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カバノアナタケ（Inonotus obliquus）由来の抗酸化成分の同定
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Abstract
The medicinal mushroom Inonotus obliquus is a traditional and widely used multi-functional 
fungus.　In the present study, the lipophilic fraction of Inonotus obliquus were investigated for 
their antioxidative activity with hydroxyl radical scavenging activity assays.　As a result, two 
acidic materials had higher antioxidative activity than basic or neutral materials.　Furthermore, 
antioxidative acidic materials including organic acids were isolated by silica gel column chroma-
tography and subsequent preparative high-performance liquid chromatography.　Two purified 
antioxidants, designated compound 1 and 2, were identified as vanillic acid and syringic acid, 
respectively.　Vanillic acid and syringic acid were showed the antioxidative activities with IC50 
values of 59.0 and 2.8 µg/ml, respectively.

Key words : Inonotus obliquus, antioxidative activity, lipophilic fraction, vanillic acid, syrin-
gic acid

I.　緒　　　言

近年，高齢化社会が進み生活習慣病の予防や老化予
防対策が重要視されている．高齢者のみならず，若年
や中年層においても生活習慣病や脳梗塞・心筋梗塞な
どの動脈硬化性疾患が増加している．生活習慣病や動
脈硬化性疾患の引き金の一つが活性酸素である．活性
酸素はがんや糖尿病・高血圧など様々な疾患に関与し
ていることが知られている．活性酸素は，呼吸に伴い
呼吸量の約 3%が常に発生している．また，我々は不
規則な食生活や食の欧米化・ストレス・紫外線や排気
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ガスなどの外的要因により，日常的に酸化力の強い活
性酸素に曝されている．元々，活性酸素に立ち向かう
べく，生体内に活性酸素を消去する酵素を持ち合わせ
ている．しかし加齢や外的要因などにより，活性酸素
を消去する酵素の活性が低下している．その結果，活
性酸素が生体内に大量に発生し，様々な疾患を誘発す
る．
現在，健康志向の高まりとともに，人々の健康食品
に対する関心が高まってきている．その中で注目を
集めている食材の一つに担子菌類，すなわちキノコ
がある．その代表例としてアガリクス（学名 Agaricus 

lucidum）やメシマコブ（学名 Phellinus linteus）など
がある．これらは，β-グルカンやテルペン類を有して
おり，免疫賦活1），抗腫瘍活性2），血糖降下作用3），血
圧降下作用4）などさまざまな薬理効果を示す．さらに
活性酸素やフリーラジカルによる生体損傷について
も，これらの担子菌類はその成分中に抗酸化性物質を
含んでいるため，予防医学の観点からも注目されてい
る．
その中で近年，カバノアナタケ（学名 Inonotus 

obliquus，別学名 Fuscoporia obliqa）が注目されて
いる．カバノアナタケは，タバコウロコタケ科
（Hymenochaetaceae）に属する白色腐朽菌で，ロシ
ア，フィンランド，日本では北海道などの北方の寒
冷地にのみ生息し，白樺の木に着生するキノコであ
る．ロシアでは昔からカバノアナタケから抽出したお
茶 “チャーガ茶”を飲むとがんが治ると云われてきた．
最近，カバノアナタケ水抽出物が，抗酸化作用5,6）や
HIV-1プロテアーゼ阻害活性効果7）を示すことが報告
されている．
今回我々は，カバノアナタケ抽出物の抗酸化作用に
ついて調べた．カバノアナタケ抽出液の水溶性画分に
は抗酸化活性を示す成分が含まれていることが報告さ
れているが，脂溶性画分については十分に明らかにさ
れていない．そこで，カバノアナタケ抽出液の脂溶性
画分について抗酸化活性を調べ，カバノアナタケを活
性酸素に起因する疾患の予防に有効な機能性食品とし
て活用するための可能性について検討した．

