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(57)【要約】
　　【課題】　食習慣レベルの食用実績がある安全な天
然物資源を用いて、がん細胞の生細胞を減少させること
による抗腫瘍効果またはカスパーゼ阻害効果を得ること
のできる抗腫瘍剤・カスパーゼ阻害剤を提供すること。
　　【解決手段】　バイアリニンＡもしくはその誘導体
、あるいはまた薬理学的に許容されるこれらの塩を有効
成分とする、抗腫瘍剤およびカスパーゼ阻害剤とする。
バイアリニンＡが、イボタケ科イボタケ属のボタンイボ
タケ等担子菌に特徴的に含まれる新発見に基づき、抗腫
瘍剤およびカスパーゼ阻害剤は、イボタケ科イボタケ属
の担子菌の抽出物を用い、これを有効成分として構成す
ることができる。担子菌の培地培養物を用いることによ
って、より安価で品質が均一な抗腫瘍剤、カスパーゼ阻
害剤を得られる。なお、バイアリニンＡは化学合成して
もよい。
【選択図】　図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
下記式に示されるバイアリニンＡもしくはその誘導体または薬理学的に許容されるこれら
の塩を有効成分とすることを特徴とする、抗腫瘍剤。
【化１】

【請求項２】
下記式に示されるバイアリニンＡもしくはその誘導体または薬理学的に許容されるこれら
の塩を有効成分とすることを特徴とする、カスパーゼ阻害剤。

【化２】

【請求項３】
イボタケ科イボタケ属の担子菌からの抽出物であって、下記（Ａ）または（Ｂ）の有効成
分として利用可能であることを特徴とする、イボタケ属担子菌抽出物。
（Ａ）抗腫瘍剤
（Ｂ）カスパーゼ阻害剤
【請求項４】
イボタケ科イボタケ属の担子菌から有機溶媒を用いて抽出物を得る抽出工程と、該抽出工
程で得られた抽出物を精製する精製工程とからなり、下記（Ａ）または（Ｂ）の有効成分
として利用可能であることを特徴とする、イボタケ属担子菌抽出物の製造方法。
（Ａ）抗腫瘍剤
（Ｂ）カスパーゼ阻害剤
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は抗腫瘍剤、カスパーゼ阻害剤、イボタケ属担子菌抽出物およびその製造方法に
係り、特に、既に食習慣レベルの食用実績のある天然物資源を用いて、がん細胞の生細胞
を減少させることによる抗腫瘍効果またはカスパーゼ阻害効果を得ることのできる、抗腫
瘍剤・カスパーゼ阻害剤等に関する。
【背景技術】
【０００２】
正常な細胞から臨床的ながんへと到るには、いくつかの遺伝子の突然変異が数１０年とい
う長い期間で積み重なって起こることが報告されている。がん細胞は１人当たり毎日約３
０００個もの規模で発生していると概算されているが、大多数は生体の免疫監視下で非自
己と認識されて、生体内で消去される。しかし、その監視機構を免れて生き延びたがん細
胞は、さらに無秩序増殖し、最終的には臨床的ながんとなる。よって、がん細胞の増殖を
抑制すること、さらには細胞死を誘導することは、がん対策において有益である。
【０００３】
　カスパーゼは、炎症反応を誘発することなく、特定の細胞を排除する働きを有する酵素
である。カスパーゼの阻害は、パーキンソン病、虚血性疾患、Ｃ型肝炎などの疾患の治療
に有用であると考えられる。これまで、カスパーゼ阻害作用を有する化合物として、後掲
特許文献１記載のスルホキノボシルジアシルグリセロール、特許文献２記載のアミノイミ
ノキノンなどが知られている。しかし、食経験のある素材由来の成分の報告は少なく、特
許文献３記載のクロレラの細胞壁破砕物を含有するカスパーゼ阻害剤などが認められる程
度である。
【０００４】
　さて、イボタケ科イボタケ属のボタンイボタケ（Ｔｈｅｌｅｐｈｏｒａ　ａｕｒａｎｔ
ｉｏｔｉｎｃｔａ）には、パラテレファニル誘導体である８種類のテラファンチンＡ～Ｈ
、ガンバジュニンＣ、ガンバジュニンＥ、バラヒドロキシ安息香酸などが含まれることが
報告されている（非特許文献１）。また、イボタケ科イボタケ属のツブイボタケ（Ｔｈｅ
ｌｅｐｈｏｒａ　ｖｉａｌｉｓ）にバイアリニンＡが含まれていること、さらにバイアリ
ニンＡには合成抗酸化剤であるＢＨＴと同等ないしそれ以上の強い抗酸化物質であること
が報告されている（非特許文献２）。また、バイアリニンＡには、抗アレルギー作用があ
ることも報告されている（特許文献４）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特許公開２００２－３３８４７４号公報「カスパーゼ阻害剤」
【特許文献２】特許公表２００３－５２０１８６号公報「カスパーゼ阻害剤としてのアミ
ノイミノキノンおよびアミノキニンアルカロイド化合物」
【特許文献３】特許公開２００５－０８９３２４号公報「カスパーゼ阻害剤」
【特許文献４】特許公開２００８－００１６７５号公報「抗アレルギー剤」
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Radulovic N., Quang D.N., Hashimoto T., Nukada M., Asakawa Y., T
errestrins A-G:p-Terphenyl derivatives from the inedible Thelephora terrestris.P
hytochemistry,66,1052-1059, 2005
【非特許文献２】Xie C., Koshino H., Esumi Y., Takahashi S., Yoshikawa K., Abe N.
