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マッシュルームから分離したPHA幼若化阻害物質  

毛利 威舷・村原ツヤ子・加山 浩之・石田名春雄＊  

NewInhibitors for the Blastgenation of Human Lymphocytes  

Isolation from Edible MtlShrooms   

TakenoriMouri．Tuyako Murahara，HiroyukiKayama and NakaoIshida＊   

Some of mushroomsllaVe been commonlv knolVn aS healthfuldiet．1n our cfforts to  
Obtainimrnunologically acti、，elow molecular substances from edible mushrooms，tWO  

compounds wereisolated as effectiveinllibitors ofDNAsynthesisinlmmanlymphocytes  

Stimulatcd with phytohemagglutinin．Theyare r－L－glutaminyl－4－hydroxybenzene［T－GH  

B］from Aalliotabi＠07－OtLSandlentinacin （or ertadenine）from Le7LiiJJtLS edodes．  

Isolation of the former active principlel＼▼aS performed as shownin Fig．1．The  

effec【il▼e COmpOund from L edodes wasisolated by almost the same procedure・It  

Showed、†ery Similar【R，NMR and mass spectera to those oflentinacin and was  

identiried by means oE paper chromatography（Rf：0．45，n－PrOH／conc．NH。O11／H20in  

a ratio of6：3：1；0．22，u－BuOH／AcOH／H20in a ratio of4：1：5：0．15，Py／AcOEt／  

H！Oina ratiooflO：4：3）and paper electrophoresis（mo＼▼ing distanceforanode：zcro，  

pH2．8，HCO2H；6．2cm，pH4．4．Py／AcOH：8．5cm，pH7．5．（Et3N）2CO3；10．5cm，pH9．0、  

ドa2B107）・   

The principle▼from Zlbi＊orozLS WaS mOreimmunologically effectiYe and exhibited  

thecharacteristic UVabsorption（舷だHClnm：246，旭もⅩNaOH nm：260，Å慧S52nm：246）  

ascribabJetoaphenolgroupandIR bands（y霊ぎioIcm－1：3270，1645．1610）attrjbutable  

to aTlamide group．The NMR spectrumin deutcriumoxide contalnlngaSm】lamount  

ofamrnoniashowedsignals at8：7．11（2H，double、J＝9托z），6．64（2王TI，doublet，］＝9Hz）  

thatcorrespond tol，4－disubstituted benzene．The presence ofa glutamylgroupwas  

indicated by signaIs at8：3．34（1H．triplet，］＝6Hz），2．40（2H、mulitiplet）andl．90  

（2H，multiplet）．The mass spectrum sllOWed the majorfragmentions at m／e：109（クー  

hydroxyaniline）aTld84（pyrrolidonylcation）．These spectraldata coincide with those  

reported for T－GHB・Therefore，forthe purpose ofconfirming the struCture，Synthesis  

Ofthis compound throug ha new route was undertaken．An acid azide solution（AcOEt，  

200ml）was prepared accordingtoWaley’s procedure from N－Carbobenzy－T－L－glutamyl  

hydrazide（7g）・To this solution a solution oEp－hydroxyaniline（3．5g）in ethanol（100  

ml）wasaddcd and the mix亡ure was a1lowed to srand at room temperature．After remo－  

valof the solヽ－ent the residualmass was extracted＼＼一ith methanoland the solution was  

hydrogenatedin the presence ofpalladium carbon to atford T－GHBく1．02g．crysはjyzed  

fromwater）．The product wasidenticalwith the naturalcompoundin allrespects；mp  

211～212OC・［α］笥＝33．0（c＝1．54，2NHCl）・T－GHBexhibitedlowtoxicity（LD。。：5g／kg）  

and84％inhibition ofphytohemagglutinininduced humanlymphocyte blastgenation at  

aconcentration of4fLg／ml（TableI），Tlleeffects of T－GHB on the delayofskin homo・  

graft re）eCtion are now underinvestigation．   
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キノコ類iこは核鼓成分も多く，その核酸成分が味や香りⅠこ，また英理的な方面にも寄与してい  

