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１．はじめに

一般的に、生物の１次代謝産物は生物の生存に必須

の物質であり、その生理学的特性は解明されているが、

２次代謝産物については、不明なものが多い。きのこ

類の色素についてもその生理学的特性はほとんど解明

されていない。

Xylindein（ＸＬ）盧は木材腐朽菌の１種、子嚢菌類のロ

クショウグサレキン（Chlorociboria aeruginosa complex），

ロクショウグサレキンモドキ（C.aeruginascens）などか

ら分離された美しい青緑色素である。高橋１）は、この

ＸＬを含む腐朽木材を染色に応用し、金子ら２）は、人

工栽培法によって得たロクショウグサレキンから、青

緑色素を得た。一方、その構造はBlackburn ら３）および

Edwordsら４）によって明らかにされ、その絶対構造は

Saikawaら５）によって明らかにされた。

しかしながら、その生理学的特性については全く検討

されていない。本研究は、はじめにロクショウグサレ

キンcomplex（以下ロクショウグサレキン）によって腐

朽した木材から、セルロ－スバイオマスの抽出で検討さ

れている加圧熱水法６）７）によって、ＸＬ色素を抽出分

離する方法を検討した。続いて抽出した色素の生理学

的特性、特に動物細胞の成長に対する影響を検討した。

xylindeinの化学構造

２．実験方法

２．１　試料

ロクショウグサレキンは1999～2001年の秋、新潟県

東頸城郡松之山町の広葉樹林内で採取した。ＸＬ色素

は、ロクショウグサレキンによって腐朽した木材から

抽出分離した。すなわち、腐朽木材を鋸を用いて出来

るだけ細かに切り刻み、この木屑を乳鉢でさらに細か

く粉砕し、１㎜角の網目を通して試料とし、２．３、

２．４に従って分離した。

２．２　試薬

アセトン、亜硫酸ナトリウム、メタノ－ル、エ－テ
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ル、エタノ－ル、クロロホルム、水酸化ナトリウム、

