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バイリングの菌糸生長および薬理効果に及ぼす
核酸関連物質の影響＊1

宮澤紀子＊2, 3，大賀祥治＊3

Influence of  a Nucleic Acid-related Substance on the Mycelial Growth
and the Pharmacological Effects of  Pleurotus nebrodensis＊1

Noriko MIYAZAWA＊2, 3 and Shoji OHGA＊3

　The influence of  a nucleic acid-related substance on Pleurotus nebrodensis cultivation was assessed in terms of  
mycelial growth and pharmacological effects.  The addition of  the nucleic acid-related substance facilitated the 
growth of  mycelia in all culture media, i.e., liquid, agar and sawdust.  The growth-facilitating effect of  the nucleic 
acid-related substance was highest at 0.1% concentration in liquid and agar media.  The results of  tests for anti-
platelet aggregation and chemokine gene expression inhibition demonstrated that mycelia tended to be active when 
cultured with addition of  the nucleic acid-related substance to the medium.  Pharmacological effects were absolutely 
attributed to the additive.

　Keywords : Pleurotus nebrodensis, pharmacological effect, nucleic acid-related substance.

　バイリング（Pleurotus nebrodensis）の生育において，培地への核酸関連物質の添加が菌糸生長
および薬理効果に及ぼす影響を検討した。核酸関連物質は，液体，寒天，木粉の全ての培地で菌
糸体の生長を促進させた。その促進効果は，液体および寒天培地では核酸関連物質の添加濃度が
0.1％の試験区において最も高くなった。血小板凝集抑制試験およびケモカイン遺伝子発現抑制
試験では，核酸関連物質の添加培地で培養した菌糸体は，抑制効果が高くなる傾向にあった。薬
理効果は，添加物濃度によって影響をうけることが明らかになった。
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1.　緒　　　言

　きのこには，これまでに数多くの生理活性物質が

見出されている。代表的なものには抗腫瘍活性成分

としてカワラタケ（Coriolus versicolor）のクレスチン，

シイタケ（Lentinula edodes）のレンチナン，スエヒ

ロタケ（Schizophyllum commune）のシゾフィランが

単離され，この他にも血圧降下作用を示すマンネン

タケ（Ganoderma lucidum）のトリテルペンやコレス

テロール低下作用を示すシイタケのエリタデニンな

どがある1, 2）。近年わが国における生活習慣病は増

加傾向にあり，きのこは健康の維持増進と疾病の予

防・治療・回復に期待できるものと考えられる。

　一方，栽培に用いられる栄養剤の種類は，菌糸生

長だけではなく得られる子実体の成分にも影響を及

ぼすことが知られている3－6）。従って，安定的で高

い薬理効果をもつきのこが得られる培地を検討する

必要があると考えられる。近年，吉本らは，血小板

凝集抑制作用やケモカイン遺伝子発現抑制作用を指

標としたヒメマツタケ（Agaricus blazei）の薬理効果

が，堆肥培地の種類によって異なることを明らかに

した7）。きのこの血小板凝集抑制作用は，これまで

に ADPやコラーゲン，トロンビンを惹起剤として

シイタケ8, 9）やヒラタケ（Pleurotus ostreatus）9－11），

キクラゲ（Auricularia auricular）12），カバノアナタケ

（Inonotus obliquus）13），アラキドン酸ナトリウムや

PAFを用いた研究がヒメマツタケ7, 14）で報告されて

いる。また TNF－αで惹起したケモカイン（IL－8）

の発現抑制作用については，吉本らのヒメマツタ

ケ7）だけであるが，ケモカインに関する研究はヒメ
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マツタケ15, 16） の他にもツガノマンネンタケ