, Vialinin A,a Novel 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenger from
 edible mushroom in China. Biosci. Biotechnol. Biochem., 69(12), 2326-2332, 2005
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００７】
　さて上述のように、カスパーゼ阻害作用を有する化合物としてはスルホキノボシルジア
シルグリセロール、アミノイミノキノンなどが知られてはいる。しかしながら、既に食習
慣レベルの食用実績がある素材由来のカスパーゼ阻害作用成分の報告は少なく、クロレラ
の細胞壁破砕物を含有するカスパーゼ阻害剤などがあるのみである。したがって、安全性
の高いカスパーゼ阻害剤の開発が望まれている現状である。
【０００８】
　一方、ボタンイボタケにテラファンチンＡ～Ｈ等が含まれていることは上述のとおり公
知であるが、何らかの抗腫瘍作用またはカスパーゼ阻害作用を有する物質の探索について
は、従来報告がない。また、抗アレルギー作用が報告されているバイアリニンＡの抗腫瘍
作用またはカスパーゼ阻害作用の存在如何についても、従来何らの報告もない。
【０００９】
本発明が解決しようとする課題は、かかる従来技術の状況を踏まえ、既に食習慣レベルの
食用実績がある天然物資源を用いて、がん細胞の生細胞を減少させることによる抗腫瘍効
果またはカスパーゼ阻害効果を得ることのできる、抗腫瘍剤・カスパーゼ阻害剤等を提供
することである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本願発明者は、上記課題解決を達成すべく３８種類の食習慣のある天然物、およびヒト
肝がん細胞（ＨｅｐＧ２細胞）を用い、がん細胞の生細胞数に及ぼす生理活性を指標とし
てスクリーニング試験を行なったところ、ボタンイボタケ（Ｔｈｅｌｅｐｈｏｒａ　ａｕ
ｒａｎｔｉｏｔｉｎｃｔａ）が強い抗腫瘍活性を有することを、初めて明らかにした。そ
して、その有効成分を精製してＮＭＲ分析により化学構造の同定を行ったところ、同定さ
れた物質はバイアリニンＡであった。
【００１１】
　つまり、バイアリニンＡが強い抗腫瘍活性を有することを、初めて明らかにすることが
できた。さらに、バイアリニンＡのＨｅｐＧ２細胞に及ぼす生理作用の解明を進めたとこ
ろ、バイアリニンＡのカスパーゼ阻害活性をも見出すことができ、本発明の完成に至った
。すなわち、上記課題を解決するための手段として本願で特許請求される発明、もしくは
少なくとも開示される発明は、以下の通りである。
【００１２】
　〔１〕　下記式（化１）に示されるバイアリニンＡもしくはその誘導体または薬理学的
に許容されるこれらの塩を有効成分とすることを特徴とする、抗腫瘍剤。
【化１】
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　〔２〕　上記式（化１）に示されるバイアリニンＡもしくはその誘導体または薬理学的
に許容されるこれらの塩を有効成分とすることを特徴とする、カスパーゼ阻害剤。
【００１３】
　〔３〕　イボタケ科イボタケ属の担子菌からの抽出物であって、下記（Ａ）または（Ｂ
）の有効成分として利用可能であることを特徴とする、イボタケ属担子菌抽出物。
（Ａ）抗腫瘍剤
（Ｂ）カスパーゼ阻害剤
　〔４〕　イボタケ科イボタケ属の担子菌から有機溶媒を用いて抽出物を得る抽出工程と
、該抽出工程で得られた抽出物を精製する精製工程とからなり、下記（Ａ）または（Ｂ）
の有効成分として利用可能であることを特徴とする、イボタケ属担子菌抽出物の製造方法
