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研究成果の概要（和文）：霊芝はマンネンタケ科のキノコで、一般的に万年茸（マンネンタケ）と呼ばれている。霊芝
から特徴的な成分としてさまざまな多糖類やトリテルペノイドが単離されている。霊芝に含有されるトリテルペノイド
類の、特に活性成分の一つとして見いだされたganoderic acid DMは高い抗男性ホルモン活性ならびに破骨細胞分化抑
制活性を示した。本化合物の標的生体分子を明らかにすることにより、メカニズム解明の切り口とすべく、本化合物を
結合させたナノ磁性ビーズを用いて、標的タンパク質の探索を行い、β-tublinと特異的に相互作用することを見いだ
した。

研究成果の概要（英文）：The fungus Ganoderma lingzhi (Reishi, Mannentake, or Lingzhi) has been used for 
centuries in East Asia to treat various human diseases. Up to now, over 120 kinds of triterpenoids have 
been isolated from the genus Ganoderma. We have investigated anti-androgen effect and the inhibitory 
effects of osteoclastic differentiation of triterpenoids isolated from this mushroom in vitro. Ganoderic 
acid DM showed anti-androgenic activity which showed potent 5α-reductase inhibiting effect. Also, 
ganoderic acid DM inhibited the osteoclastic differentiation, which responding to receptor activator of 
NF-κB ligand (RANKL) and a tumor necrosis factor α (TNF-α). These results led us to investigate the 
target molecule of ganoderic acid DM by using affinity bead method. In this study, beta-tublin is 
identified as one of the target molecule of ganoderic acid DM in LNCaP cells. This result should be very 
helpful in elucidating the unsolved function of Ganoderma mushroom.

研究分野： 森林圏生理活性科学、林産学、木材化学

キーワード： 霊芝　Ganoderma　トリテルペノイド　標的タンパク質　チューブリン　ケミカルバイオロジー　ganode
ric acid DM　マンネンタケ
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１．研究開始当初の背景 
日本は、超高齢化社会の到来とともに、医

療費自己負担率増、日本経済状態の悪化に加
えて高価な医薬品による医療経済の崩壊が
懸念されている。さらに、新型インフルエン
ザの流行のみならず、精神疾患・ガン・HIV・
感染症等複雑かつ難病の増大に加えて、合成
医薬品の副作用が問題となっている。現在ほ
ど、安価で安全な効果を有する天然素材によ
る治療・予防法（セルフメディケーション）
の開発が望まれている時代は過去にはない
ように思える。さらに、2015 年度より消費
者庁へ届け出を行うことにより、機能性を部
分的に表示できる機能性表示制度も開始さ
れ、天然素材による健康増進の機運が一段と
高まっているのが現状である。 
霊芝（レイシ）（Ganoderma lingzhi）はマ

ンネンタケ科のキノコである（図 1）。霊芝は
一般的にマンネンタケ科の万年茸（マンネン
タケ）を指し、他に門出茸、仙草、吉祥茸、

赤芝、紫芝、黒芝、青芝、白芝、黄芝などと
呼ばれている。天然品は希少であるが、最近
は、人工栽培も可能となってきている。古く
から、和漢薬、民間薬（生薬、煎薬）の上薬
（神薬、仙薬）にランクされ、その煎薬（エ
キス）には、数々の薬効が伝承されてきてい
る。特に癌に効くキノコとして珍重されてき
た。中国の後漢の時代（25-220）にまとめら
れた『神農本草経』に命を養う延命の霊薬と
して記載されて以来、中国ではさまざまな目
的で薬用に用いられてきた。その効能を裏付
けようと多くの基礎研究が実施されており、
世界中で霊芝の薬理活性に関する研究は、近
年、劇的に増大している（Web of Science 検
索では、2000 年時点では、本キノコの薬理
活性に関する論文は、年間僅か 20 報である
が、2015 年は年間 140 報）。薬理活性につい
て、培養細胞や実験動物を用いた研究では抗
癌作用、免疫賦活作用、血小板抗凝固作用な
どが報告されている。まさに、名実共に、多
機能性天然素材としての地位を確立しつつ
ある。しかしながら、「なぜかくも様々な効
能があるのだろうか」という問いについては、
我々を含め、誰も、明確に答えることができ
ない。その疑問への問いかけこそが、我々を、
霊芝研究に駆り立てるのである。なお、本プ
ロジェクト遂行に至るこれまでの結果の詳
細については、既報の総説を参照願いたい 1-3)。 
霊芝の子実体は木質で食用には適さないた