（Ganoderma tsugae）17）やマンネンタケ18, 19）でなされ

ている。しかし，培地の種類が薬理効果に及ぼす影

響を検討した報告は，ヒメマツタケ7）のみである。

また，収量の増加を期待できる添加剤を培地に加え

て培養したきのこの薬理効果に関する研究はなされ

ていない。

　大賀らは，ネギ煎汁からシイタケ菌糸の生長に対

し有効な添加物として核酸関連物質20）を見出して

いる。また，数種類のきのこに対してトルラ酵母を

熱水抽出し調製した核酸関連物質による菌糸体の生

長促進効果を報告している21, 22）。

　そこで，抗高血圧症や抗高脂血症，抗炎症効

果23－25）が明らかにされているヒラタケ属（Pleurotus）

のバイリング（Pleurotus nebrodensis）を用いて，既

報の核酸関連物質21, 22）が菌糸体の生長と薬理活性に

及ぼす影響を検討した。

2.　実 験 方 法

2.1　供試菌株
　高崎健康福祉大学保有のバイリング（Pleurotus 

nebrodensis：FERM P－19370）を供試菌株とした。 

SMY寒天培地（Saccharose（和光純薬工業株式会社

製）10，Malt extract（ナカライテクス株式会社製）

10，Yeast extract 4，agar（以上，関東化学株式会社製）

20　g/L）で28℃，６日培養して用いた。

2.2　添加剤
　木材キシロースを主糖源として，窒素およびリン

を添加し培養したトルラ酵母を熱水抽出して調製し

たリボ核酸（RNA－M）21）を添加剤とした。

2.3　菌糸生長試験
2.3.1　液体培地
　Henneberg 培地（glucose（和光純薬工業株式会社

製）50.0，KNO3 2.0，NH4H2PO4 2.0，KH2PO4 1.0，

MgSO4・7H2O 0.5，CaCl2（以上，関東化学株式会社製）

0.1　g/L）30　mlを100　ml容三角フラスコに入れ，

RNA－Mを培地濃度で0.1，0.5，1.0，2.0％になるよ

う添加した。120℃，1.2　kg/cm2　で15分蒸気滅菌し，

冷却後，種菌としてあらかじめ SMY寒天培地で28

℃，６日間，暗所で前培養した菌そうを　5　mmのコ

ルクボーラーで打ち抜き，液体培地表面に接種した。

これを28℃で11日間暗所で静置培養し，生長した菌

糸体を　1G3　ガラスフィルターでろ別し，加熱乾燥

法により乾燥菌体量を求めた。コントロールには，

RNA－Mを添加していない Henneberg培地で同条件

下において培養したものを用いた。

2.3.2　寒天培地
　Henneberg培地に RNA－Mを培地濃度で0.1，0.5，

1.0，2.0％になるよう添加し，寒天を1.5％加えた。

これを120℃，1.2　kg/cm2　で15分蒸気滅菌し，直径90

mmのペトリ皿に分注した。冷却後，種菌としてあ

らかじめ SMY寒天培地で28℃，６日間，暗所で前

培養した菌そうから　5　mmのコルクボーラーで打ち

抜き，ペトリ皿の中央に同様に種菌を接種した。28

℃で９日間暗所で培養し，菌そう直径をノギスで測

定した。

2.3.3　木粉培地
　スギ（Cryptomeria japonica）オガ屑とフスマを風

乾重量比で５：１に混合し，含水率が65％になるよ

うに0.1，0.5，1.0，2.0％の RNA－M溶液を加えた培

地をガラスのペトリ皿に詰め，120℃，1.2　kg/cm2　で

30分間蒸気滅菌した。放冷後，あらかじめ前培養し

た供試菌を寒天培養と同じように接種した。28℃で

21日間暗所で培養し，菌そう直径をノギスで測定し

た。

2.4　薬理効果の評価
2.4.1　試料の調製
　液体培地で培養した菌糸体を蒸留水で３回洗浄し

た後，凍結乾燥粉末化した。Hyunら14）の方法に準

じて得られた菌糸体乾燥粉末30　mgを　1　mlの蒸留水

を加えて85℃の温浴中で１時間抽出したものを熱水

抽出物とした。70％エタノール抽出物とメタノール

抽出物は，菌糸体乾燥粉末30　mgに　1　mlの70％エタ

ノールあるいはメタノールを　1　ml加えて室温（20

℃）で１時間抽出した。これらを20分間遠心分離

（5400×g）した後，上清を凍結乾燥した。得られた

各抽出物は，0.5　mlの生理食塩水に溶かし，タンパ