。
（Ａ）抗腫瘍剤
（Ｂ）カスパーゼ阻害剤
【発明の効果】
【００１４】
　本発明の抗腫瘍剤、カスパーゼ阻害剤、イボタケ属担子菌抽出物およびその製造方法は
上述のように構成されるため、これによれば、イボタケ科イボタケ属担子菌という既に食
習慣レベルの食用実績のある天然物資源を用いて、がん細胞の生細胞を減少させることに
よる抗腫瘍効果、およびカスパーゼ阻害効果を得ることができる。つまり、本発明によれ
ば、食経験のあるイボタケ科イボタケ属の抽出物および化学合成が可能であるバイアリニ
ンＡを用いて、抗腫瘍活性、カスパーゼ阻害活性を有する安全な素材を提供することが可
能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】各濃度で溶出したボタンイボタケメタノール抽出物を添加した細胞培養液で本培
養を行った時のＨｅｐＧ２細胞の生細胞数測定結果を示したグラフである。
【図２】ボタンイボタケ６０％メタノール抽出物の順相系カラムクロマトグラフィーによ
り得られた各フラクションを添加した細胞培養液で本培養を行った時のＨｅｐＧ２細胞の
生細胞数測定結果を示したグラフである。
【図３】各濃度のＦｒ．Ｃを添加した細胞培養液で本培養を行った時のＨｅｐＧ２細胞の
カスパーゼ活性測定結果を示したグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明について、詳細に説明する。
　本発明の抗腫瘍剤およびカスパーゼ阻害剤は、バイアリニンＡもしくはその誘導体、あ
るいはまた薬理学的に許容されるこれらの塩を有効成分とするものであることを、主たる
構成とする。従来バイアリニンＡは、イボタケ科イボタケ属のツブイボタケに含まれてい
ることが報告されているが（非特許文献２）、その他の天然物資源におけるバイアリニン
Ａの存在如何については、これまで報告されていなかった。上述のとおり、本発明によっ
て初めてイボタケ科イボタケ属のボタンイボタケにバイアリニンＡが含まれていることが
明らかとなった。つまり、本発明により初めて、バイアリニンＡがイボタケ科イボタケ属
の担子菌に特徴的に含まれる化学物質であることが明らかにされたものである。
【００１７】
　したがって本発明の抗腫瘍剤およびカスパーゼ阻害剤は、イボタケ科イボタケ属の担子
菌の抽出物を用い、これを有効成分として構成することができる。特に、近年実用化され
ている担子菌の培地培養物を用いることによって、より安価で品質が均一な抗腫瘍剤、カ
スパーゼ阻害剤を提供することができるため、本発明の有用性は一層高いものとなってい
る。
【００１８】
　また、バイアリニンＡの化学合成法が既に報告されており（参考文献１）、化学的合成
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品であるバイアリニンＡを用いて抗腫瘍剤、カスパーゼ阻害剤を供することもできる。こ
の点でも、本発明の有用性は高い。
〔参考文献１〕 Ye Y.Q, Koshino H., Onose J., Yoshikawa K., Abe N., Takahashi S.,
 First total synthesis of vialinin A, a novel and extremely potent inhibitor of 
TNF-a production. Org. Lett., 9(21), 4131-4134, 2007
【００１９】
　本発明抗腫瘍剤およびカスパーゼ阻害剤の有効成分としては、バイアリニンＡの他に、
その誘導体、さらにまた薬理学的に許容されるバイアリニンＡもしくはその誘導体の塩を
、用いることができる。バイアリニンＡ誘導体としてはたとえば、下式（化２）において
