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This study aimed to develop a new processing method for the eŠective use of rice shochu distillation remnants. We
examined the inhibitory eŠects on the growth of human lung carcinoma cells in the medium of rice shochu distillation
remnants with various fungi. Interestingly, high inhibitory eŠects on the growth of human lung carcinoma cells in the
medium of rice shochu distillation remnants with Aspergillus oryzae were obtained, although no inhibitory eŠect was
observed in the case of synthetic medium. We therefore fractionated the medium of rice shochu distillation remnants
with A. oryzae using anion-exchange and reverse-phase chromatography. Furthermore, we attempted to determine the
chemical structure of compounds that showed high inhibitory eŠects on the growth of tumor cells. The chemical struc-
ture of 1-hydroxy-6-(1-methylpropyl)-3-(2-methylproryl)-2(1H)-pyrazinone was revealed on the basis of liquid and gas
mass spectroscopies. This compound should be completely safe based on toxic test results using model mice.
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緒 言

近年，環境保全の見地から，バイオマスの有効利

用やリサイクルが推進されており，食品工場由来バ

イオマスについて多くの知見が得られている．1)バ

イオマスの特性を利用した健康飲料も製造され，例

えばモロミ酢2)のように一定の市場を得たものもあ

る．焼酎は，年間数十万トンが製造され，同量の焼

酎蒸留粕が廃液として排出している．処理・処分方

法，又は有効利用法の開発が早急に求められてお

り，これまで焼酎粕の有効利用に関する研究が多数

報告されている．3―6)また，医薬品への有効利用に

関する研究も行われている．7,8)最近，焼酎粕そのも

のの培養がん細胞に対する抗腫瘍効果が報告され

た．9―11)本研究では，微生物を利用して，バイオマ

ス中に抗腫瘍性物質を生産させ，医薬品の開発に資

することを目的としている．上岡らは既に，リポ

ソームのみによる in vitro での顕著ながん細胞増殖

抑制効果を，12,13)また in vivo での担がんマウスの

延命効果14―16)及び臨床への応用を報告してい

る．17,18)さらに，リポソームをドラッグデリバリー

システムのキャリアーとして用い，in vitro での治

療効果を得ている．19)今回は，米焼酎粕を培地とし

て種々の微生物を培養後，がん細胞増殖抑制効果を

in vitro で検討し，がん細胞増殖抑制効果を有する

物質を見出し，その物質の化学構造を決定した．さ

らに，動物を用いた急性毒性試験により安全性を確

認した．

実 験

1. 培地 米焼酎蒸留粕を 2500×g，20 分間遠

心分離後，上澄液をバッフル付き三角フラスコに入

れ，薄型タイプのシリコン栓を付けて，121°C，15

分間オートクレープ滅菌し培地とした．

2. 微生物の培養 Aspergillus kawachii（焼酎

用実用株），Aspergillus oryzae（みそ用実用株），

Aspergillus oryzae（醤油用実用株），Aspergillus
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awamari (NRBC 4033), Mucor pusillus (Rhizomu-