ク質含有量を等しくするため270　nmにおける吸光

値が同じになるように希釈したものを血漿板凝集抑

制試験およびケモカイン遺伝子発現抑制試験に使用

した。

2.4.2　血小板凝集抑制試験
　薬剤投与を２週間受けていない健常成人の血液

を，正肘静脈から採取して遠心分離（190×g，20

min，室温）し，上層の多血小板血漿（platelet-rich 

plasma：PRP）を分取した後，さらに下層を遠心分

離（1400×g，5　min，室温）して乏血小板血漿

（platelet-poor plasma：PPP）を分取した。PRPおよ

び PPP 223μlを37℃にて予備加温した後，各試料を

２％ジメチルスルフォキシド（DMSO）溶液　2μlに

添加し，さらに３分間37℃で培養した。これに，ア

ラキドン酸ナトリウム水溶液（500　nM）を25μl，

あるいは PAF（platelet activating factor）水溶液（500
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nM）を25μl添加して血小板凝集を惹起した。対照

にはイオン交換水を用いた。惹起された凝集はアグ

リゴメーター（MCMヘマトレーサー313　M，エムシ

ーメディカル株式会社製）を用いて測定し，被験試

料の最大凝集率（PPPの値を100として被験試料の

凝集曲線より求められた最大値）を対照例の最大凝

集率と比較することにより，被験物質の血小板凝集

に対する抑制率を算出した26）。

2.4.3　ケモカイン遺伝子発現抑制試験
　ヒト皮膚線維芽細胞を直径　6　cmの培養皿で，10

％ウシ胎児血清を含むダルベッコ変法イーグル培地

で十分に発育するまで培養し被験培地とした。被験

培地に試料あるいは陽性対照としてハイドロコルチ

ゾン（10－7　M）を添加した。陰性対照にはイオン交

換水を用いた。さらにケモカイン遺伝子発現を促進

する腫瘍壊死因子（TNF－α）1　ng/mlを添加して６

時間，37℃で培養した。培養後，細胞から RNAを

単離し，cDNAを調製したのち，定量的 PCR法

（TaqMan PCR法）により IL－8　遺伝子の発現量を測

定した27）。内部標準遺伝子としてグリセルアルデヒ

ド３リン酸脱水素酵素（GAPDH）遺伝子を用いて，

得られたデータを補正した。

3.　結　　　果

3.1　菌糸生長
　核酸関連物質を添加した液体培地での菌糸生長試

験結果を Fig. 1　に示す。無添加区および0.1，0.5，

1.0，2.0％添加区の菌糸体重量は，それぞれ77.98±

9.46，183.55±60.06，85.70±35.61，132.16±32.10，

143.3±22.89μgであった。寒天培地の無添加区およ

び0.1，0.5，1.0，2.0％添加区の菌そう直径は，それ

ぞれ5.99±0.35，7.55±0.26，6.28±0.23，6.58±0.27，

6.59±0.24　cmとなった（Fig. 2）。バイリングの菌糸

生長は，液体培地および寒天培地共に0.1％で最大

値を示し，その後一旦低下するが，さらに濃度を上

げると再び生長量が増える傾向にあった。しかし，

木粉培地では，添加による生長促進効果および添加

濃度の違いによる生長の差は明確ではなかった

（Fig. 3）。

3.2　薬理効果の評価
　バイリングによる疾患の改善は，これまでに高血

圧自然発症モデルラット，高脂血症モデルラットや

自己免疫疾患モデルマウスで確認されている。そこ

で薬理効果の評価には，血管の収縮，血液の凝固や

炎症の指標として血小板凝集抑制試験とケモカイン

遺伝子発現抑制試験を用いた。試験試料は，核酸関

連物質の添加濃度が異なる５種類の液体培地で培養

して得られた菌糸体の各種抽出物とした。

　アラキドン酸で惹起された血小板の凝集を試験試

料が抑制する割合をFig. 4　に示す。アラキドン酸は，

血管収縮および血小板凝集を引き起こすトロンボキ

サン A2　の生合成系で働く物質の１つである
28）。ア

ラキドン酸によって惹起された血小板凝集に対する

Fig. 1.  Effect of  RNA－M on mycelial growth of  P. ne-
brodensis on liquid medium.