、Ｒ1～Ｒ2を同時にまたは各々独立に、水素原子、アルキル基、アシル基、フェニル基、
ベンジル基のいずれかに置換した置換体がある。さらに、Ｒ1およびＲ2がフェニル基およ
びベンジル基の場合には、これらのエステル体またはアルキル体でもよく、あるいはまた
１～５個のヒドロキシル基が置換した構造が形成されているものでもよい。

【００２０】
【化２】

【００２１】
　また、薬理学的に許容されるバイアリニンＡもしくはその誘導体のうち、たとえば薬理
学的に許容される塩としては、ナトリウム、カリウムなどの１価の無機塩および、鉄、カ
ルシウム、マグネシウム、マンガンなどの２価の無機塩などを用いることができる。なお
以下の説明では、本発明に係る「バイアリニンＡもしくはその誘導体または薬理学的に許
容されるこれらの塩」を総括して、「バイアリニンＡ等」と称することがある。
【００２２】
　また、本発明抗腫瘍剤およびカスパーゼ阻害剤にイボタケ科イボタケ属の担子菌抽出物
を用いる場合、該担子菌としては、ボタンイボタケおよびツブイボタケを初めとして、そ
の他にもモミジタケ（Ｔｈｅｌｅｐｈｏｒａ　ｐａｌｍａｔａ）、イボタケ（Ｔｈｅｌｅ
ｐｈｏｒａ　ｊａｐｏｎｉｃａ）などのイボタケ科イボタケ属の担子菌である限り、特に
限定されずに原料として用いることができる。また、これらの担子菌を液体培地で培養し
たものを原料として用いることもできる。
【００２３】
　本発明のイボタケ属担子菌抽出物の製造方法は、イボタケ属の担子菌から有機溶媒を用
いて抽出物を得る抽出工程と、そこで得られた抽出物を精製する精製工程とを備えて構成
される。精製工程で精製された抽出物は、上述のとおり抗腫瘍剤やカスパーゼ阻害剤に用
いることができる。担子菌の培地培養を使用できることも、上述のとおりである。
【００２４】
　バイアリニンＡ等、またはイボタケ科イボタケ属の担子菌の抽出物を用いた本発明の抗
腫瘍剤、カスパーゼ阻害剤においては、剤形や投与方法は特に制限されない。たとえば錠
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剤・丸剤・カプセル剤・散剤・顆粒剤等の固形剤、あるいは溶液・懸濁液・乳剤などの液
状製剤を、経口的に、あるいはまた静脈内・筋肉内・皮下などの注射剤や、坐剤、貼付剤
などを非経口的に使用することができる。
【００２５】
　また、本発明の抗腫瘍剤、カスパーゼ阻害剤の剤形については、種々の形態を形成する
上で、各種賦形剤、結合剤、崩壊剤、滑沢剤、コーティング剤、着色剤、矯味剤、矯臭剤
、可塑剤等を適宜用いることができる。このうち賦形剤の例としては、糖類（乳糖、白糖
、ブドウ糖、マンニトール）、デンプン（バレイショ、コムギ、トウモロコシ）、無機物
（炭酸カルシウム、硫酸カルシウム、炭酸水素ナトリウム、塩化ナトリウム）、結晶セル
ロース、植物末（カンゾウ末、ゲンチアナ末）等を挙げることができる。
【００２６】
　また結合剤の例としては、デンプンのり液、アラビアゴム、ゼラチン、アルギン酸ナト
リウム、メチルセルロース（ＭＣ）、エチルセルロース（ＥＣ）、ポリビニルピロリドン
（ＰＶＰ）、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）、ヒドロキシプロピルセルロース（ＨＰＣ
）、カルポキシメチルセルロース（ＣＭＣ）等を挙げることができる。
【００２７】
　また崩壊剤の例としては、デンプン、寒天、ゼラチン末、結晶セルロース、ＣＭＣ・Ｎ
ａ、ＣＭＣ・Ｃａ、炭酸カルシウム、炭酸水素ナトリウム、アルギン酸ナトリウム等を挙
げることができる。
【００２８】
　また滑沢剤の例としては、ステアリン酸マグネシウム、タルク（微粉砕粉末化した滑石