cor pusillus, NRBC 4580), Penicillium notatum

(Penicillium chrysogenum, NRBC 4640), Rhizopus

delemer (Rhizopus oryzae, NRBC 4698), Monascus

pilosus (NRBC 4520), Monascus purpureus (Monas-

cus anka, NRBC 4478）を微生物として用いた．

胞子の状態で保存されている菌株スラントから各

菌株の胞子を 0.9％滅菌生理食塩水に懸濁し，1×

105 cells/ml の初濃度で培地に植菌し，30°C，160

rpm で振とう培養を行った．培養液を凍結乾燥

後，リン酸緩衝液で再懸濁してろ過除菌した後，細

胞試験に用いた．3 種類の合成培地（Czapek Dox

培地，Malt 培地，Sabouraud 培地）についても，

同条件で培養を行った．

3. がん細胞増殖抑制効果 ヒト肺がん細胞

（RERF-LC-AI），繊維芽細胞悪性転換株（VA-13）

及び正常ヒト 2 倍体繊維芽細胞（WI-38）は理化学

研究所細胞開発銀行より購入したものを用いた．細

胞の培地として，RERF-LC-AI, WI-38 には DMEM

(＋10％FBS），VA-13 には MEM-a(＋10％FBS）を

用いた．

がん細胞増殖抑制効果は，酵素活性測定法である

WST-1 assay 法20)により評価した．対数増殖期にあ

る細胞をトリプシン処理し，細胞懸濁液を 1×105

cells/ml に調製して 100 ml/well で 96 ウェルプレー

トに播種した．37°C，CO2 濃度 5％，湿度 95％の

条件下で 24 時間，前培養を行い，試料を 10 ml/

well 添加して 48 時間本培養を行った．Cell count-

ing Kit（同仁化学研究所）を用いて WST-1 試薬を

10 ml/well 添加後 3 時間培養し，450 nm の吸光度を

分光光度計により測定した．細胞増殖抑制効果は，

対照として緩衝液を添加した場合の吸光度 Acontrol

及び試料を添加した場合の吸光度 A から，細胞増

殖抑制効果(％)＝(1－A/Acontrol)×100 として算出

し，評価した．

4. 耐熱性及び pH 安定性の評価 抗腫瘍活性

を有する培養液を 25―90°C の温度で 1 時間保温

し，冷却後に VA-13, WI-38 で細胞試験を行い，抗

腫瘍性成分の耐熱性を評価した．

また，抗腫瘍活性を有する培養液の凍結乾燥物を

各 pH（4.0―8.0）の緩衝液で再懸濁し，一晩放置

後，凍結乾燥してリン酸緩衝液で再溶解して試料と

した．VA-13, WI-38 で細胞試験を行い，抗腫瘍性

成分の pH 安定性を評価した．

5. ゲルろ過クロマトグラフィー カラムは

Sephacryl TMS-200 (Amersham Biosciences, 50 mm×

950 mm, 1800 ml 容）を用い，20 mM リン酸緩衝液

（pH 7.0）で平衡化した．培養液 60 ml をロードし，

移動相 20mM リン酸緩衝液（pH 7.0，流速 8.0 ml/

min）で溶出した．溶出液は 30 ml ずつ分取し，各

5 倍濃縮した試料について細胞増殖抑制効果を測定

した．

6. 陰イオン交換クロマトグラフィー 10 mM

リン酸緩衝液（pH 7.0）で平衡化した陰イオン交換

体カラム Q SepharoseTM Fast Flow (Amersham

Biosciences, 26 mm×400 mm, 200 ml 容）にゲルろ

過クロマトの活性画分濃縮液 30 ml をロードし，20

mM リン酸緩衝液 500 ml (pH 7.0，流速 5.0 ml /

min）で溶出後，0.15 MNaCl 添加 20 mM リン酸緩

衝液で 500 ml（pH 7.0，流速 5.0 ml/min）溶出し

た．溶出液は 30 ml ずつ分取し，各フラクションの

細胞増殖抑制効果について肺がん細胞（VA-13）と

肺正常細胞（WI-38）を用いて測定した．各画分の

全糖濃度をフェノール硫酸法により，タンパク濃度

を Protein assay Kit (Bio Rad）を用いて測定した．

7. 逆相クロマトグラフィー 10 mM リン酸緩

衝液（pH 7.0）で平衡化した ODS-AQ 120-S50

(YMC, 40 ml 容）を用い，陰イオン交換クロマト

の活性画分濃縮液をロードし，10 mM リン酸緩衝

液（pH 7.0）とエタノール 99.5％のステップグラ

ジエント法（流速：1.0 ml/min）により溶出した．

280 nm 及び 250 nm の吸光度を測定し，画分はエ

タノール除去後に肺がん細胞（VA-13）と肺正常細

胞（WI-38）を用いて細胞増殖抑制効果を評価した．

8. 抗腫瘍性成分の同定 逆相クロマトグラフ

ィーで分画された活性画分の吸収スペクトルを分光

光度計（V-560, JASCO）を用いて測定した．また，

赤外吸収スペクトルを FTIR (700, JASCO）を用い

て KBr 法により測定した．抗腫瘍性成分の分子量

を液体クロマト質量分析計（1100MSD, HEWLETT

PACKARD）により推定した．分子量情報を基に，

ガ ス ク ロ マ ト 質 量 分 析 計 （ 5890, HEWLETT

PACKARD）による測定とライブラリ検索により

化合物を同定した．

9. 抗腫瘍性成分の安全性試験 精製操作のゲ

ルろ過クロマトグラフィーで得た活性画分について
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Fig. 1. Inhibitory EŠects on the Growth of RERF-LC-AI
Cells in the Medium of Rice Shochu Distillation Remnants
with Various Fungi

Fig. 2. Inhibitory EŠects on the Growth of RERF-LC-AI
Cells in the Medium of Rice Shochu Distillation Remnants
with Aspergillus oryzae

Fig. 3. Temperature Dependence of Inhibitory EŠects on the
Growth of VA-13 and WI-38 Cells in the Medium of Rice
Shochu Distillation Remnants with A. oryzae