  ＊ :　Significant differences from 0% of  RNA－M 
concentration, p＜0.05.  ＊＊ :　Significant differenc-
es from 0% of  RNA－M concentration, p＜0.01.

Fig. 2.  Effect of  RNA－M on mycelial growth of  P. ne-
brodensis on agar medium.

 Error bars indicate standard error.
 Legends are the same as in Fig. 1.

Fig. 3.  Effect of  RNA－M on mycelial growth of  P. ne-
brodensis on sawdust-based substrate.

　　　　Legends are the same as in Fig. 1.
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抑制率は，熱水抽出物で最も高く，70％エタノール

抽出物とメタノール抽出物はほぼ同程度であった。 

熱水抽出物の抑制率は，核酸関連物質を添加してい

ない無添加区で62.8％であった。しかしそれ以上の

抑制効果が，添加区全てに認められた。その極大値

は，0.5％添加区で68.9％となった。70％エタノール

抽出物およびメタノール抽出物でも，抑制率の極大

値は0.5％添加区であった。炎症および血小板の活

性化作用をもつ PAFで惹起された血小板凝集のバ

イリング成分の抑制率を Fig. 5　に示す。熱水抽出物

の抑制率は，他の抽出物よりも高かった。熱水抽出

物では，添加区全てにおいて無添加区よりも高い抑

制効果がみられた。しかし，PAFによる血小板凝集

抑制率は，核酸関連物質の添加濃度が高いほど大き

くなり，熱水抽出物においては2.0％添加区で71.2％

となった。

　ケモカイン遺伝子発現抑制効果は，IL－8　の遺伝

子発現量から評価をした。IL－8　は，好中球，単球，

リンパ球などの白血球に対して走化活性を有する炎

症性メディエーターの１つである29, 30）。陽性対照で

あるハイドロコルチゾンでの発現量は0.12μg/dlで

あり，陰性対照のイオン交換水に比べて抑制作用は

明らかであった。無添加区は，メタノール抽出物が

0.20μg/dlで最も抑制効果が高く，70％エタノール

および熱水抽出物がそれぞれ0.21，0.24μg/dlとなっ

た。メタノール抽出物の0.1，0.5，1.0，2.0％添加区

はそれぞれ0.18，0.19，0.18，0.17μg/dlであった。

血小板凝集抑制試験結果と類似して，ケモカイン遺

伝子発現抑制試験についても，無添加区より添加区

で高い抑制効果がみられた（Fig. 6）。

Fig. 4.  Effect of  P. nebrodensis on Anti platelet aggregation test by Arachidonic acid Na.
 Cont （H2O） :　the ion exchanged water.

Fig. 5.  Effect of  P. nebrodensis on Anti platelet aggregation test by PAF.
 Legends are the same as in Fig. 4.
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4.　考　　　察