炭酸水素ナトリウムはナカライテスク㈱製特級をそれ

ぞれそのまま用いた。

２．３　アルカリ溶液による抽出

アルカリ溶液による抽出手順を図１に示す。はじめ

に、粉砕された木材0.2ｇ、水酸化ナトリウム0.5ｇと蒸

留水10mlをナスフラスコに入れ30分間煮沸した。冷却

後ろ過しそのろ液を抽出液Ⅰとし、残さはナスフラス

コに戻し、新たに水酸化ナトリウム0.5ｇ、亜硫酸ナト

リウム0.05ｇと蒸留水10mlを入れて30分間煮沸した。

これをろ過し、ろ液を抽出液Ⅱとした。その残さを再

びナスフラスコに戻し、新たに水酸化ナトリウム0.5ｇ

亜硫酸ナトリウム0.05ｇと蒸留水10mlを入れて30分間

煮沸した。このろ過後の抽出液を抽出液Ⅲとした。抽

出液ⅡとⅢとを合わせ、酢酸を加えpH５～６に中和し、

これを抽出液Ⅳとした。

図１　ロクショウグサレキン中の色素の抽出手順

２．４　加圧熱水による抽出

坂木ら６）の方法に準じて行った。熱水流通式反応器

を図２に示す。２．１の処理で得た青緑色の色素を含

む木粉0.7ｇを、反応器に仕込み、系内を一定圧20㎏/袱

に保圧弁で調整した。その後、塩浴中で加熱された水

または0.01N NaOH 水溶液を高圧ポンプで反応器に流

通させた。なお、熱水の流水速度は10ml/min、熱水温

度は塩浴温度によって制御した。

２．５　紫外・可視分光光度計測定

紫外可視・分光光度計（島津製作所㈱製UV-3100PC

型）を用い、各試料について波長領域350～800nmの範

囲で測定した。用いた石英セル厚は１㎝である。

２．６　紫外線照射

光源として254nmの紫外線出力が最大のランプ（東

芝（株）製、GL-15、15Ｗ）を使用した。クロロホル

ム溶液試料を石英製の角形セル（1.0×1.0×4.5㎝）に

入れて栓をし、各時間照射した。

２．７　FTIR測定

フ－リエ変換赤外分光光度計（日本電子㈱製、JTR-

700（FT-IR））で測定した。

２．８　アセチル化処理

クロロホルム抽出溶液から溶媒を留去し、その粉末

にピリジン１mlおよび無水酢酸１mlを順に加えアセチ

ル化した。その後反応を停止させるために以下の操作

を行った。反応物を分液ロ－トに移してクロロホルム

で希釈し、１Ｎ H C l約５mlで２回洗浄し、さらに５％

炭酸水素ナトリウム10mlおよび食塩水10mlを順に加え、

それぞれ２回ずつ洗浄した。ろ過、乾燥後測定に供し

た。

２．９　加メタノ－ル分解処理

アセチル化処理後の色素と照射後の色素について加

メタノ－ル分解を行った。アセチル化処理後の色素の

溶媒を留去し、メタノ－ルに溶解させた。10％重量濃

度に調整したナトリウムメチラ－ト/メタノ－ル溶液を

約0.5ml加え、２時間反応させた。さらに、メタノ－ル

洗浄した弱酸性陽イオン交換樹脂で３時間反応させ中

和した。また、照射後の色素も上記と同様に処理した。

２．10 動物細胞増殖に対する影響

２．10．１　動物細胞培養培地

色素ＸＬをDMSO溶媒に溶解し、色素濃度0.05、0.01、

0.02、0.3、0.6、1.1mg/mlの６つの溶液を作製した。ま

た、３時間紫外線照射した試料についても上記同様

DMSO溶媒に溶かし、0.01、0.02、0.3、1.1mg/mlの４つ

の溶液を作製した。使用した動物細胞はチャイニ－ズ
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ハムスタ－卵巣（Chinese Hamster Ovary）から分離