359No. 5

のマウスを用いた急性経口毒性試験（限度試験）を

財団法人日本食品分析センターで実施した．6 週齢

のマウス雄雌各 5 匹に，培養液活性画分を 20 ml/

kg の投与量で強制単回経口投与を行い，投与後 14

日間の対照群（水投与）との体重の比較，経過観察

を行った．観察終了後解剖検査を行った．

結 果 と 考 察

1. 糸状菌培養液の抗腫瘍活性 9 種類の糸状

菌を米焼酎粕培地で培養し，まず，植菌後 7 日目の

培養液のがん細胞に対する増殖抑制効果を検討し

た．結果を Fig. 1 に示す．図から明らかなように，

醤油用麹菌 Aspergillus oryzae (A. oryzae）の培養

液がヒト肺がん細胞（RERF-LC-AI）に対して顕著

な増殖抑制効果を示した．次に，麹菌培養液のがん

細胞増殖抑制効果の経時変化を検討した．結果を

Fig. 2 に示す．図から明らかなように，7 日目に増

殖抑制効果が急激に増大した．麹菌体は約 3 日後ま

で増殖し，以後定常期になるが，菌体が増殖したあ

とに培養液の pH が上昇し，酸性から中性へと変化

した．麹菌の液体培養時の培養液の pH 上昇につい

ては，森村らは生産されたプロテアーゼによる菌体

自己消化により引き起こされると報告している．21)

本実験においても，pH 上昇後にがん細胞増殖抑制

効果が増大したことから，細胞増殖抑制物質は，菌

体内に生産された酵素による菌体自己消化の結果，

生産された可能性が高いと考える．

一方，醤油用麹菌 A. oryzae を合成培地で 7 日間

培養した培養液のがん細胞増殖抑制効果を比較のた

めに検討したところ，用いた 3 つの合成培地（Cza-

pek Dox, Malt, Sabouraud）においては，いずれの

場合にもがん細胞増殖抑制効果は認められなかっ

た．このことから，本研究で用いた米焼酎粕は，特

異的にがん細胞増殖抑制効果を有する物質を生産す

る培地であることが明らかになった．

2. 熱及び pH に対する安定性 醤油用麹菌

は，米焼酎粕からがん細胞増殖抑制効果を有する物

質を生産することが明らかになった．そこで，次に

熱及び pH に対する安定性を検討した．この試験に

は，肺がん細胞（VA-13）及びコントロールとして

肺正常細胞（WI-38）を用いた．Figure 3 に常温か

ら 90°C までの熱安定性を検討した結果を示す．90
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Fig. 4. pH Dependence of Inhibitory EŠects on the Growth
of VA-13 and WI-38 Cells in the Medium of Rice Shochu
Distillation Remnants with A. oryzae

Fig. 5. Inhibitory EŠects on the Growth of VA-13 and WI-38 Cells after the Incubation in the Medium of Rice Shochu Distillation
Remnants with Aspergillus oryzae fractionated by Anion-exchange Chromatography