4.1　菌糸生長
　核酸関連物質による菌糸体の生長促進効果は，既

にシイタケ，マイタケ（Grifola frondosa），ナメコ

（Pholiota nameko）， ブ ナ シ メ ジ（Hypsizigus 

marmoreus），エリンギ（Pleurotus eryngii）で報告さ

れている21, 22）。本試験と同じ核酸関連物質であるリ

ボ核酸とそれを酵素分解した　5‘－ヌクレオチドの混

合物を添加物としたそれらの報告では，液体培地で

の菌糸生長は，核酸関連物質の添加率の増加につれ

て促進効果が高くなり，本試験の極大値である0.1

％より高い濃度で生長促進効果が認められている。

また，既報では寒天培地における菌糸生長は0.5％

で極大値を示し，その後４倍の2.0％まで濃度を上

げても生長は促進されていない。しかし，本試験で

は極大値を示した濃度の10倍，20倍に濃度を上げる

ことによって，再び生長量が増加する傾向がみられ

ている。本試験結果と極大値の異なる既報との比較

は困難であるが，本試験から核酸関連物質は最適濃

度の異なる少なくとも２つの作用を有するのではな

いかと考えられる。一方，本試験の核酸関連物質は，

81.7％のリボ核酸，10.7％のリグニンと蛋白質，7.6

％の水分からなり，これらを酵素分解した場合に全

体の１割程度をアデニル酸が占める。これまでにシ

イタケ菌糸の生長に対し有効な添加物としてネギ煎

汁が見出されており，その活性の中心はアデノシン，

アデニン等のアデニン誘導体を中心とする核酸関連

物質とシスチン，システイン等の含硫アミノ酸であ

ることが報告されている20）。従って，本試験におけ

る核酸関連物質に含まれる生長促進効果を有する物

質として，アデノシン，アデニン等のアデニン誘導

体が示唆される。

4.2　薬理効果の評価
　アラキドン酸や PAFによって惹起された血小板

の凝集を抑制する作用は，これまでにヒメマツタケ

やWood garlicやハーブ，天草などで報告されてい

る7, 31－33）。アラキドン酸および PAF前駆体の Lyso－

PAFは，細胞膜リン脂質にホスホリパーゼ A2　が作

用して遊離されるが別々の経路で血小板の凝集を促

進する物質である。ヒメマツタケは，アラキドン酸

と PAFの両方を抑制することから，関与する作用

機序として両者の上流に位置するホスホリパーゼ

A2　の阻害を示唆している。一方，Wood garlicやハ

ーブ，天草は，いずれもアラキドン酸カスケードに

おけるシクロオキシゲナーゼの阻害によるトロンボ

キサン A2　の生産抑制にあると報告している。本試

験では，アラキドン酸と PAFの両方で抑制効果を

示したが，抑制率の極大値が異なることから，アラ

キドン酸と PAFによって惹起される血小板の凝集

を抑制する作用はバイリングに含まれる異なる成分

であると考えられる。

　本試験において，核酸関連物質の添加によるバイ

リングの菌糸生長の極大値は0.1％添加区にあった。

しかし薬理効果はそれ以上の高濃度の添加区で高く

なった。添加物による菌糸生長について，培地中へ

のビタミン B1　の添加は，菌糸生長を促進させるが，

一定量を超えて加えた場合においては増加が鈍るこ

とが報告されている34）。その一方で，シイタケの菌

床培地にビタミン B1　を添加した試験では，子実体

の収量には影響を及ぼさなかったが，一定量まで子

実体の成分としてビタミン B1　の増加を促すことが

報告されている6）。このように添加物による生長促

進あるいは特定成分の増加は，きのこの増収と薬理

Fig. 6.  Effect of  P. nebrodensis on IL－8 gene expression test by TNF－α on the human fibro blasts.
  Cont :　hydrocortisone as a positive control, Cont （H2O） :　the ion exchanged water as a negative control.
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効果の向上につながり今後の検討が期待される。

5.　結　　　論

　バイリングの生長と薬理効果に及ぼす核酸関連物

質の影響を検討し，以下の結論を得た。

1） 核酸関連物質の添加効果は，液体，寒天および

木粉培地と異なる生育環境においても菌糸生長

を促進する効果があった。さらに，核酸関連物

質の添加濃度が0.1％で最も効果が表れた。

2） 各々の培地で生長した菌糸体の血小板凝集抑制

やケモカイン遺伝子発現抑制効果は，菌糸の生

長促進効果が認められた添加濃度とは，一致し

ないことが明らかになった。
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