した繊維芽細胞株（以後CHO細胞）。培地はHamF’12

培地。血清として培地の10％分のウシ胎児血清（Fetal

Bovine Serum;FBS）を添加した。

２．10．２　細胞増殖数の測定

各試料につき12枚の直径60㎜ガラスシャ－レを用意

し、１枚あたり培地４ml、約5×10４cells/dishに調整し

た細胞混合液１mlおよび試料50μｌを入れ、均一に混

合した。この細胞入りシャ－レを全部で36枚作製し、

37℃で培養した。培養20時間後から12時間毎に、シ

ャ－レを各試料２枚ずつランダムに選抜し、細胞数を

測定した。測定は６回行い、各点はシャ－レ２枚の平

均細胞数である。また、HeLa細胞株に対しては培地と

して、E-MEM培地を用いた。血清はCHO細胞と同じ

とした。

図２　熱水流通式反応器

抽出条件　圧力：20㎏/袱，溶媒： 0.01Ｎ NaOH

水溶液，流水速度：10ml/min

３．結果と考察

３．１　アルカリ溶液による抽出

抽出液Ⅰには青緑色の色も混ざっているが全体茶褐

色で、木材のタンニン由来の成分が多いものと予測さ

れ、この後の研究には使用しなかった。抽出液ⅡとⅢ

は濃緑青色であった。

抽出液ⅡとⅢを合わせて中和した液（抽出液Ⅳ）の

可視吸収スペクトルを測定した。その極大吸収波長は

595nmと647nmであった。これらはMedentsevら８）の報

告している長波長側の吸収（603、647nm）に相当する。

しかし短波長側にあるとされた吸収は確認出来なかっ

た。色素以外に木材成分も同時に抽出されているため

と推定される。

３．２　加圧熱水による抽出

水による抽出は最大温度を160℃、280℃まで上げ、

0.01Ｎ NaOHによる抽出は140℃まで上げ、それぞれ抽

出を行った。図３に反応器内の時間経過に対する温度

を示す。また、それぞれのフラクション番号（Fr.1～

Fr. 5）も示す。

160℃までの抽出では、フラクション１（100℃）、フ

ラクション２（125℃）はリグニンなどの木の成分を含

み、褐色がかっていた。しかし、フラクション３、４、

５では青色が強かった。一方、280℃までの抽出では、

フラクション１（100℃）、フラクション２（160℃）は

リグニンなどの木の成分を含み、褐色がかっていた。

しかし、さらにフラクション３、４、５も再び褐色が

濃くなり、色素を分離出来なかった。0.01Ｎ NaOHでは

140℃まで抽出したが、フラクション１（100℃）から

色素も抽出され、フラクション２、フラクション３で

効果的に色素を抽出出来た。次に、このフラクション

図３　加圧熱水抽出における熱水温度およびフラクシ

ョン番号

a；温度：160℃　溶媒：水、b；温度280℃　溶

媒：水、

c；温度160℃　溶媒：0.1Ｎ NaOH

温
度
（
℃
）

時間 （分）
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３を１ＮHClで中和した。この過程で色素が沈殿した。

洗浄ろ過後、減圧乾燥して色素を得た。得られた色素

量は使用した木材によって相当に異なるが、ロクショ

ウグサレキンを含む乾燥木材あたりで、最大６％の色

素を抽出することが出来た。加圧したアルカリ水溶液

による色素抽出は工業的に期待出来る。

なお、有機溶媒による抽出はクロロホルムとアセト

ンで可能である。そこで、上記色素をクロロホルムで

抽出精製した。クロロホルム抽出液の可視スペクトル

を図４に示す。長波長側だけでなく、短波長側にも３

本の吸収（385、404、425nm）が見られた。

図４　XLをクロロホルム抽出した溶液の可視スペクトル

３．３　光による変色と化学構造変化

ロクショウグサレキンを野外観察すると、光によっ

て変色することがわかった。そこでこの変化を上記で

抽出した色素を使って調べた。クロロホルム抽出液に

紫外線を照射した時の可視吸収スペクトルの経時変化

を図５に示す。照射１時間後、609、655nmの吸光度が

減少し、短波長側の385、404、425nmの吸収も減少し

た。照射２時間後から550nm付近に新しいピ－クが現

れた。肉眼的には赤紫色に変化した。しかし４時間後

新しく現れたピ－クも減少し、色も淡黄色に変化した。

図５　クロロホルム抽出液に紫外線を照射した時の可

視吸収スペクトルの経時変化

色素ＸＬの化学構造変化について、次の原因が考え

られる。

１．紫外線によって構造全体が破壊される。

２．基本骨格は変化せずに、側鎖のみが変化する。

１．については、FTIR測定により検討した。２．につ

いては、照射前後のＸＬをアセチル化処理、加メタ

ノ－ル分解処理後のＸＬを比較検討した。

未処理、紫外線照射、およびアセチル化処理後、そ

れらのアセトン溶液のFT-IRスペクトルを測定し図６

に示す。それぞれのIRスペクトルを比較すると、3400

㎝－１の分子間水素結合（OH伸縮）に由来するピ－ク、

2800～3000㎝－１の芳香族（C-H伸縮）に由来するピ－

クおよび1729㎝－１のカルボン酸に由来するピ－クが一

致した。これより基本的構造骨格は変化していないこ

とがわかる。ただし、紫外線照射およびアセチル化処

理後の試料では、3400㎝－１の分子間水素結合に由来す

るピ－クは減少した。さらにスペクトル変化を詳細に

観察するために、波数範囲1000～2000㎝－１を拡大し、

図７に示す。

図６　紫外線照射およびアセチル化処理によるアセト

ン抽出溶液のFT-IRスペクトルの変化

a：未処理、ｂ：UV照射後、ｃ：アセチル化後

未処理試料1200㎝－１の１本のピ－クが、照射後およ

びアセチル化処理後1215と1193㎝－１の２本のピ－クに

分かれたが、前者は酢酸エステルのＣ－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ

伸縮、後者はＯ－Ｃ＿…Ｃ逆対象伸縮に対応する。従っ

て紫外線照射後の構造は、アセチル化した構造と類似

していると推定させる。
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図７　紫外線照射、およびアセチル化処理によるアセ