）、水素添加植物油、マクロゴール（ポリエチレングリコール）、シリコーン油等を挙げ
ることができる。
【００２９】
　またコーティング剤の例としては、糖衣（白糖、ＨＰＣ、セラック）、膠衣（ゼラチン
、グリセリン、ソルビトール）、フイルムコーティング〔ヒドロキシプロピルメチルセル
ロース（ＨＰＭＣ）、ＥＣ、ＨＰＣ、ＰＶＰ〕、腸溶性コーティング〔ヒドロキシプロビ
ルメチルセルロースフタレート（ＨＰＭＣＰ）、セルロースアセテートフタレート（ＣＡ
Ｐ）〕等を挙げることができる。
【００３０】
　また着色剤の例としては、水溶性食用色素、レーキ色素等を挙げることができる。矯味
剤の例としては、乳糖、白糖、ブドウ糖、マンニトール等を挙げることができる。矯臭剤
の例としては、芳香性精油類、光線遮断剤（酸化チタン）等を挙げることができる。可塑
剤の例としては、フタル酸エステル類、植物油、ポリエチレングリコール等を挙げること
ができる。
【実施例】
【００３１】
　以下、本発明を実施例により詳細に説明するが、本発明がかかる実施例に限定されるも
のではない。
＜１　製造例＞
　上述のとおり原料の担子菌としては、イボタケ科イボタケ属の担子菌およびその培養物
を好適に用いることができるが、ここではボタンイボタケを用いた抽出物、粗精製物、分
離抽出物を得る製造工程例を示す。
【００３２】
（抽出物の製造工程）
　ボタンイボタケ（Ｔｈｅｌｅｐｈｏｒａ　ａｕｒａｎｔｉｏｔｉｎｃｔａ）の乾燥物に
エタノールを加え、ホモジナイザーにより粉砕した後、浸漬抽出によってボタンイボタケ
エタノール抽出液を得た。この抽出液を、ろ紙ろ過に供した後、減圧濃縮によりボタンイ
ボタケエタノール抽出物を得た。なお、この製造工程においては、担子菌の粉砕を有機溶
媒中で行い、さらに１２時間以上浸漬抽出することが、抽出効率を高めることができるた
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め、好ましい。
【００３３】
　また、抽出に用いる有機溶媒には、バイアリニンＡを抽出できる溶媒、たとえば酢酸エ
チル、メタノール、イソプロパノール、アセトンおよびこれらの混合溶媒を用いることが
できるが、経口摂取による安全性の高いエタノールを単独で、もしくは水との混合溶媒と
して用いることが好ましい。このイボタケ科イボタケ属の担子菌抽出物を有効成分として
、抗腫瘍剤やカスパーゼ阻害剤とすることができる。
【００３４】
（粗精製物の製造工程）
　以上のように、イボタケ属の担子菌抽出物自体を用いて抗腫瘍剤等とすることはできる
が、担子菌抽出物の有効成分を分離・精製し、それにより得た粗精製物を抗腫瘍剤または
カスパーゼ阻害剤として用いることが、より好ましい。粗精製は、たとえば、ボタンイボ
タケエタノール抽出物をＳｅｐ－Ｐａｋ　Ｖａｃ　Ｃ１８　５ｇ（Ｗａｔｅｒｓ社）など
の逆相系カラムに添加し、所定濃度の水－有機溶媒による混合溶媒を用いて溶出させるこ
とによって、行うことができる。有機溶媒としてはメタノールが好ましく、またその混合
溶媒中の有機溶媒の濃度は、体積％で４０％を超え１００％未満が好ましく、６０％～８
０％がさらに好ましい。得られた溶出液を減圧下で乾燥することにより、粗精製物を得る
ことができる。
【００３５】
（バイアリニンＡ精製物の製造工程）
　なお、抗腫瘍剤、カスパーゼ阻害剤として、粗精製物は抽出物に比べればより好ましい
が、粗精製物の有効成分をさらに分離・精製したバイアリニンＡ精製物を抗腫瘍剤等とし
て用いることは、さらに好ましい。精製は、たとえば、粗精製物を順相系カラムに添加し
、所定濃度の酢酸エチル－ヘキサン有機溶媒による混合溶媒を用いて溶出させることによ
