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MSに よりキノコ類の機能性分子の構造 を探る1)

沢辺昭義*,岡 本 忠**

Characterization of Functional  Molecules Isolated from Mushrooms by 

                     Mass Spectrometry

Akiyoshi SAWABE* and Tadashi  OKAMOTO*  *

Synopsis

 Fast atom bombardment (FAB) mass spectrometry is a powerful tool for analyzing the struc-

ture of natural functional molecules. Analyses in the positive and negative ion modes, provide 

different data. Although some of structural information is available from routine FAB mass 

spectra, more detailed information is provided by the linked scan spectra. In this communication, 

reacent advances in this field are briefly reviewed focussing on the structural elucidation of 

functional molecules isolated from mushrooms by FAB mass spectrometry.

1は じ め に

大昔から人間は,微 生物を生体触媒として利用し

てきた。発酵工業はその一例であり,酒 ・味噌 ・醤

油をはじめ抗生物質など有用物質を生産する産業で

ある。っまり,微 生物の2次 代謝産物として,人 間

にとって有用な物質,他 の生体機能を調節 ・制御す

る分子を種々生産している。その中には,複 雑な構

造の分子も多数含まれる。キノコは,菌 類の形成す

る子実体(胞 子形成器官)で あって,多 数の複雑な

成分が含まれており,多 くの報告がある。最近,多

くのキノコが,機 能性食品などの食品素材や薬品開

発素材 として注目され,バ イオ技術の導入対象とし

て期待されている。

近年,化 学成分の分離分析が高度に発展し,化 学

構造の解析技術が発達するにともなって,複 雑な化

合物の構造が容易にわかるようになってきた。本稿

では,そ の一例 として,最 近,生 化学や分子生物学

の分野において有用性が増しているMS(質 量分析)
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法 を用いたキノコ成分の構造解析にっいて,著 者 ら

の研究実例 を挙 げなが ら,MSが どの ように利用 さ

れるかを紹介する。

IIMS(質 量 分析)と は

質量分析(MassSpectrometry,MS)法2・3)と は,

分 子をイオン化 してで きる親 イオ ン(分 子イオン)

とそれが開裂 して生ず る種々のフラグメン トイオン

の質量数およびその強度を測定 し,分 子量,分 子式

および結合の開裂様式の推定を通 じて分子構造の決

定 を行 う分析法であ る。質 量分析法の利点 は,ng

～μg(10-9～1r6g)オ ー ダーの試料で測定で きるこ

とであ り,生 化学や天然物化学分野で は非常に有用

な機器である。また,他 の分析手段,例 えばNMR(核

磁 気共鳴)と 併用すると,構 造決定 は信頼度 も向上

し,よ り容易 となる。

これまでに質量分析 は,主 に気化で きる低分子 の

有機化合物 の構造解析,定 量 に用いられて きたが,
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Table1.Softionization

方 法 発見者 年代 略称
1.電 子 衝 撃

(electronionization/electronimpact)

2.レ ー ザ ー 脱 離

{laserdesorption)

3.化 学 イ オ ン 化

(chemicalionization)

4.電 界 脱 離

(fielddesorption)

5.エ レ ク ト ロ ハ イ ドロ ダ イ ナ ミ ッ ク イ オ ン化

(electronhydrodynamicionization)

6.分 子 二 次 イ オ ン質 量 分 析

(secondaryionmassspectrometry}

7.液 体 イ オ ン 化

(liquidionization)

8.サ ー モ ス プ レ ー

(thermosprayionization)

9.高 速 原 子 衝 突

(fastatombombardment)

