ク ロ マ ト グ ラ ム

上 ピー
ク 近 くに 認め ら れ る 共存物質 が 除去さ れ た ．又 ，

ア ル ミ ナ カ ラ ム で は 色素な ど の 混在 物が 除 か れ た ．

　 次 に 陰 イ オ γ 交換樹脂を 用 い イボ テ ン 酸と ム
ッ

シ モ ー

ル の 挙動 を 調 べ た と こ ろ
，

イ ボ テ ン 酸は 樹脂 に 吸着 され

た が ム
ッ シ モ ール は 吸着さ れ ず カ ラ ム を通過 し た ．更 に

樹 脂 に 吸着 さ れ た イ ボ テ ソ 酸 は OJM 酢酸 で 溶離 さ れ

た ．以 上 の 結 果 よ り， キ ノ コ 粗抽出液を ま ず イ オ ソ 交換

樹脂 カ ラ ム に 添 加 し イ ボ テ ソ 酸 を吸着さ せ ，通過 し た ム

ッ
シ モ ー

ル を ア ル ミ ナ を積層 し た シ リ カ ゲ ル カ ラ ム で ク

リ
ーン ア ッ プす る こ と に し た． こ の 溶出液は 種 々 検討 し

た結果，ム 。 シ モ
ー

ル の 溶出が 比較的早 く，後 の 溶媒除

去 も容易で ク 卩 マ ト グ ラ ム 上妨害物質 の 影響 も少 な い ア

セ ト ン
ー

メ タ ノ
ール ー

水 （2 ： 2 ： 且） とした ．

　以上 の 抽 出， ク リ ーン ア
ッ

プ 操作 の 間 に 3．5 で 述 べ

る よ う な イ ボ テ ン 酸の 厶
ッ シ モ

ー
ル へ の 脱炭酸は認め ら

れ なか っ た ，す な わ ち ，本法に よ る イ ボ テ ン 酸 ，
ム

ッ
シ

モ ール の 同収率 は べ ＝テ ン グ タ ヶ に そ れ ぞれ 50ppm を

添加 し ，
5 回繰 り返 し 測定 し た 結果，イ ボ テ ン 酸が平均

99・3％ ，
ム

ッ
シ モ ール が平均 90・6％ で ，相対 標準偏差

は それ ぞれ LO ％ ，
1・5％ と 良好 で あ っ た．

Table 　 lDetermination 　 of 　ibotenic　 acid 　 and

muscimol 　 in バ．　 mu ∬ aria

Samp 匚e
1版〕tenic 　 aeid 　 　 　 　 Muscimol

　 （ppm ： wet 　 wcigh ヒ basis）

艮 謝k2

認 k3

溜h

3601so46032028014u 且203u21UlOOE5050

　 3・3　検量線

　Z・1・1 の 結果 よ り測定波長 を 220nm に 設定 し ピー
ク

高さ よ り検量線を作成 し た ．イ ボ テ ン 酸は 90ng ，ム
ッ

シ モ ール は 50ng か ら それ ぞれ 5 ・OF9 ま で 原点を 通 る

直線性を示 し た ．

　3 ・4 試料の 分析

　
べ ＝テ ソ グ タ ヶ を か さと茎 の 部位 に 分け 2・6 に 従 い

イ ボ テ ン 酸 と ム
ッ

シ モ ール を 分析 した 結 果を Table 　 l

に 示 す． 又，代表的 な ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig ・5 に 示

す．イ ボ テ ン 酸の 含有量 は か さ，茎 と も ム
ッ

シ モ ール の

数倍 の 値 で あ り ， 部位別 の 含有量は 両化合物 と もか さの

ほ うが 高 い 値 で あ っ た ．

　又 ，本法で分析し た 際の 定量 限界 は イ ボ テ ン 酸が 18

ppm ， ム
ッ

シ モ ール が 10ppm で あ っ た ．

〔A ）

a

b

　 一 　一

　 　 　 　 　 　 　 　Retention　 time／min

Fig．5　Chromatograms 　of （A ） ibotenic　 acid 　 and

　　　　muscimol 　 standard （且．5 μg） and （B） ex −

　　　　 tracts 　from　 1 （．　 muscaria

　 　 　 　 a ： Muscimoi ； b ： Ibotenic　 acid

か旧。，
5帽
三

轡
≧

崙

τ
匡

Heatlng 　 time ！田 i轟

Fig．6　Effect　of 　heating　time　on 　decarbk）xylation

　 　 　 　 of 　ibotenic　acid
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　3・ 5 加熱 によ るイボ テ ン 酸の脱炭酸

