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１． はじめに 
ブナシメジ（Hypsizigus marmoreus）は，三重

県では松阪および南勢地域を中心に生産される主要

な食用きのこの 1 つであり，県内での年間生産量は

約 400ｔ（平成 18 年度）である（図 1）．これまで

の検討により，ブナシメジ子実体は，有望なメタボ

リック症候群予防素材の原料となる可能性が高いこ

とが明らかとなっている 1) 2)．また，生産量の約 1

割にあたる量の奇形や採り遅れ等による規格外品や

子実体収穫残滓（石づき部）が産業廃棄物として処

理されており処理が問題となっている．これらブナ

シメジ未利用部には，子実体同様の機能性成分が含

まれる可能性があり，有効利用することにより，環

境への負荷軽減も可能となる． 

一方，メタボリック症候群の増加により，消費者

の関心は健康維持・増進に集まっている．メタボリ

ック症候群の予防には，運動と食事の管理が重要な

要素であるが，「おいしいものを食べたい」という

本能や欲求を抑えてその予防に取り組むことは苦痛

を伴う．このため，日常の食生活に密着している食

素材を用いて病気予防・改善することが注目され，

様々な素材やサプリメントが開発されている 3)．日

常の（美味しい）食事にブナシメジ由来成分を積極

的に導入することにより，脂肪肝予防を始めとした

メタボリック症候群の発症予防が可能となる．また，

素材成分を商品化し提供することで，消費者ニーズ

にもマッチした商品開発が期待できる． 
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天然物および天然物由来物質を用いた脂質代謝

改善の研究に関しては，近年，様々な動物培養細

胞系を用いた研究が多く報告されている 4-8)．そこ

で本研究でも，マウス脂肪前駆細胞 3T3-L1 を用

いてブナシメジ石づき部の脂肪肝への効果につい

て検討した． 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
  図 1 ブナシメジ（Hypsizigus marmoreus） 

 