め、古来より、子実体を適当な大きさに切り、
熱水もしくはアルコールで抽出した液が服
用されてきた。熱水およびアルコールで抽出
する際に、ほのかな霊芝特有の香りを感じる
が、その際の主な揮発性物質は様々な低分子
ケトン類とラクトン類、テルペノイド類であ
ることが知られている。特に、主要成分とし
て は 、 trans-anethol, R-(-)-linalool, 
S-(+)-carvone and α-bisabolol などが報告
されている 4)。しかし、それらのモノテルペ
ノイド系の化合物ではなく、さらに分子量が
大きく、酸素置換されているラノスタン骨格
を有するトリテルペノイド類を有すること
が霊芝の大きな特徴である。 
霊芝を化学成分的に見ると特徴的な成分

としてさまざまな多糖類（β-グルカンなど）
やトリテルペノイドが単離されている 5)。β-
グルカンは、免疫を高める成分として抗腫瘍
作用の報告は多い。β-グルカンにはマクロフ
ァージ・T 細胞・ナチュラルキラー（NK）
細胞・補体系などの免疫増強にかかわる種々
の免疫細胞を活性化する作用が証明されて
いる。動物実験では、経口投与でβ-グルカン
が免疫増強作用を示し、β-グルカンの分子量
や構造がその活性に影響することが知られ
ている。霊芝の子実体から単離されたトリテ
ルペノイドは 120 種を超え、薬理研究から肝
臓保護、解毒、抗酸化、抗菌、血糖降下、抗
HIV とヘルペスウイルス、腫瘍細胞抑制、前
立腺肥大改善効果、骨密度低下抑制効果１－３）

などの作用があることが示されている。 
 
２．研究の目的 
上記背景で述べたように、霊芝は、前立腺

肥大抑制効果ならびに骨密度低下抑制効果
を示す。その活性成分として霊芝特有の含有
成分であるラノスタン型トリテルペノイド
が関与していることが示唆され、一連の単離
化合物を用いた検討により、ganoderic acid 
DM が、鍵化合物として機能していると考え
られた。霊芝には、120 種以上のラノスタン
型トリテルペノイドが報告されており、それ
らが様々な機能を有している。それらのトリ
テルペノイドが総体として、様々な薬理活性
に関与していることは間違いないが、まずは、
その中の一つ一つのトリテルペノイドの標
的生体分子の同定をドライビングフォース
とした薬理活性発言メカニズムの解明を目
指すことにした。まずは、ganoderic acid DM
に着目し、本化合物の標的分子同定への挑戦
から、メカニズム全貌解明への切り口とした
い。 

 
３．研究の方法 
３－１ Ganoderic acid DM 誘導体の前立
腺ガン LNCaP 細胞の増殖に及ぼす影響 
３－２ Ganoderic acid DM 固定化 FG ビー
ズの作製 
３－３ Ganoderic acid DM の標的生体分
子の同定 

 

図１ 霊芝の子実体 



 
の流れで研究を実施した。方法の詳細も含め
て、結果及び考察を下記に示す。 
 
４．研究成果 
４－１ Ganoderic acid DM 誘導体の前立
腺ガン LNCaP 細胞の増殖に及ぼす影響 
我々は既に、霊芝からは、20 種以上のトリテ
ルペノイドを単離し、前立腺ガン細胞の増殖
に及ぼす影響を検討した。興味深いことに、
ganoderic acid DM は、強い細胞増殖抑制効
果を示した。他のトリテルペノイドは、
ganoderic acid DM の構造に類似しているに
もかかわらず、ganoderic acid DM のような 
 

 
強い前立腺ガン細胞の増殖抑制効果を示さ
なかった。構造活性相関を確認するために、
ganoderic acid DM から、構造が類似した化
合物を調製した（図２）。これらの化合物を
前立腺ガン細胞の増殖抑制効果を確認した
ところ、ganoderic acid DM と ganoderic 
acid DM のメチルエステルは顕著な細胞増
殖抑制効果を示した。26 位のカルボニル基を
水酸基に還元した化合物は、前立腺ガン細胞
の増殖抑制が若干低下したものの、3 位のカ
ルボニル基を水酸基に還元した化合物には、
前立腺ガン細胞の増殖抑制を示さなかった。
これらの結果から、26 位のカルボキシル基以
外の構造が前立腺ガン細胞の増殖抑制活性
に関与している可能性が示された。このこと
は、以下に述べるプローブ設計において極め
て有利な知見であった。即ち、カルボキシル
基をリンカーとして何らかに結合して、本官
能基をブロックしたとしても、標的分子探索
プローブとして機能することを示している。 
しかしながら、二点確認する必要がある。