　 イ ボ テ ソ 酸は酸
T）
− 9｝

， 熱
16 〕に よ り脱 炭酸 し て ム

ッ
シ モ

ー
ル を 生成す る こ と が 報告 さ れ て い る．そ こ で 約 500

pg／ml の イ ボ テ ソ 酸を含む キ ノ コ 抽 出液を沸騰 水浴上 で

加熱 し加熱時間 と 脱炭酸率の 関係を 本法 を 用 い て 調 べ

た ．そ の 結果を Fig ．6 に 示す ．加熱 1 時間 で は 約 60 ％

が， 3 時間 で は 95 ％ が脱炭酸 され ム ッ シ モ
ー

ル に 変

わ っ た こ とが 本法 を 用 い る こ と に よ り 容 易 に 確認 され

た ．

）1

）

）

）

9殉
34
−

）5

）6

）7

）8

）9

10）

11）

12）
13）

14）

15）

16）

（
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　 De 舵 rm 洫 ation 　 o 日 botenic　 acid 皿 d　 mus σi皿 01

in　Amanita 　muscaria 　by 　high　performa 皿 ce 　1五吼  d
chromatogr 　aphy ．　Shigehisa　KoM ［YAMA ，　Yoshio 　YA ｝｛i4

−

uRA
＊

，
　 Hiroyuki　NAKAzAwA ，

　 Masahiko 　FuJITA＊＊，　 and

Yozo 　 KABAsAwA ＊＊＊

　（
＊Nagano 　Research　 Instjtute　 lbr

Health 　and 　Pollution
，
1978

，
　Komemura ，

　Amori ，　Naga −

no
−
shi ，　Nagano ，

380 ；
＊＊The 　Institute　of 　Public　Health ，

4−6−1
，
Shirokane−dai，　M 三nato −ku

，
　Tokyo

，
108；

＊＊＊De −

partment 　of 　Pharmacy ，　 Gollege　of　Sciellce　 and 　Tech −

nology
，
　Nihon 　University

，
1−5，　Kanda −surugadai ，　Ch 量一

yoda
−ku，　 Tokyo ，　101）

　 Simultaneous　 determinat 三〇 n 　of 　 ibotenic　 acid 　and

muscimol 　 in　 Amanitct　 muscaria 　 has　 bcen　developed　 by
means 　 of 　high　 perf（）rmancc 　 liquid　 chromatography ．

The 　 extracts 　 of 皿 ushroom 　 with 　 50 ％ methanol 　 were

poured　onto 　a 　Dowex 　I−X8 　column （acetate 　form ）．　 Ibo−

tenic 　 acid 　was 　adsorbed 　and 　 muscimol 　passed　through

the 　 column ．　 After　 concentration 　 of 　the 　 fraction　 con −

taining 　muscimo1
，
　it　was 　added 　on 　the　bi−［ayer 　column

（upper ： alumina
，
　 lower ： silica 　 gel） and 　 eluted 　 with

acctone
−
methanol

−・water （2 ：2 ： 1）．　 Ibot  ic　acid 　was

cluted 　 with 　 O．1Macetic 　 acid 　 from 　 the 　 Dowex 　 1−X8
column ．　 Both　eMuents 　were 　comb 三ned 　and 　cvaporated

to　dryness　at 　40 °C ．　 Thc 　residue 　was 　dissolved　in　l　ml

of 　50 ％ 皿 ethanol 　 and 　injected　into　 a　Shim −pack 　 P

NH
，
−10tS2504 　c・ lumn （10岬 ，4・O　x 　250　mm ）at　40

°C ・

The 　 suMcient 　 rcsolution 　 was 　 obtaincd 　 us 三ng 　 O．01　M

phosphate 　buffer（pH 　4．5＞
−methano 匡（30 ； 70）as 　mob 量le

phase 　 with 　 the 　flow　 rate 　 of 　LO　ml ！min 　 and 　 detected

at 　220　nm ．　 The 　recovery 　fbr　ibotenic　acid 　and 　musd −

Inol 　 were 　99．3 ％ and 　90．6 ％ ，
　 respectivcly ．　 Thc 　 me −

thod 　can 　be　applicable 　for　lhe 　determination 　of 　ibotcnic

acid 　 and 　muscimol 　in　poisonous　mushroom 　such 　as 　A ．
musca

・ria　 with 　 dctcrmination 　limit　 of 　 l　8　and 　且Opp 皿 ，
respective 置y ・
　　　　　　　　　　 （R．eceived 　November 　7

，
1984）

　　 劭 汐 置ρ 0 アぱ P ハrα8θ8

determination　of 　ibotenic　acid 　and 　muscimol 血 Ama ノ吻

　 MtLs ‘aria ； clean −up 　by 　 anion 　exchange 　resin 　and 　alu ＿

　 mina −sjlica 　 gel　 column ； high　pcr長〕rmance 　Iiquid

　 chroma10graphy 　 with 　 ultravlolet 　 photometric

　 de【ection 、
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