る．前線l）までにキノコ類の味の主成分は5′－GドP（5′－グアニル酸）であることを報告した．また  

董理的物質についてもコレステロール溶解物質幻や抗ウイルス作用3），抗癌他物質▲）等について多  

くの報告がなされている．このようなキノコ類の核酸成分はキノコの種類によって特異的である．   

著者らは予備試験の結果，マッシュルームやシイタケの低分子物質区分にリンパ球のPHA幼者  

化抑制を見いだし，その活性物質が相当量存在することを認めたので，人工栽培の可能なマッシュ  

ルーム（4卯rた“∫占∠車0／て‘∫）より収量よく単組する方法を検討した．また活性物質をγ－L－gluta－  

minyト4－hydroxy benzene（以後丁一GHBと略す）と同定し．生化学的な性質を調べたので報告す  

る．  

実 験 方 法   

1．標準物質および原料  核酸塩基類．ヌクレオシド類，ヌクレオチド類，アミノ転，および  

T－methyl－L－glutamateは市販品を用いた．   

丁－GH召は北海道大学において合成した．   

マッシュルーム（A卯rJc～‘∫みゆ〃用∫）は本学において栽培されたものであり，子実体の傘を集  

めて均一に細断したものを用いた．   

2．分析方法 1）個々の核酸成分はDowexIX8，またDowex50WX4を用いるカラムク  

ロマトグラフィーによった．展開溶媒系はギ鼓とギ鼓ソーダ，および塩酸を用いた．   

カラムからの溶出区分について，日立製分光光度計（139型）を用い．260nmの吸収を測定し，  

ピークとなる画分を集め，活性炭処理で濃縮した．なお，同定はカラムからの溶出位置，ならぴiこ  

260nT－－の吸収と250nmおよび280nmの吸収との比（E2さノE2仙屈ま8ノE2帥）によった．   

2）ペーパークロマトグラフィー：東洋炉鑑No・51を用い，溶媒系iま 軋：J卜prOpanOトconc  

NHiOH－H20（60：30：10）：慕2：isopropanoトconc HCl－H20（65：16．7：18．3）；i3：saturated  

ammoniumsulfate－1M Sudium acetate－isopropanol（80：20：2）：＃4：n－butanoトacetic acid－  

H20（4：1：5）；き5：ビリジンー酢酸エチルーH20（10：4：3）：絹：水飽和ブタノールを用いた．   

3）薄層クロマトグラフィー：DEAE－セルロース（生化学工業製）あるいはシリカゲルーG（E．  

ゝノIerck製）を用いた．溶媒系は紬‥7卜butanoトacetic acid－H三0（4：1：2）を用いた．   

4）PHA幼者化阻害反応の測定5〉：ヒトリンパ球を10重畳％ウシ胎児血清を含むRPMT1640  

培地（GTBCO社製）に浮遊させ．マイクロプレート（NUNC社製）中で培養した．1ウェル当り  

1×105の細胞を分注し，PHAo．1′上lで刺激した（全容量を0．1mlとする）．刺激後，COz僻卵  

豊中37OC，65時間培養後，3H－チミジン0．1jLCi添加し．さらに7時間培養後の細胞内への取り  

込みを測定した．  

実験結果および考察   

1．生理活性物質（PHA幼若化抑制物質）の分離   

原料マッシュルーム10kgを冷時，等量の10％過境素鮭で持出し，5N KOHで中和後節過し101  

の抽出液を得た・その後F；g．1に示すように活性炭処理後溶出液を濃蘭し，DowexlX8のカラ  

ムで展開した．   

カラムに注ぎ入れた試料中の260nmに吸収を有する物質の総量（吸光度X液量，U＼「。如nmと略  

＊東北大学医学部   
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言己）は723．400であった．そのマッシュ  

ルーム遺塩素酸可溶性成分を，DoITeX  

lX8の6cmX50cmカラムで展開した  

核酸成分の分布は Fig．2 に示すごとく  

である．この申でヌクレオシド，ヌクレ  

オチド，ポリホスフェート葡については  

すでに報告した．Fig．2 で画分Bと仮  

称される部分は0．005ドHCOOH で溶  

出されるもので，核酸成分の区分中最大  

のど－クである，溶出位置から，ヌクレ  

オシド，塩基に相当すると考えられる・  

展開換の画分BのUV2脚mは111，820で  

あり，試料中で約15％の260nm吸収物  

質が画分Bに集中していることになる・  

画分Bには1つの物質でなく，まだ何種  

類かの物質が含まれているために画分B  

をDowex50ⅥrX4（Cl型）カラムにて  

再クロマトグラムを行った・   

まず，活性炭処理および減圧濃縮を行  

った両分BをHClでpH6，0に調整し、  

Dowex50Ⅵ7×4のカラムでFig．3に示  

すように gradient elution を行ったと  

甘omogenizedfruit bodies（10kg）  

1）extraetedlVith5－10％HC101  
2）neutralized with5N KOH  
3）filtered and concentrated  
4）treatedlVith active carbon  