Dempster
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.一

近年 ソフ トイオ ン化法(Table1)の 進歩 により,タ

ンパ ク質のような分子量数万ないし数十万の巨大分

子の分子量の決定,ペ プチ ドや多糖類の構成単位 の

配列決定に も応用 されるようになった。従来 の電子

衝 撃(electronionizationも し く はelectron

impact,EI)法 は,揮 発性の化合物の場合 は構造解

析 に対 して情報量が多い とい う利点があ り,GC(ガ

ス クロマ トグラフィー一)とEIを 直 結 したGC/EI法

が多用されて,ス テロイ ドのような生理活性 をもつ

低分子化合物 に適用され る。 しか し,難 揮発性の化

合物(複 合脂質や糖関連化合物)の 場合,EI法 で測

定す るには揮発性 を向上 させるために誘導体化や分

解を行 わなければな らなかった。その後,分 子量が

大 きく,難 揮発性,熱 的不安定な化合物 に適用で き

る方法 として,1969年Beckeyら に よりFD(field

desorption,電 界 脱離)法 が開発 され,天 然物化学で

多用 されて きた。 しかし,操 作上でフィラメン トが

よく切れるといった欠点が あり,1981年Barberら

によ り発見されたFAB(fastatombombardment,

高速 原子衝突)法 あるいはDole,Fennら に より発見

されたESI(electrosprayionization)法 が現在 もっ

とも多 く使用 されている。FAB法 は,分 子量が3000

以 下 の化合物 について利用 され,構 造情報を与える

フラグメントイオンが検 出される。ESI法 は,分 子量

が15万 以下のタンパク質のような化合物 に利用され

るが,一 般 にフラグメン トイオンは検出されず,分

子量 の決定に有 用である。 ソフ トイオ ン化 による

MS法 は,ほ かの構造解析法 と比較 して化合物 を誘

導体化や分解せずそのままの状態で測定で きる分析

法 として,最 近,生 化学や分子生物学の分野におけ

る有用性が増している。

IIICID-MS/MS法 とB/E一 定 リンク ド

スキャン法

FAB/MSス ペ ク トルでは,一 般 にフラグメン ト

イオ ンを検出するが,低 質量領域 には多数のマ トリ

ックス由来のイオ ンが出現 し,試 料由来のフラグメ

ントイオンを確認 しに くいこ とが多い。CID-MS/

MSやB/E一 定 リンク ドスキャン法 はフラグメン

トイオンの解析 に有用である。

タンデムMS(MS/MS)と は,2台 の質量分析計

(MS)を 用 いて,1台 目のMSで 親 イオンを選別 し

て,そ のイオ ンだけを2台 目のMSで 測 定す る方法

である。また,タ ンデムMSで2台 目のMSを 測 定

する前 にヘ リウムあるいはアルゴンな どの不活性ガ

スと衝突室中で衝突 させて強制的に解離 させ(Colli・

sion-induceddissociation,CID),生 じたイオンを

2台 目のMSで 測 定す る方法 をCID-MS/MS法 と

呼ぶ。

B/E一 定 リンク ドスキャン法 とは,電 場電圧 と磁

場強度 を連動させてスキャンすることにより,1台

の二重収束質量分析計 を用いてMS/MSを 可 能 に

する方法である。

IV発 茸 誘導物 質

キノコは,栄 養増殖期では普通のカビと同 じ菌糸

の状態で成長 し,光 ・温度 ・湿度 ・栄養などの一定

の条件がみたされ ると子実体 を形成す る。Fig.1に
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Fig.1.Compoundshavingapropertytoinducefruitingofmushroom.

子実 体形成因子 として今 まで知 られている物質の例

を示す。その中で,セ レブロシ ドSchII(1)は,1982

年Kawaiら4'7)に よ り,ス エヒーータケ(Schizophyl-

lumcommune)の 培 養中にアオカビ(Penicillium

funiculosumA-1)が 混 入生育すると,両 菌の接触部

分にスエヒロタケの子実体が多数形成 され るとい う

現象か ら見出された。結果 としてアオカビの菌糸,

ス エヒロタケの菌糸,両 菌 に子実体形成 を誘導する

物質が存在することを発見 された。 このセ レブロシ

ドSchII(1)は,20ng/mZの 濃度でスエ ヒロタケの

子実体形成を誘導す る。

著者 らもブナシメジ(Hypsizigusmarmoreus)あ

るいは楡黄麻(Pleurotuscitrinopileatus)よ り,こ

のセ レブロシ ドSchII(1)を 得,そ の構造 解析 を

FAB/MSに よ って行った8>。

Fig.2に セ レブ ロ シ ド(1)の正 お よび 負 イ オ ン

FAB/MSス ペ ク トルを示す。ス フィンゴ脂質 の場

合9,1°),正イ オ ンモ ー ドのFAB/MSス ペ ク トル

(Fig.2a)に は

(i)分 子 量 を示すイオン(ま たは偽分子イオ ン)