II.　試薬および方法

試薬
カバノアナタケは株式会社四季菜 （秋田県秋田市）
より提供された粉末を用いた．抽出に用いたエタノー

ルおよび酢酸エチルはWako Pure Chemicalから購入
した．高速液体クロマトグラフィー（HPLC）の溶媒
には，高速液体クロマトグラフ用蒸留水およびアセ
トニトリル（Nacarai）を使用した．シリカゲルカラ
ムクロマトグラフィーは Wakogel C-200 （Wako Pure 

Chemical Industries）を使用した．

カバノアナタケ由来の抗酸化物質の精製

カバノアナタケ粉末 200 gを 70%エタノール溶液
10 Lで抽出した．減圧濃縮してエタノールを除去し
た後，pH 2.0に調製し，酢酸エチルで抽出した．水層は，
さらに pH 12.0に調整後，酢酸エチルで抽出し，有機
層を塩基性物質 （361.2 mg）として得た．一方の有機
層は，炭酸水素ナトリウム緩衝液（pH 8.0）で抽出した．
水層を pH 2.0に調整後，酢酸エチルで抽出し，有機
層を酸性物質（有機酸など，5.57 g）として得た．一
方の有機層は，炭酸水素ナトリウム緩衝液（pH 12.0）
を加え抽出し，有機層を中性物質（3.24 g）として得た．
一方，水層は pH 5.0に調整後，酢酸エチルで抽出し，
有機層を酸性物質（フェノールなど，241.4 mg）とし
て得た．さらに，シリカゲルカラムクロマトグラフィー
（展開溶媒 : クロロホルム /メタノール混合液による
ステップワイズ溶出）および分取 HPLCにより酸性
物質（有機酸など）に含まれる抗酸化物質の精製を進
めた．

HPLC条件

　HPLC分析は Hitachi LaChromo Eliteを使用し，以
下の条件で行なった．カラム : CAPCELL PAK C18 （2

× 150 mm, Shiseido），溶媒 A : 0.05%リン酸，溶媒 B :

アセトニトリル /0.05% リン酸，グラジエント : 

0→ 40% B（20分），40% B（10分），流速 : 0.5 ml/

min，温度 : 40°C，検出波長 : 210 nm．分取 HPLCは
Shimadzu LC6を使用し，以下の条件で行なった．カ
ラム : CAPCELL PAK C18 （20 mm×250 mm, Shiseido），
溶媒 : 6%アセトニトリル /0.05%ギ酸，流速 : 10 ml/

min，温度 : 40°C，検出波長 : 210 nm．

活性酸素消去能の測定

　抗酸化活性の測定試験には抗酸化能測定キット ラ
ジカルキャッチ（ALOKA）を使用し，化学発光の検
出にはマイクロプレートリーダー Infinite 200

（TECAN）を使用した．抗酸化活性の比較対照として，
抗酸化作用を有するアスコルビン酸（Wako Pure 

（68）
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Chemical Industries）を用いた．96穴プレートに試料
10 µl，塩化コバルト溶液 30 µl，ルミノール溶液 30 µl

を加え，37°C，5分間前反応を行なった．前反応後，0.3%

過酸化水素水 30 µlを添加した．化学発光は，測定開
始 0分から 15分までを測定し，積分値を算出するこ
とにより求めた．コントロールの発光量を 100%とし
た時に，発光量を 50%抑制する濃度を IC50として算
出した．

機器分析

　EI-MSは JMS-GCmate（JEOL）を用いた．高分解能
FAB-MSは JMS AX-505 HA（JEOL）を用いた．NMR

は EX-270（JEOL）を用いて，1H-NMR（270 MHz）と
13C-NMR（67.5 MHz）を測定した．ケミカルシフトは
ppm で 表 し，1H-NMR で は CD3OD（3.30 ppm） を，
13C-NMRでは CD3OD（49.0 ppm）を内部標準として測
定した．

III.　結　　　果

カバノアナタケ粉末の抽出
　カバノアナタケは高い抗酸化活性を有することが知
られている．その活性は，カバノアナタケの産地や抽
出方法によって差があると考えられる．そこで，本研
究では，株式会社四季菜 （秋田県秋田市）より提供さ