一つは、なぜ、ganoderic acid DM のメチル
エステルが強い細胞増殖抑制活性を示した
か、そして、もう一つは、ganoderic acid DM
はその構造のままで、標的生体分子と相互作

用しているかどうかである。そこで、
ganoderic acid DM ならびにメチルエステル
の細胞培養系での動的挙動を HPLC 分析に
よって検討することとした。 
そこで、前立腺ガン LNCaP 細胞を用いて、

HPLCによる細胞内のganoderic acid DMメ
チルエステルと ganoderic acid DMの定量分
析を行った。 
種々の濃度において、ganoderic acid DM

を LNCaP 細胞培養系で培養し、培地と細胞
を分けそれぞれを逆相 HPLC 分析に供した。
さらに、培地のみでの添加化合物の安定性に
ついても検討した（図３）。各添加濃度にお
いて、ganoderic acid DM（Rt：6.1 分）は 
培地、細胞の培養液と細胞から検出され、
ganoderic acid DM 以外の代謝物は検出され
なかった。即ち、ganoderic acid DM は、本
構造を保持したまま細胞培養系内に存在し、

細胞内の何らかの分子と相互作用している
ことが示唆された。さらに、ganoderic acid 
DM メチルエステルにおける逆相 HPLC 分
析結果を図 4に示した。各添加濃度において、
培地と細胞培養液から ganoderic acid DMメ
チルエステル（Rt：14.5 分）が検出された。
しかし、興味深いことに、細胞からは、
ganoderic acid DM メチルエステル由来のピ
ークは検出されなかった。Ganoderic acid 
DM メチルエステルの代わりに、Rt＝6.1 分
の新たなピークが検出された。本ピークは、
標品と Rt ならびに UV 吸収スペクトルとの
比較から ganoderic acid DMであることが確
認された。これらの結果から、ganoderic acid 
DM メチルエステルは前立腺ガン細胞に取り
込まれ、加水分解され、細胞内で ganoderic 
acid DM に変換され、前立腺ガン細胞の増殖
抑制活性に関わっていることが示唆された。
前立腺ガン細胞増殖抑制の結果から、
ganoderic acid DMメチルエステルの IC50は
5 M であったのに対して ganoderic acid 
DM の IC50は 40 M であった。よって、

図 2 Ganoderic acid DM 誘導体 
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図 4 Ganoderic acid DM メチルエステルを
LNCaP 細胞培養系に添加した際の挙動 

 

A
U

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

分
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00

細胞の培養液 

培地 

細胞 

図 3 Ganoderic acid DM を LNCaP 細胞
培養系に添加した際の挙動 



ganoderic acid DM をメチルエステル化した
ことにより疎水性の化合物へと物性が変化
し細胞内に取り込まれやすくなったことで
効率的に標的タンパク質に結合し、活性発現
が誘導されたことを考えられた。さらに、他
の細胞においても同様な挙動が観察される
かを検討したところ、B16 細胞と破骨細胞で
の実験で、同様な結果を得られた。以上の
ganoderic acid DM ならびに誘導体を用いた
動的挙動解析検討によって、ganoderic acid 
DM は側鎖構造以外の構造、すなわちラノス
タン骨格由来多環構造を介して、細胞中の特
定の分子と特異的に結合していることが予
想された。そこで、さらに、ganoderic acid 
DM の細胞増殖抑制機構を解明するために、
ganoderic acid DM と結合する標的分子の同
定を試みた。 
 
4－2  Ganoderic acid DM 固定化 FG ビー
ズの作製 
 

FG ビーズ表面はポリグリシジルメタクリ
レート（ポリ GMA）で被覆され、GMA は官
能基であるエポキシ基を持っている。したが
って、エポキシ基を介して ganoderic acid 
DM を FG ビーズに固定化できる。ただし、
ganoderic acid DM は低分子化合物であるた