(ii)セ ラ ミドを示すイオ ン

(iii)Long-chainbaseを 示 すイオ ン

の3つ のイオンが特徴的に観測 される。

化合物1の 場合,(i)の 偽 分子イオンは,m/z750

に[M十Na]+の イオ ン,n2/z710に[MH-H20]+

の イオンとして観測 される。通常は[M十H]+の イ

オンが観測 されるのが,天 然物 より分離 した場合 は

[M+Na]+の イオ ンとして観測 されることが多い。
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Fig.2.FABmassspectraofcerebroside(1):(a)positiveionmode(matrix:3-nitrobenzylalcohol),(b)negativeion

mode(matrix:triethanolamine).
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したがって,分 子量 は727と 推定 される。化合物1で

は,(ii)の セ ラ ミドを示すイオンは,偽 分子 イオン

よ り180少 ないm/z548に[MH-GlcOH]+と して

観測 されている。 このセラ ミドイオン(m/z548)の

B/E一 定 リンク ドスキャンを測定する とFig,3に

示 す ように2個 の二重結合の各々のア リル位 に相当

す る位置の結合の開裂がm/z368(A)に,ま たア ミド

位 の開裂がm/z294(B)に,さ らに脱 水 によ りm/z

276(C)に それぞれ特徴 的なイオンピー クが認 められ

る。これ らの部分構造 を確認す る目的で,HR-FAB/

MS(高 分解能FAB/MS)を 測 定 した結果,m/z368

はC22H4203Nの 組 成 を,m/z276はC、gH34Nの 組

成を有することが判明 し,Fig.3に 示 す開裂構造を

有す るこ とが確 か め られ る。(iii)のLong-chain

baseを 示 すイオンは,化 合物1の 場合,m/z294に

[Clg-sphingadienine+H]+の イ オ ン,m/z276に

[Clg-sphingadienine十H-H20]+の イ オ ンと して

観測 され る。 また,HR-FAB/MSの 結果 は,Long

-chainbaseに 二重結合 を2個 もつ部分構造がある

ことを示 してい る。 この ことは化合物1の'H-1H

COSYス ペ ク トルか ら も確認 される。すなわち,

δ1.50ppm(3H,s,C19)に ビニルメチル基,1.97

ppm(4H,C6andC7)に ア リル位のメチ レンが観

測 されるほか,5.20(1H,br.s,C8),5.39(1H,dd,

J=15.5,7.1Hz,C4)お よび5.66ppm(1H,br.d,

J=15.5Hz,C5)に オ レフィンプロ トンが観測 され

る。つぎに二重結合 の位置 を決定す る目的でm/z

276のjB/E一 定 リンク ドスキャンスペ ク トル を測

定 した。Fig.4に 示 すようにm/z94,148の イオンが

他のイオ ンに比べて強い強度で認め られ るほか,

m/z55,81の イオ ンが認められ,長 鎖アルキル基の

不飽和結合 の位置 をよ く反映 してい るこ とか ら,

Long℃hainbaseの 構 造 は9-methyl-C、8-sphinga-

4,8-dienineと 決 定 さ れ る 。

負 イ オ ン モ ー ドのFAB/MS(Fig.2b)ス ペ ク トル

に は

(i)分 子 量 を 示 す イ オ ン(ま た は偽 分 子 イ オ ン)