れたカバノアナタケ粉末を溶媒抽出し，その抽出液が
どの程度の抗酸化活性を持つのかを調べた．カバノア
ナタケの抽出過程を図 1に示した．カバノアナタケ粉
末 200 gを 70%エタノール（10 L）で抽出し，濃縮減
圧後，酸性条件化で酢酸エチル抽出することにより，
脂溶性成分と水溶性成分に分離した．その後，さらに
各 pH条件化で酢酸エチルまたは炭酸水素ナトリウム
緩衝液で抽出し，酸性物質（フェノールなど）241.4 

mg，酸性物質（有機酸など）5.57 g，中性物質 3.24 g，
塩基性物質 361.2 mgを得た．溶媒抽出によって得ら
れた酸性，中性，塩基性物質の抗酸化活性を測定した
ところ，IC50の値は，酸性物質（有機酸など）が 48.2 
µg/ml，酸性物質（フェノールなど）が 38.0 µg/ml，
中性物質が 100 µg/ml以上，塩基性物質が 51.8 µg/ml

となり，酸性物質の抗酸化活性が強いことがわかった
（表 1）．

カバノアナタケ酸性有機酸物質中の抗酸化物質の精
製

　次に，活性が高く，回収率も高かった酸性物質（有
機酸など），1 gをシリカゲルカラムクロマトグラ
フィーで分画し，各フラクションの抗酸化活性を測定
した．分画したフラクションのうち，Fr.4, 5, 6の IC50

は，それぞれ，1.3±0.1，1.1±0.2，3.4±0.4 µg/mlと強
い抗酸化活性を示した（表 2）．強い抗酸化活性を示

（69）

図 1.　カバノアナタケ由来の抗酸化物質の精製
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した Fr.4, 5, 6をまとめ（28.9 mg），HPLCで分析した
結果，12.9分（成分 1）および 13.5分（成分 2）にピー
クが確認された（図 2）．次に成分 1 および 2 の
HPLC分取を行なった．その結果，それぞれ純度 95%

以上の成分 1（8.8 mg）および成分 2（17.8 mg）が得
られた（図 3）．

カバノアナタケ酸性有機酸物質中の抗酸化物質の構
造解析

　成分 1と比べ，2倍多く精製物を取得できた成分 2

を用いて構造解析を進めた．EI-MS分析の結果，m/z 

198の分子イオンピークが観察された．また，109，
127，137，155，183のフラグメントピークも観察さ

れた．高分解能 FAB-MSの結果，m/z 198.0528が観察
され，分子式は不飽和度 5を有する C9H10O5（Calcd : 

198.0528）であることがわかった．1H-NMRの結果，3.87 

ppm（6H，s，CH3O-）および 7.31 ppm（2H，s，-CH=）
の 1Hピークが観察された．13C-NMRの結果，56.7 

ppm（CH3O-），108.2 ppm（-CH=），122.0 ppm（4級），
141.6 ppm（4級），148.8 ppm（4級），170.1 ppm（-CO-）
の 13Cピークが観察された．以上の結果から，成分 2

はシリング酸であることがわかった（図 4）．同様に，
成分 1の構造解析の結果，シリング酸のメトキシ基が

（70）

表 1.　カバノアナタケ抽出物質の抗酸化活性

Sample IC50 （μg/ml）

酸性物質（有機酸など） 48.2

酸性物質（フェノールなど） 38.0 

塩基性物質 51.8

中性物質 > 100

表 2.　Fr. 4, 5, 6の抗酸化活性

Sample IC50 （μg/ml）

Fr. 4 1.3±0.1

Fr. 5 1.1±0.2

Fr. 6 3.4±0.4

アスコルビン酸 3.7±0.4

図 2.　Fr. 4, 5, 6の HPLC分析
サンプル : 2 μg，カラム : CAPCELL PAK C18 （2×
150 mm），溶媒 A : 0.05%リン酸，溶媒 B : アセト
ニトリル /0.05%リン酸，グラジエント : 0→ 40% 
B（20分），40% B（10分），流速 : 0.5 ml/min，温
度 : 40°C，検出波長 : 210 nm