Substances absorbed on active carbon  

いIuted、、皿2・8％NH40H／50％EtOH  
Concentrated  

撞 aphyonDoⅥ’eXlX8り服0，0・1  
Fractiom eluted with O．02NHCO2H  

ChromatographyonDowex50×4（H20，3  
1HCl）  

Fraction eluted with2－3NHCl  

Decolorized with Norite  

Crude erystals  

極 論描麒㌍3MM，  
Fraction，月／：0．45  

I 

tpH7・5，  
1）  

Fraction movedl．5cm towards the anode  

lpasデedthroughSephadexG－10（H20）  

Ciple（4mgfrom40mgofcrude  

Fig．11solationScheme ofr－GHBfromAgaT血′S  

∂∫車0月仏  
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Tub．No  

FigL2 RechromatogramofPcrchloricAeidExtTaCtOf  
Raw hIusllrOOm（A・ムゆ門√カ・  

ころ，6侶のピークよりなる画分を得  

た．6番目（仮称FrB－6）の両分を集  

め，活性炭処理にてHClを除去し減圧  

農轟を行った後脱色し，ナトリウム塩と  

した．収量は原料マッシュルーム10l（g  

より2gであった．仮称 FrB－6を後述  

の同定試験の試料とした．  

2．PⅡA幼君化の阻害活性  

カラムから溶出した画分について，ヒ  

l
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Fig・3 ChromatogramofperchloricAcidEミtraCt  
ofRaw丸Iushroom（Aみ毎w冊）．   
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ト・リンパ球の幼若化反応に対する抑制を調  