って、行うことができる。また、混合溶媒に含まれるヘキサンの濃度は、体積％で１０％
～５０％が望ましい。得られた溶出液を減圧下で乾燥することにより、バイアリニンＡ精
製物を得ることができる。
【００３６】
　イボタケ科イボタケ属のボタンイボタケ抽出物の製造例、およびバイアリニンＡの製造
例について、詳細を説明する。ボタンイボタケ（Ｔｈｅｌｅｐｈｏｒａ　ａｕｒａｎｔｉ
ｏｔｉｎｃｔａ）の乾燥物１０ｇにエタノール５０ｇを加えた後、ホモジナイザーによる
粉砕し、ボタンイボタケエタノール抽出液を得た。これを減圧乾固し、ボタンイボタケエ
タノール抽出物９４０ｍｇを得た。
【００３７】
　抽出物から有効成分を分離・精製をするために、ボタンイボタケエタノール抽出物１５
０ｍｇを、Ｓｅｐ－Ｐａｋ　Ｖａｃ　Ｃ１８　５ｇ（Ｗａｔｅｒｓ社）に添加し、水とメ
タノール（ＭｅＯＨ）の混合溶媒で、ＭｅＯＨの混合割合（ｖ／ｖ）を２０％、４０％、
６０％、８０％、１００％と段階的に増加させて溶出を行い、これらを減圧乾固し、ボタ
ンイボタケ２０％メタノール抽出物（４１．４ｍｇ）、４０％メタノール抽出物（０．９
ｍｇ）、６０％メタノール抽出物（４２ｍｇ）、８０％メタノール抽出物（１６．５ｍｇ
）および１００％メタノール抽出物（１８ｍｇ）を得た。
【００３８】
　抗腫瘍活性の有効成分を明らかにするため、収量が最も多く、かつ最も強い活性を示し
た６０％メタノール抽出物１００ｍｇを初期移動相（ヘキサン：酢酸エチル＝１：１）に
溶解後、順相系カラムに添加した。カラム（φ２１ｍｍ×２４０ｍｍ）に、３７ｇのシリ
カゲル６０（メルク社）を上記の初期移動相に懸濁させたものを充填し、５４０ｍｌの初
期移動相で溶出後、２４０ｍｌのヘキサン：酢酸エチル＝１：９の移動相で溶出すること
で、フラクション（Ｆｒ．）Ａ（９．３ｍｇ）、Ｆｒ．Ｂ（４．９ｍｇ）、Ｆｒ．Ｃ（２
３．０ｍｇ）、Ｆｒ．Ｄ（１４．７ｍｇ）、Ｆｒ．Ｅ（３．２ｍｇ）、Ｆｒ．Ｆ（１１．
９ｍｇ）、Ｆｒ．Ｇ（１４．２ｍｇ）を得た。
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【００３９】
＜２　試験例１　がん細胞の生存細胞数の測定（Ｎｅｕｔｒａｌ　Ｒｅｄ法）＞
　ボタンイボタケ抽出物をサンプルとして、以下の要領でがん細胞の生存細胞数の測定を
行った。ヒト肝がん細胞（ＨｅｐＧ２細胞）を、４×１０５個／φ３５ｍｍ　ｄｉｓｈと
なるように細胞培養液（１０％　ＦＢＳを含むＤＭＥＭ培地）に播き、３７℃、５％ＣＯ

２存在下で２４時間の前培養を行った。前培養終了後、サンプルを添加した細胞培養液に
培地交換後、４８時間の本培養を行った。
【００４０】
　本培養終了後、１ｍｌのＮｅｕｔｒａｌ　Ｒｅｄ溶液（１５０ｍｇ／ｍｌ　ＰＢＳ）を
加えて９０分間培養を行った後、１．５ｍｌの固定液（１％塩化カルシウム含有１％ホル
マリン溶液）で細胞を固定し、１．５ｍｌの抽出液（１％酢酸含有５０％エタノール溶液
）で細胞に取り込まれたＮｅｕｔｒａｌ　Ｒｅｄ抽出液を回収し、５４０ｎｍの吸光度を
測定した。吸光度測定値から、コントロールに対する百分率で、各サンプルのＨｅｐＧ２
細胞の生細胞数に及ぼす生理作用を評価した。なお、Ｎｅｕｔｒａｌ　Ｒｅｄ法とは生細
胞がＮｅｕｔｒａｌ　Ｒｅｄをリソゾームに取り込む性質を利用した方法である。上記の
製造例のサンプルを用い、ＨｅｐＧ２細胞の生細胞数を測定した。
【００４１】
　図１は、各濃度で溶出したボタンイボタケメタノール抽出物（終濃度２０μｇ／ｍｌ）
を添加した細胞培養液で、４８時間の本培養を行った時のＨｅｐＧ２細胞の生細胞数測定
結果を、コントロールに対する百分率およびその標準偏差で示したグラフである。また、