図 3.　成分 1および成分 2の HPLC分析
サンプル : 2 μg，カラム : CAPCELL PAK C18 （2×
150 mm），溶媒 A : 0.05%リン酸，溶媒 B : アセト
ニトリル /0.05%リン酸，グラジエント : 0→ 40% 
B（20分），40% B（10分），流速 : 0.5 ml/min，温
度 : 40°C，検出波長 : 210 nm

図 4.　成分 1および成分 2の構造
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1つ遊離したバニリン酸であることがわかった（図 4）．

カバノアナタケ由来のバニリン酸およびシリング酸
の抗酸化作用

次に，成分 1であるバニリン酸および成分 2である
シリング酸の抗酸化活性を測定した．バニリン酸およ
びシリング酸の IC50は，それぞれ，59.0±2.8 µg/ml，2.8

± 0.2 µg/mlとなり，シリング酸は，比較対照として
用いたアスコルビン酸（3.7± 0.4 µg/ml）よりも強い
抗酸化活性を示した．

IV.　考　　　察

近年の健康食品ブームにより，カバノアナタケが注
目されている．カバノアナタケは，「チャーガ茶」と
して商品化されており，がんの予防効果や生活習慣病
の予防に効果があるとされている．カバノアナタケの
成分としては蛋白質・脂質・糖質・食物繊維・灰分な
どの栄養成分がある．また，カバノアナタケの水溶性
画分から多糖類8）やフェノール化合物9）が同定されて
いる．一方，カバノアナタケの脂溶性画分からは，ラ
ノスタン型トリテルペン10,11），ヒスピジン9），イノス
カビン12），イノノブリン13），ダバリアラクトンやその
誘導体14）が同定されている．これらのカバノアナタ
ケ抽出物は，抗酸化作用や抗炎症作用などを示すこと
が報告されている．
　今回用いた抗酸化活性の測定法の 1つであるケミル
ミネッセンス法は，フェントン反応により過酸化水素
から発生させた活性酸素（ヒドロキシラジカル）をル
ミノール発光で捉えることにより活性酸素量を測定す
るものであるが，その活性酸素消去能はフェノール化
合物濃度と非常に高い相関性があることが報告されて
いる15,16）．フェノール化合物はカバノアナタケの水溶
性画分に多く含まれており，今回，我々は脂溶性画分
にも強いヒドロキシラジカル消去活性を有する成分が
含まれていることを明らかにした．特に成分 2が高い
抗酸化活性を示し，構造解析の結果からシリンガ酸で
あることがわかった．また，成分 2と比較して弱い抗
酸化活性の成分 1がバニリン酸であることもわかっ
た．
　シリンガ酸とバニリン酸は白色腐朽菌によるリグ
ニンの生物分解物として17），またバニリン酸はノル
アドレナリンの代謝産物としても知られている18）フェ
ノール酸化合物である．シリンガ酸には麻酔・鎮静作

用19），抗菌・抗真菌活性20），抗酸化作用21），肝保護作
用22），高血圧改善作用23）など，バニリン酸には抗菌・
抗真菌活性20），抗酸化作用21），メラニン生成阻害作
用24），肝保護作用22），腸炎改善効果25），心筋梗塞抑
制26），高血圧改善作用27）などが報告されている．最近，
中島らはカバノアナタケ由来の抗酸化物質の 1つとし
て他のフェノール化合物と共にシリンガ酸を見出して
いる28）．しかし，カバノアナタケ由来の抗酸化物質と
してのバニリン酸の報告は今回が初めてである．
　ヒドロキシラジカルは生体に対する毒性が明らかで
あり，これを効率的に消去する物質の有用性が注目さ
れている．しかし，極めて微量で効果的にヒドロキシ
ラジカル消去能を有する物質はほとんどない．カバノ
アナタケの水溶性画分はメシマコブやアガリクスなど
主要な担子菌類と比べて高い抗酸化活性を示すことが
知られており29），それに加えてシリンガ酸やバニリン
酸を含むカバノアナタケ脂溶性画分の機能性について
さらに評価することで，機能性食品としての利用が期
待される．
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