べた結果はTablelのごとくであった．   

Tablelで明らかなように，単乾したB－6  

が最も強いPHA幼君化の抑制を示すことが  

認められたので．以後本物質について同定を  

行った．   

3．草津した物質の同定  

マッシュルームより単離したB－6のpH  

2．0，pH6．0，およぴpH8．0における紫外部  

の最高吸収は245nm付近にあり，250．260．  

280nmにおける吸光度の比率からみて核酸系  

物質でないものと思われる．マッシュルーム  

B－6を連綿して醇故にスポットし，既知の物  

質と比較しながら種々の定性反応を行ってみ  

た．その結果を示すとTable2のようになる．   

核酸塩基の定性では陰性，糖の定性またリ  

ン恵の定性も陰性であったが，ニンヒドリン  

反応は陽性である．したがって，アミノ酸類  

ではないかと思われる．しかし，紫外部吸収  

曲線等からみて既知のアミノ酸ではないよう  

TablelInhib；tion of PHA・Induced Blastgenation  
OfHumanIymphocytes．  

Table2 Qualitative Tests ofFraction B－6  

Base   

UV．且bsorption   

Copper sulfate reaction   

NitTic acid tests  

Sugar   

hIolisch reaction   

3，5－Dinitro5alicylic acid reaction  

Indole reaction   

Carbazole reaction  

Amino acid   

Nirlhydrin reaction   

Biuret TeaCt王on   

Folin reaction  

245nm   

＋  

に考えられる．学徒したB－6 と閣適すると  

考えられる核酸塩基，ヌクレオシドおよぴア  

ミノ酸類についてペーパークロマトグラフィ  

ーで換出するとTable3のようである．   

すなわち，草薮したB－6の尺′値は4裔  

の展開溶媒のいずれの場合も標準の塩基，ヌ  

クレオシド，アミノ酸とは全く異なる．   

単離したB－6を0．1NHClとともに1000C  

で15分加熱，また6N］HCllOOOCで48時間加  

熱した．その分解生成物をペーパークロマト  

グラフィー，薄層クロマトグラフィーで既知  

のアミノ酸と比較した結果，溶媒霹4でいず  

れも麗拷位眉がグルタミン酸に一致すること  

が認められた．したがってアミノ車分析損  

（日立034塾液体クロマトグラフィー）によ  

って塩基性，中酸性と分けてクロマトグラム  

を行った結果，溶出位置等からみてダルクミ  

Table3 PapcrChromatograpllyOfFraclion  

B－6and Some Amino Acids  

SoIv．4：乃－butanol，aeetic acid，H20（4‥1：5）   

ン薩であることを確認した．もう一方の分解物につい  

ては、ミロン反応，塩化鉄，リベルマン反応．フタレン反応がいずれも限性であったので，フェノ  

ール核を有するものであることが明らかになった．   

単離したB－640mgを炉紙（Whatman3MhⅠ40×40cm2枚）につけ上昇法によって，ブタノ  

ール：酢酸：水（4：1：5）で展開した．声紋を乾燥後，紫外線ランプ下で青くみえる部分（紫外   
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部吸収のある部分）で，さらにニンヒドリン反応陽性部分（㌍0．42～0．5）を切り取り，5～6  

％アンモニア水（30ml）で抽出した．抽出物（15mg）は他の溶媒系の炉舐クロマトグラフィーで  

も単一であった（どリジン：酢鼓エチル：水＝10：4：3，㌍0．50，水飽和ブタノール、㌍  

0．31）．しかし，この単車した物質はまだpH7．0以上での炉舐電気泳動で，2つのスポットを与  

えたのでさらに分画した．試料を醇祇（1ⅣhatⅡ】an 3MM46×17 2枚）につけ，pH7．5（トリエ  

チルアミンー炭酸btl伴er）で600V，2hr泳動し，紫外部吸収，ニンヒドリン反応がともに陽性の  

部分をアンモエアで抽出し．得られたもの（6mg）をSephadex G－10カラムに適して，240nm  

に吸収を示す部分を集め4mgの精製された結晶を得た．   

再精製したB－6の紫外部吸収、赤外分析，N入′IRスペクトル，maSSスペクトルより測定した．  

その鈷果，IRは3270，1645，1610cm‾1に，N丸JIRスペクトルで∂6．64 と7．11にそれぞれ2H  

のdoubletがあり．パラ位に電子供与基をもつベンゼン環の存在が考えられ，高磁場側の他のピ  

ークはちょうどダルクミン隠のそれと一敦することから，パラ2置換ベンゼンのグルタミン酸誘導  

体と考えられた．これらのことばマススペクトルの窺ピーク（Ⅳ巨＝238），フラグメントピーク109  

恒く⊃－0打）・鋸K訪；0）などによって支持されていることを認めた・  

拝   

堵製したB－6の元素分析を行うとC，55．98％：H．6．05％：N、11．62％；CllH王‘N乏0‘．238，  

化学式より計算した理論値はC，55．4％：H，5．88％∵N．11．76％であった．一方，F．Ⅵreaver即  

J．Jadotら7）ほ4gvr∫c〟∫カ卯・お揖むからr－レgluねminyト4－hydrox）r benzeneの分離を報告して  

いる．著者らの単離した本物質もγ－L－glutaminyl－4－hydoxy benzeneとよく一致した．   

しかし，この物質がPHA幼君化を抑制する物質であるかどうか明らかでなかったので，この  

物質の合成を行い生理活性を比較することにした．   

4．r－L－Gl雨aminyl－4一九ydroxy benzeneの合成”  

まず，入Lcarbobenzyloxy－T－l．－glutamylhydrazide の合成：KHCO8（13．7g）を含む水溶液70  

mlに，10gのダルクミン泉水素5－メチルを溶かし，次に12mlのbenzylchloroformateを加え，  
室温で6時間捏拝する．反応混液は30mlのetherで洗浄して過剰の ben2；ylchloroformate を除  