図２は、ボタンイボタケ６０％メタノール抽出物の順相系カラムクロマトグラフィーによ
り得られた各フラクション（終濃度１０μｇ／ｍｌ）を添加した細胞培養液で、４８時間
の本培養を行った時のＨｅｐＧ２細胞の生細胞数測定結果を、コントロールに対する百分
率およびその標準偏差で示したグラフである。図示するように、ボタンイボタケメタノー
ル抽出物の中では６０％メタノール抽出物を用いた場合において生細胞数が最も低く、と
りわけ、Ｆｒ．Ｃを用いた場合において、生細胞数が低かった。
【００４２】
＜３　試験例２　化学物質の同定方法＞
　収量が最も多く、さらに最も強い活性を示したＦｒ．Ｃの同定を目的として、ポジディ
ブモードの質量分析を行った。その結果、ｍ／ｚ５６３．１（Ｍ＋Ｈ）に親ピークが、ｍ
／ｚ４４５．０にフラグメントピークが認められ、Ｆｒ．ＣのＥｘａｃｔ　Ｍａｓｓは５
６２．１の物質であることが明らかとなった。さらに、Ｆｒ．Ｃを重メタノールに溶解後
、６７．９ＭＨｚでの１３Ｃ－ＮＭＲスペクトル（表１）、および２７０ＭＨｚでの１Ｈ
－ＮＭＲスペクトル（表２）測定を行ったところ、ボタンイボタケの抗腫瘍活性の有効成
分はバイアリニンＡ（下記、化２）であることを見出した。表１、２にそれぞれ、１３Ｃ
－ＮＭＲスペクトル、および１Ｈ－ＮＭＲスペクトルの測定結果を示す。
【００４３】
【表１】
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【００４４】
【表２】

　　

【００４５】
＜４　試験例３　カスパーゼ活性の測定方法＞
　活性最強かつ収量最多のＦｒ．Ｃをサンプルとして、Ｃａｓｐａｓｅ　３／７　Ａｓｓ
ａｙ　Ｋｉｔ，Ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ，Ｒｈ１１０，ＳｅｎｓｏＬｙｔｅ（ＡＮＡ　Ｓ
ＰＥＣ社製）を用いて、以下の要領でカスパーゼ活性の測定を行った。ヒト肝がん細胞（
ＨｅｐＧ２細胞）を、９６ｗｅｌｌプレートに５×１０４個／ｗｅｌｌとなるように細胞
培養液（１０％　ＦＢＳを含むＤＭＥＭ培地）に播き、３７℃、５％ＣＯ２存在下で４８
時間の前培養を行った。前培養終了後、Ｆｒ．Ｃ（５～１５μｇ／ｍｌ）を添加した細胞
培養液に培地交換して、６時間の本培養を行った。
【００４６】
　本培養終了後、各ｗｅｌｌに５０μｌのＣａｓｐａｓｅ－３／７　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
　ｓｏｌｕｔｉｏｎを加えて、３７℃で６時間の酵素反応を行った。反応終了後、蛍光量
をＥｘ／Ｅｍ＝４９２ｎｍ／５３５ｎｍで測定した。蛍光量の測定値から、コントロール
に対する百分率で、カスパーゼ活性に及ぼす各濃度のＦｒ．Ｃの生理作用を評価した。
【００４７】
　図３は、各濃度のＦｒ．Ｃを添加した細胞培養液で、６時間の本培養を行った時のＨｅ
ｐＧ２細胞のカスパーゼ活性測定結果を、コントロールに対する百分率およびその標準偏
差で示したグラフである。図示するように、Ｆｒ．Ｃを５μｇ／ｍｌ添加することでコン
トロールの３０％程度にまでカスパーゼ活性を低下させることができた。さらに１０、１
５μｇ／ｍｌのように高濃度に添加することによって、カスパーゼ活性は数％程度にまで
低下させることができた。
【産業上の利用可能性】
【００４８】
　本発明の抗腫瘍剤、カスパーゼ阻害剤、イボタケ属担子菌抽出物およびその製造方法に
よれば、既に食習慣レベルの食用実績のある安全な天然物資源を用いて抗腫瘍効果および
カスパーゼ阻害効果を得ることができる。したがって、特に医療関連産業上、利用性の高
い発明である。
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