(ii)セ ラ ミ ドを 示 す イ オ ン

{iii)脂 肪 酸 を 示 す イ オ ン

の3つ の 特 徴 的 な イ オ ン が 観 測 さ れ る 。

(i)の 偽 分 子 イ オ ン は,化 合 物1の 場 合,Fig.2b

に示 す よ う にm/z726に[M-H]一 の イ オ ン と し て

観 測 さ れ,分 子 量 は727と 確 認 され る。(ii>の セ ラ ミ

ドを 示 す イ オ ン は,化 合 物1の 場 合,m/z564に[M

‐Glc]一 の イ オ ン,m/z546に[M-H-GlcOH]一 の

イ オ ン と し て観 測 さ れ る。(iii)の 脂 肪 酸 を 示 す イ オ

ン は,化 合 物1の 場 合,Fig.5に 示 す よ う にm/z312

⑪,296(E),270(F),225(G)に 観 測 され,そ れ ぞ れ のHR

.　 /MSの 測 定 結 果 か ら も分 か る よ う に 化 合 物

1の 脂 肪 酸 部 は2-hydroxyhexadecanoicacidと 判

定 さ れ る。

以 上 の 諸 事 実 か ら,化 合 物1は(4E,8E)-N-2-

hydroxyhexadecanoyl-1-O-,13-glucopyranosyl-9-

methyl-C、8-sphinga-4,8-dienine(セ レ ブ ロ シ ド

SchII)と 決 定 さ れ る 。

な お,著 者 ら は,化 合 物1の セ レ ブ ロ シ ドのFAB/

MSの 構 造 解 析 に 際 し て,菌 類 な ど に 広 く分 布 し て

い る9-methyl-CI8-sphinga-4,8-dienineを 有 す る

セ レ ブ ロ シ ド11--14)の 構 造 決 定 を,簡 単 に行 う こ とが

で き る情 報 を 得 た15)。 そ の概 略 を下 記 す る。

(1)正 イ オ ン モ ー ドのm/z27fiお よ び294の フ ラ

グ メ ン トイ オ ン ピ ー ク は9-methyl-C18-sphin-

ga-4,8-dienineの 存 在 を示 す 。

(2)9-methyl-C、8-sphinga-4,8-dienineを もっ セ

4-一 曜 一1

ポ19

no;-H
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Fig.5.NegativeionmodeFABdataandHR-FABmassspectraof1.
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レブロシドにおける脂肪酸の炭素数 は正イオン