いてから3N HClで軽軽にすると白海を生じる、150mlの酢酸エチルで抽出，有穐層は1彪重炭  

酸カリで洗浄後，溶媒を除去する．残遮を25mlのメタノールに溶かし，授拝しながら10mlの  

90％抱水ヒドラジンを5～10分間に加えて2日間室温に放匿する．メタノールを除去後60mlの水  

を加えて媛蓮を溶かし，6N］ほClをpH2になるまで滴下すると沈殿を生じる．続いて酢酸ソーダ  

飽和水溶液をpH7になるまで加え．00Cで1時間放置した後，沈殿を炉過する．観生成物を水か  

ら再籍晶して純粋な入Lcarbobenzyloxy－γ－L－glutamylhydrazide（mp175～1760）7g（収率33．5  

％）を得た．N－Carbobenzyloxy－T－L－glutamylhydrazide7 gを2．4N HCL50rnlに溶かし，100  

mlの酢酸エチルを加えて濃杵，00Cに冷却しながら10数分間にわたって10％NaNO三水溶液12ml  

を加える．30分間00Cで揆拝した後，酢酸エチルで抽出してあわせる．100mlのエタノールに溶  

かした3．5g の♪－hydroxy anilineをすぐに加え，室温で姪拝しながら一晩置く．反応液の溶媒  

をエバボレークーで除去，残遵をメタノールで数回抽出する．ひとつにしたメタノール抽出液（300  

ml）に酢巌（ACOH／水＝1／1）を4ml加えてから，5％Pd－C500mgの存在下で加水分解する．  

触媒を辞退し，溶媒を除いた後，残壇をメタノールで洗い可溶物を除く．組成物は活性炭で脱色  

（溶媒は水）後，水から再結晶してT－L－glutaminyト4－hydroxybenzenel．02g（収率16．5％）を  

得た．   
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先に同定したマッシュルーム子実体から分乾したB－6と，合成にて得たγ一GHBについてPHA  

幼君化抑制作用を調べた．   

5．PⅡA幼若化反応に対する抑制作用  

ゼラチン沈降法で得たヒト・リ／パ球から2－4）に準じて，子実体より抽出したB－6と合成に  

て製造したT－L－gIutaminyl－4－hydroxybenzeneについてその活性を調べた結果は，Table4のご  

とくである．   

この籍果から4丁／mlでPHA幼者化の85％抑制することが認められた．   

合成にて製造した T－L－glutaminyト4－hydroxydenzene（T－GHB）の添加濃度による影響を調べ  

た結果ほ，Table5のごとくである．  

Table，4Inhibit呈on ofPHATInduced Bl且Stge－  
nation ofIiuman Lymphocytes  

Table5InhibitionofPHA－Indrced Blastge－  
nationofHumanLympl10CyteS  

Fraction（丁／ml）   11nhibition（％）  

Con⊂entration（りmβ）l Inbil〕ition（％）   

この結果から4T／mlで完全に抑制が見られた．またT－GHB40T／mlをPHA刺激後0，12，  

24および48時間後に添加した場合の阻害率を調べたが，いずれの場合にも90％以上の阻害を示し   
J＿  

／し・   

動物に対する皮膚移植等の動物莫毅、急性毒性等については日本免疫学会に報告する．  

8．マッシュルーム中のr－G耳Bの含量  

イオン交換クロマトグラフィーによって，マッシュルーム中に含まれる r－GHBを計算した．  

γ－GHBに相当する両分について紫外部吸収が餌5nmにあることからら，丁－GHBの含量は次の範  

囲にある．T－GHBll．0～16．1ILmOle／gdryweight．T－GHBの分子量ほ238であるから，11．Omg  

／g dryweightマッシュルームの乾物量を平均8．4％として，生原料g当り0．15～O．2img にな  

る．この数値はマッシュルームのほかの核酸成分，たとえば，ヌクレオチド類に比較して約4～5  

倍量以上である．  

要  約  

マッシュルーム（ABt11・icus bi4）onLS）子実体の通巻美観抽出物をDowexlX8，Dowex50W  

X4カラムを用いて分画することにより．フェノール核を有しグルタミン酸を含む両分を得た．こ  

の画分にはヒト・リンパ球のPHA幼若化抑制作用が認められた．この両分をイオン交換樹脂で賠  

製した後，単離した．単離した物質と合成により生成した物質について、ペーパー タロマトグラフ   
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ィー，薄層クロマトグラフィー，有線試薬による呈色反応などを行った．またIR、九iNR，印aSS  

スベタいレなどの概器分析の結果，核部はクーヒドロキシアニリンであり，アミノ酸部分はグルタ  

ミン酸であることを認めた．したがって，生理性物質は γ－L－glutaminyl－4－hydroxybenzene（T－  

GHB）であると確認でさた．   

丁－GHBは過塩素酸可溶性分の約15％を占め，マッシュルーム乾物中に5．0～11．Omg／g含有さ  

れており∴薬理偏性を有する物質でもある．量的にも重要な成分と認められた．   

マッシュルーム子実体および合成により単離したγ－GHBについて，PHA幼若化反応に対する  

軌制作用を調べた．その籍果4丁／mlで50％抑制した．  
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