め、ビーズに直接固定化すると、両者の間隔
がきわめて狭いので立体障害が起こり、目的
とするタンパク質が回収されない場合があ
る。それを防ぐために、両者間のスペースを
確保するためのリンカーとして EGDE（エチ
レングリコールジグリシジルエーテル）を用
いた。固定化の際は、ganoderic acid DM の
活性発現に関与しない官能基を介してリン
カーに固定化する必要がある。上記 3－1 か
ら、ganoderic acid DM の 26 位のカルボキ
シル基以外の構造が、活性発現構造として機
能し、前立腺ガン細胞の増殖抑制活性に関与
していることが示されたため、26 位のカルボ
キシル基を利用して NH2 ビーズへの固定化
を行った（図 18）。Ganoderic acid DM を固
定化した FG ビーズはアフィ二ディ FG ビー
ズとして、ganoderic acid DM に対する標的

タンパク質の探索に用いることとした。 
 

4－3 Ganoderic acid DM の標的生体分子の
同定 
 
Calbiochem ProteoExtract Subcellar 

Proteome Extraction Kit を用いて、前立腺
ガン LNCaP 細胞を細胞質、細胞膜、細胞核
に分画した。上述の ganoderic acid DM をア
フィニディ FG ビーズに結合させプローブと
し、前立腺ガン細胞の各画分と混合し、FG
ビーズと結合する ganoderic acid DMと結合
するタンパク質を回収した後、磁石を用いて
ganoderic acid DM と結合する FG 磁性ビー

ズを取り除き、目的タンパク質を回収した。
回収されたタンパク質を一次元ゲル電気泳
動に供し、分画後、特異的スポットを切り出
した。LC-MS 分析によりタンパク質を解析
し、ライブラリー検索を行い、ganoderic acid 
DM のターゲット生体分子の同定を試みた。 
具体的には、図6に示したようにganoderic 

acid DM のカルボキシル基を介して固定化
した FG ビーズを用いて、前立腺ガン細胞由
来のタンパク質画分から標的タンパク質の
分離を行った。 
前立腺ガン細胞由来の細胞核と細胞骨格分
画は、構造活性相関結果を勘案し、26 位を介
する ganoderic acid DM 固定化 FG ビーズと
混合した。細胞核と細胞骨格分画から標的タ
ンパク質の結合は検出されなかった（データ
未掲載）。一方、細胞質と細胞膜分画の熱溶
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図 7 電気泳動による標的タンパク質の検出 



出で、ganoderic acid DM 固定化量を、0、2、
10 mM と増加させることで特異的と思われ
るタンパク質のバンドが増加していること
が判明した（図 7）。 
熱溶出の細胞質画分と細胞膜画分から特

異的なタンパク質のバンドを切り出し、
LC-MS/MS で分析を行った。LC-MS/MS で
得た MS/MS スペクトルのすべてのプロダク
トイオン測定データを用いて、Mascot デー
タベース検索を行った。細胞質画分から微小
管の主要タンパク質であるβ-チュ－ブリン
が検出された（Total score 1253）。細胞膜画
分からは、数多くのタンパク質が検出され、
非特異的結合タンパク質の存在も示唆され
るために、本検討においては、標的タンパク
質の同定には至らなかった。 
チューブリンは、分子量約 5 万のα-チュー

ブリンとβ-チューブリンがあり、これらが 1
個ずつ結合したチューブリンダイマーが直
線上に重合し、微小管のプロトフィラメント
を構成する。このプロトフィラメントが管状
に 11-16 本程度結合したものが微小管であ
る。チューブリンは GTP 結合タンパク質で
あり、GTP の結合・加水分解により微小管の
伸長と短縮が調節される。また中心体にはγ
-チューブリンがあって微小管形成において
重要な役割を演じている。Ganoderic acid 
DM は前立腺ガン細胞のチューブリンに結合
して重合を阻害し微小管の形成を妨げ、細胞
分裂を阻害することにより、前立腺ガン細胞
の細胞増殖を抑制していることを示唆され
た。これまでに、チューブリンを標的とする
分子としては、コルヒチンやタキソールが知
られている。コルヒチンは、ビンカアルカロ
イドの一種であり、痛風に用いられる。本化
合物は、チューブリンに結合して重合を阻害
し、微小管の形成を妨げることが分かってい
る。また、タキソールは、逆に、微小管が重
合した状態でより安定にすることで細胞の
有糸分裂を停止させアポトーシスへ導くこ
とが知られている。 
本プロジェクトにおいて、今回、新たに、

ganoderic acid DM が、β-チューブリンを標
的分子とすることが判明し、霊芝の多機能性
薬理活性発現機構解明に繋がるのみならず、
これまでに報告されていない新しいタイプ
のチューブリン作用物質として、創薬リード
になることも期待される。 
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