モー ドの[ceramide‐180]+の フラグメン トイ

オ ンか ら計算す ることがで きる。

また,著 者 らはブナシメジか ら新 しいタイプのス

フィンゴ リン糖脂質lfi)(Fig.6)を 見 出し,上 述の方

法で構造解析 に成功 した。同時に,そ れ らの構造 に

関わるMSス ペ ク トルの特性 を得 ることがで きた。

すなわち,B/E一 定 リンク ドスキャン法 を用いた

FAB/MSス ペ ク トルでホスポ ジヘ キソースお よび

ホスポジヘキソースを含むファイ トスフィンゴシン

は,特 徴的なイオンピークをそれぞれm/z421お よ

び720に 与 えることが明 らか となった。それ らの生理

活性について現在検討 を行 ってい る。

V発 光 物 質

キノコの発光 は,古 くか ら知 られていた生物現象

である。Fig.7に キ ノコの発光物質の例 を示す。ツキ

ヨ タ ケ(Lampteromycesjaponicas)の 発 光 物 質 は,

Nakanishiら17～20)に よ り ラ テ ン プ テ オ ー ル やer-

gosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-oneで あ る と報 告

さ れ た 。 最 近,Isobeら21-25)は,ツ キ ヨ タ ケ の 発 光

物 質 が 不 安 定 な 緑 色 の 蛍 光 物 質,ラ ン プ テ ロ フ ラ ビ

ン で あ る こ と を 見 出 し た 。 こ の物 質 の 構 造 を,Isobe

ら はFAB/MSお よ びCID-MS/MSを 用 い て 容 易

に決 定 し て い る 。す な わ ち,Fig.8に 示 す よ う に 化 合

物6の 正 イ オ ン モ ー ドのFAB/MSに はm/z509に

偽 分 子 イ オ ン[M+H]+に 基 づ くイ オ ン ピー ク が 認

め られ,分 子 量 は508と 確 認 さ れ る 。 この 偽 分 子 イ オ

ンm/z509のCID-MS/MSに はm/z377に は

[riboflavin]+に,376に は[riboflavin十H]+に,ま

た243に は[isoalloxazinering]+に 由 来 す る イ オ ン

が 観 測 さ れ た 。 ま た,化 合 物6の 酸 加 水 分 解 を行 っ

て,得 ら れ た 加 水 分 解 物6aの 正 イ オ ン モ ー ド

FAB/MSに は,m/z377に 偽 分 子 イ オ ン[M+H]+
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に基づ くイオンピークが認め られることか ら,6aの

分 子量 は376と 確認 される。6aの 分子量は,上 述 した

化合物6の 分子量 より132少 ない ことか らデ ヒドロ

ペ ントースの存在が確認 され る。 さらに化合物6の

アセチル化で得 られた アセチル体6bのFAB/MS

に は[M+H]+に 由 来す るイオ ンがm/z761に,

[riboflavintriacetate+H]+に 由来す るイオ ンが

m/z543に,お よび[deacetoxypentoseacetate]+に

由 来す るイオンがm/z259に,そ れぞれ認 められ

た。彫/z259フ ラ グメン トのCID-MS/MSは,標 品

のribofuranosideと 比較 した結果,強 度比が一致 し

た。

以上の諸事実な らびにNMRス ペ ク トルか ら,化

合物6は リボフラビンの5'位 にリボー スが α一結合

した構造 と決定 している。

このIsobeら の研究 により,Nakanishiら の報告

中にあるツキヨタケの発光物質がラテンプテオール

(イル ジルS)で な く,そ の構造 は新たに見出された

5'-a-D-ribofuranosylflavin(ラ ンプテロフラビン)

と確認 された。

VI苦 味 物 質

苦 味 を 有 す る キ ノ コ に は,霊 芝(マ ン ネ ン タ ケ,

Ganodermalucidum),コ フ キ サ ル ノ コ シ カ ケ

(Ganodermaapplanatum),オ オ ワ ラ イ タ ケ

(Gyynnopilusspectabilis),ヒ トク チ タ ケ(Cryptopor-

usvolvatus),ケ ロ ウ ジ(Sarcodonscabrosus),ニ ガ

ク リタ ケ(Naematolomafasciculare}な どが あ る。

Fig,9に そ れ ら の 苦 味 物 質 の 例 を 示 す 。そ の 中 で,ギ

ム ノ ピ リ ン 類 は,1983年Nozoeら26)な ら び に

Aoyagiら27)に よ り,ほ ぼ 同 時 期 に,神 経 系 統 を 侵 し

幻 覚 作 用 を 引 き起 こ す 毒 キ ノ コ,オ オ ワ ラ イ タ ケ の

苦 味 物 質 と して 見 出 され た 。 ギ ム ノ ピ リ ン は,直 鎖

の ポ リイ ソ プ レ ン ポ リオ ー ル の 基 本 構 造 を 有 し,末

端 の 水 酸 基 は3一メ チ ル ー3一ヒ ド ロ キ シ グ ル タ ル 酸 と

エ ス テ ル 結 合 を形 成 して お り,上 記 毒 性 を示 さ な い。

ま た,さ ほ ど強 くな い が 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る と の報

告 が あ る28,29}。

著 者 ら は,ブ ナ シ メ ジ(Hypsizigusmarmoreus)よ

りギ ム ノ ピ リ ン の 前 駆 体 と考 え ら れ る 物 質(Fig.