トン抽出溶液のFT-IRスペクトルの変化

波数範囲：1000～2000㎝－１、

a：未処理、ｂ：UV照射後、ｃ：アセチル化後

上記の試料について可視吸収スペクトルを測定し、

図８に示す。アセチル化処理した色素は鮮やかな赤紫

色に変化するが、510、552nmに吸収が見られた。これ

と比較して紫外線照射処理では、510～580nmのブロ－

ドのスペクトルが観察された。従って照射後の色素構

造の官能基の変化はアセチル化と確定できないが、

Xylindein構造のエノ－ル型の共鳴構造が変化してい

ることからアセチル化が推定される。

図８　紫外線照射、およびアセチル化処理後のアセト

ン抽出溶液の可視スペクトル

実線；　アセチル化処理、破線；紫外線処理

一方、紫外線照射した色素およびアセチル化処理し

た試料の加メタノ－ル分解処理後の可視スペクトルを

図９、10に示す。前者のスペクトルは大きく変化せず、

後者はアセチル化前に戻った。

図９　紫外線照射した色素の加メタノ－ル分解処理後

の可視スペクトル　

実線；　処理前、破線；処理後

図10 アセチル化処理した試料の加メタノ－ル分解処

理後の可視スペクトル

実線；　処理前、破線；処理後

３．４　色素（Xylindein）共存下の動物細胞（CHO）

の増殖

CHO細胞を含む培地に色素を添加し、細胞増殖変化

を観察した。結果を図11に示す。XylindeinをCHO細

胞に添加したとき、色素を添加しないコントロ－ルと

比較して細胞の増殖を抑制することが観測された。ま

た、色素濃度の増加にともなって細胞増殖抑制も大き

く、培養70時間のコントロ－ルの細胞数を100としたと

き、色素濃度0.005、0.01、0.02、0.3、0.6、1.1mg/ml添加した

とき、それぞれ７、28、83、86、89％の抑制率を示した。

特に色素濃度0.01mg/mlと0.02mg/mlの間に21％の細胞抑

制を示した。紫外線照射後の色素を上記同様に0.01、

0.02、0.3、1.1mg/ml添加して、CHO細胞増殖を観察し

た。その結果を図12に示す。XylindeinをCHO細胞に添
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加したとき、色素を添加しないコントロ－ルと比較し

て細胞の増殖を抑制することが観測された。しかし全

体に照射前の色素より抑制効果は弱いことがわかった。

すなわち培養70時間のコントロ－ルの細胞数を100とし

たとき、色素濃度0.01、0.02、0.3、1.1mg/ml添加したと

き、それぞれ５、41、47、91％の抑制であった。

図11 色素（Xylindein）共存下での動物細胞増殖

○，コントロール；■，0.005 mg/ml；▲，0.01

mg/ml；□，0.02 mg/ml；△，0.3 mg/ml；▽，0.6

mg/ml；◇，1.1 mg/ml

図12 紫外線照射した色素（Xylindein）共存下での

動物細胞増殖

○ ，コントロール；■，0.005 mg/ml；▲，0.01

mg/ml；□，0.02 mg/ml；△，0.3 mg/ml；▽，0.6

mg/ml；◇，1.1 mg/ml

３．５　腫瘍細胞（HeLaS3）へのXLの影響

XLを添加した時のHeLaS3細胞増殖を図13に示す。

XLを添加したものでは、コントロールと比べて明らか

に細胞増殖が抑制されていることがわかる。培養70時

間のコントロールの細胞数を100％とした時、色素濃度

0.02mg/mlで51％の抑制率を示した。

図13 XLを添加した時のHeLaS3細胞増殖

○;コントロール, ●; 0.02 mg/ml

４．結論

ロクショウグサレキン（Chlorociboria aeruginosa

complex）からの色素（Xylindein）を加圧熱水によ

って効率的に抽出することが出来ることがわかった。

とくにNaOH溶液を用いると、多量に色素を得ること

が出来た。Xylindeinは光によって赤紫色に変化するが、

色素の基本骨格は変化せず、Xylindein構造のエノ－ル

型のプロトンが、別の物質と置換されたことにより、

共役が短くなっていることが示唆された。この色素を

培地に添加するとCHO細胞の増殖が抑制されることが

わかった。紫外線照射した色素も抑制するが、抑制の

度合いは小さくなった。
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