２． 原材料 
ブナシメジ石づき部は，(農)三重きのこ園で栽培

したブナシメジ収穫残滓から採取した．石づき部か

ら培地等の不要部を除去し，50℃で 24 時間乾燥後

に粉砕した粉末を，溶媒抽出用の材料として用いた．

溶媒抽出は，乾燥粉末重量に対して溶媒を 10 倍容

加え，熱水抽出は 90℃で 3 時間，65%エタノール抽

出は 60℃で 3 時間それぞれ抽出後に 60 メッシュろ

過，続いてφ1μmろ紙でろ過後に 40℃で真空乾燥し



て粉末化したものを脂質代謝評価用試料とした．マ

ウス脂肪前駆細胞 3T3-L1 は，（財）ヒューマンサ

イエンス振興財団から購入した． 

 
３． 実験方法 
３．１ 脂肪前駆細胞の培養及び脂肪細胞
への分化誘導 
マウス脂肪前駆細胞 3T3-L1 を用い，37℃，5%二

酸化炭素ガス濃度で，10%（v/v）ウシ胎児血清

（FBS），100u/mL ペニシリン（Pen），100u/mL

ストレプトマイシン（Str）を含有する Dulbecco’s 

modified Eagle’s 培地(DMEM)で 2日間予備培養し

た後，24 ウェルプレートに細胞を 1×105／ウェルの

密度で同培地に播種し，2 日間培養後，2.5μM デキ

サメタゾン，0.5mM 3-イソブチルキサンチン，10μM 

インシュリンを含有する上記培地で，2 日間脂肪細

胞への分化誘導処理を上記と同様の培養条件下で行

った．誘導処理後，培地を 10%FBS，Pen，Str 及

び 10μM インシュリンを含む DMEM 培地に交換

し，2～3 日毎に培地を交換しつつ，6 日間培養した．

ブナシメジ抽出物は各 2g を超純水 100mL に懸濁

し，分化誘導開始時に，培地中に異なる濃度で添加

し，細胞内中性脂肪（TG：トリアシルグリセロール）

蓄積量を測定した 4)．ブナシメジ抽出物の添加は，

フェノール硫酸法により測定し 9)，全糖量として換

算した． 

３．２ 細胞内 TG 蓄積量の評価 
24 ウェルプレート上の細胞をリン酸緩衝液生理

食塩水（pH7.2，PBS：phsphate buffer saline）で

洗浄後，10%ホルマリン液で一晩固定した後に 60%

イソプロパノール（v/v）に溶解したオイルレッド O

液に15分間浸漬して細胞内TGを染色した．染色後，

細胞を PBS で洗浄し，100%イソプロパノールを添

加してオイルレッド O を溶出させ，プレトーリーダ

ーを用いて 540nm での吸光度を測定し，細胞内 TG

蓄積量を評価した． 

３．３ ブナシメジ抽出物の分子量測定 
高速液体クロマトグラフ（HPLC，島津製作所

LC10）を用い，排除限界クロマトグラフィー

（SEC:Size Exclusion  Chromatography）により

ブナシメジ熱水抽出物及び65%エタノール抽出物の

水溶性画分に含まれる成分の分子量測定を行った．

分析カラムは Shodex OHpak SB-804 + HQ 

SUGAR KS-806 を用い，カラム温度 60℃で，溶離

液は 100mM NaCl を含む 50mM リン酸緩衝液

（pH7.2），流速 1.0mL/min で示差屈折計（RID），

紫外分光検出器（UV）により分析を実施した． 

 

４． 結果と考察 
４．１ ブナシメジ抽出物の 3T3-L1 細胞
による評価 
結果を図 2 に示す．ブナシメジ石づき熱水抽出物

あるいは65%エタノール抽出物を細胞に添加したと

ころ，細胞内 TG の蓄積が，濃度依存的に抑制され

ることを確認した．未添加の対照に比べ，熱水抽出

物及び65%エタノール抽出物を添加したときの細胞

内 TG 蓄積量（培地中の全糖濃度：60μg/mL）はそ

れぞれ約 83%，約 30%となり，65%エタノール抽出

物の方が優れていることが明らかとなった．65%エ

タノール抽出では，高分子の多糖やタンパク質は沈

殿する．このため，低分子化合物が熱水よりも 65%
エタノールにより高収率で抽出され，活性が高くな

ったと考えられる．この様に，ブナシメジ由来の脂

肪肝予防効果を示す成分は子実体と同様に 2)，未利

用部である石づき部にも含まれることが明らかとな

った． 

0

20

40

60

80

100

0 30 60 150
全糖濃度（μg/mL）

中
性
脂
肪
蓄
積
量
（%
）

熱水抽出物

65EtOH抽出物

 
図 2 ブナシメジ抽出物による細胞内脂質蓄積抑制

効果 

 
４．２ ブナシメジ抽出物の分子量測定 
ゲルろ過により65%エタノール抽出物の水可溶性

画分の分子量を検討したところ，分子量 10kDa 以下

の低分子物質であることが示唆された（図 3，図 4）．
これまでの研究では，ブナシメジが有する脂肪肝予

防効果を示す成分に関しては明らかにされていなか

ったが，今回の検討により，その成分は親水性で比



較的低分子量であると考えられ，4.1 での細胞内中

性脂肪蓄積抑制に関する知見を支持する結果が得ら

れた． 
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図 3 排除限界クロマトグラフィー（SEC）による

ブナシメジ熱水抽出物の分析 
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図 4 排除限界クロマトグラフィー（SEC）による

65%ETOH抽出物の分析 

 

５． まとめ 
ブナシメジ抽出物について，マウス脂肪前駆細胞

3T3-L1 を用いた細胞評価系で細胞内 TG 蓄積抑制

効果を検討した．ブナシメジ石づき熱水抽出物及び

65%エタノール抽出物を細胞評価系に添加したとこ

ろ，細胞内 TG 蓄積量（培地中の全糖濃度：60μg/mL）
は，抽出物未添加の対照に比べ，それぞれ約 83%，

約 30%となり，65%エタノール抽出物の方が細胞内

TG 蓄積抑制効果が優れていることが明らかとなっ

た．また，ゲルろ過により，65%エタノール抽出物

に含まれる水溶性画分の分子量を検討したところ，

分子量 10kDa 以下の低分子物質であることが明ら

かとなった． 
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