10)を 得 て お り,そ の構 造 解 析 をFAB/MSに よ っ て
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行 った3°)。

Fig.11に ポ リイソプ レンポリオール7bの 正 およ

び負イオンFAB/MSス ペ ク トルを示す。化合物7b

の負イオ ンモー ドのFAB/MSス ペ ク トル(Fig.11

a)に は

(i)分 子量 を示すイオ ン(ま た は偽分子イオ ン)

(ii)脱86を 示 すイオン

の2つ のイオンが特徴的に観測 され る。

(i)の 偽 分子 イオ ンは,化 合物7bの 場 合,m/2

737に[M-H]一 の イオ ンとして観測 され,分 子量 は

738と 確 認される。(ii)の 脱86を 示すイオ ンは,化 合

物7bの 場 合,m/z469[M-H-.,]一 の イオ

ン,m/z383[M-H-182-(86)2]　 の イオンとして

観測 される。この ことと一致 して,化 合物7bの13C_

NMRス ペ ク トルにはδ18.08(t),26.94(q),42.30(t)

お よび72.80(s)に ポ リイ ソプレノイ ドの部分構造 を

示す シグナルが,他 のシグナル と比べて強い強度で

認 められ る。つぎにイソプレノイ ドの配列 を決定す

る目的でm/z737のB/E一 定 リンク ドスキャンス

ペ ク トル を測定した。その結果,m/z667,555,469,

383,297,213,153,125,57に 特徴的なイオンが認

められた。帰属 をFig.12に 示す。

正イオ ンモー ドのFAB/Ms(Fig.11b)ス ペ ク ト

ルには

(i)分 子量 を示すイオ ン(ま たは偽分子イオ ン)

(ii)脱 水 を示すイオン

の2つ の特徴的 なイオ ンが観測 され る。

(i)の 偽 分子イオンは,化 合物7bの 場 合,Fig.11

bに 示す ようにm/z739に[M十H]+の イオ ンとし

て観測 され,分 子量 は738と 確 認 され る。(ii)の 脱 水

を示すイオ ンは,化 合物7bの 場 合,m/z613に 観測

される。 このことは,Fig.13に 示 す ように偽分子イ

オ ンm/z739のB/E一 定 リンク ドスキャンスペ ク

トルか ら確認 され,ま た,m/z613のHR-FAB/MS

の測 定結果からも明 らかである。 したがって,化 合

物7bのm/z613の イ オ ンは,[MH-(H20)7]+と

帰 属され,化 合物7bの 水酸基の数が,7個 と判明す

る。

以上 の諸事実 な らびにNMRス ペ ク トル に基づ

いて構造 を決定 し,化 合物7bをhypsiziprenolAg

と命 名 した。他の関連化合物 について も同様 に構造

解析 を行 っ た結果,Fig.10に 示 す ように炭 素 数

40～70の イ ソプレノイ ドの同族体であることが判明

した。

なお,著 者 らは,Fig。10に 示 す化合物の構造解析

か ら,ポ リイソプレンポ リオール類の構造決定 を簡

単に行 うことがで きる情報を得た。その概略を下記

する。

(1)従 来NMRス ペ ク トルで は得 られなかった

イ ソプレノイ ドの数やイ ソプレノイ ドの配列

は,負 イオ ンモー ドのFAB/MSお よ びB/E

一定 リンク ドスキャン法によって容易に求 める

ことがで きる。

② ポリイソプレンポ リオールの水酸基の数 は,

正 イオンモー ドの[MH-(H20)。]+の フ ラグ

メン トイオンか ら計算することがで きる。

VIIお わ り に

キ ノ コ類 の機能性 分子 の構 造解 析 にお いて,

FAB/MSが 有効 な手法であることを示 した。また,

FAB/MSを 用 いることによって,上 述の化合物 の

構造特性 を探ることができる。すなわち,従 来 は化

合物 を誘導体化や分解 し,EI法 で測定 していたが,

本 方法ではそのままの状態で測定 できる。さらに正,

負 イオ ンモー ドによってそれぞれ異なる情報 を得 る

ことがで き,そ の情報を総合的に利用 して構造解析

が行 える。本方法 は上述の化合物以外 にも,核 酸や

ペプチ ド,タ ンパ ク質 の構造解析 にも適用 され,そ

の有用性が認 められている31--42>。
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