360 Vol. 126 (2006)

°C でも効果は保持され，耐熱性を有することが確

認できた．また，がん細胞に対する増殖抑制効果に

比べ，正常細胞に対する効果は 3 分の 1 以下に抑え

られており，がん細胞に優位に作用する抗腫瘍性物

質を含有することが示された．一方，pH について

は，Fig. 4 に示したように，pH 4―8 の pH 域では

pH の影響を受けないことが明らかになった．

3. 抗腫瘍活性成分の精製 培養液に含まれる

抗腫瘍活性を示す成分を明らかにするために，培養

液からの精製を試みた．まず，培養液をゲルろ過ク

ロマトグラフィーで分画し，細胞試験によりがん細

胞増殖抑制効果を有する画分を分取した．次に，陰

イオン交換クロマトグラフィーにて分画した．結果

を Fig. 5 に示す．陰イオン交換樹脂に非吸着の画

分をフラクション No. 17 まで分画し，その後 150

mMNaCl を含むリン酸緩衝液で溶出した．非吸着

画分のフラクション No. 13―14 において，高い増

殖抑制効果が得られた．吸着画分では，逆に正常細

胞の増殖を抑制する成分が溶出されていた．細胞増

殖抑制効果を有する画分では，280 nm の吸光度の

ピークはみられたが，タンパク質や糖は極めて低い

濃度でしか存在せず，抗腫瘍性成分がそれらの成分

ではないことが示唆された．フラクション No. 13

―14 を濃縮して，逆相クロマトグラフィーに供し

た結果を Fig. 6 に示す．250 nm の吸光度にピーク

がみられた画分を P1, P2, P3, P4 の 4 つに分け，エ

タノールを除去して細胞実験に供したところ，エタ

ノール 50％溶液による溶出画分 P4 において 75％

の高いがん細胞増殖抑制効果が得られた．また，

P4 画分は正常細胞に対して 25％の抑制効果を示し

た．そこで，動物を用いた安全性をさらに検討した．

4. 抗腫瘍活性成分の同定 がん細胞増殖抑制

成分の同定を行うため，紫外可視吸光スペクトルを

測定したところ，340 nm 付近に最大吸収がみられ

た．Figure 7 に赤外吸収スペクトルを示す．特性吸

収として，3400 cm－1 に OH 伸縮振動，2960 cm－1

に CH 伸縮振動，1640 cm－1 に C＝O 伸縮振動，

1540 cm－1 に C＝N 伸縮振動，1380 cm－1 に CH

変角振動，1080 cm－1 に OH 変角振動が得られ

た．液体クロマト質量分析の結果，ベースピークと

して m/z＝225.4(M＋H）が検出されたので，当該

物質の分子量は 224 であると推定された．これらの

情報を基に，ガスクロマト質量分析計によりマスス

ペクトルを測定した．Figure 8 に示したように，
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Fig. 6. Inhibitory EŠects on the Growth of VA-13 and WI-38 Cells after the Incubation in the Medium of Rice Shochu Distillation
Remnants with Aspergillus oryzae fractionated by Reverse Phase Chromatography

Fig. 7. IR Spectrum of Active Compound

Fig. 8. GC Spectra of Active Compound (A) and 1-Hydroxy-6-(1-methylpropyl)-3-(2-methylproryl)-2(1H)-pyrazinone (B)

361No. 5
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Fig. 9. Chemical Structure of 1-Hydroxy-6-(1-methylpropyl)
-3-(2-methylproryl)-2(1H)-pyrazinone

Fig. 10. HPLC of Rice Shochu Distillation Remnants (A), the Medium of Rice Shochu Distillation Remnants with Aspergillus ory-
zae (B), and Fraction of Active Compound (C)

362 Vol. 126 (2006)

MS: m/z 224(M＋, 15), 182(100), 207(64), 137

(41), 153(32), 165(19）のフラグメントが得られ

た．ライブラリ検索を行った結果，マススペクトル

の一致により当該物質が 1-hydroxy-6-(1-methyl-

propyl ) -3- ( 2-methylproryl ) -2 ( 1H ) -pyrazinone22)

(Aspergillic acid）である可能性が明確になった

（Fig. 9）．分子量がジペプチド程度の大きさである

ことから，腸管に問題なく吸収されると考えられる．

Aspergillic acid は， Aspergillus 属の培養によ

り，ロイシンとイソロイシンから合成されると報告

されている．23)米焼酎粕は，合成培地と比べてこれ

らのアミノ酸を豊富に含有しており，Aspergillic

acid の生成に有用であったと考えられる．

5. 抗腫瘍活性成分の定量 Aspergillic acid の

生産性をチェックできるように，液体クロマトグラ

フィーによる分析法を検討したところ，次の条件で

Aspergillic acid の分析が可能であった．

カラム；ODS カラム（40°C），移動相；A 液（10

mM リン酸緩衝液）と B 液（メタノール：アセトニ

トリル：水＝9：9：2）のグラジエント送液，1 ml/

min，検出波長；UV280 nm．この方法により，米

焼酎粕，それを培地に用いた麹菌培養液，今回精製

された試料を分析した結果を Fig. 10 に示す．3 つ

のクロマトグラムから，Aspergillic acid は米焼酎粕

に含まれていた物質ではなく，麹菌培養による生産

物である可能性を確認できた．

6. 抗腫瘍活性成分の安全性 Aspergillic acid

等ピラジン環化合物は，麹菌が生産する抗菌性物質

としての報告24)がある．本研究では，Aspergillic

acid の抗腫瘍活性を見い出したが，正常細胞への

影響も若干あったため，飲食品への応用を考える場

合は生体への安全性の確認が不可欠である．そこ

で，マウスを用いた急性経口毒性試験を委託して実

施した．がん細胞 VA-13 に対して 80％以上の抗腫

瘍活性を有し，正常細胞 WI-38 に対しては 25％の
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細胞増殖抑制活性を有した試料をさらに 10 倍濃縮

して，マウスに経口投与して 14 日間の経過観察を

行った結果，観察期間中に死亡例，異常はみられ

ず，水を投与した対照群と比較して体重値に差はみ

られなかった．また観察終了時の剖検においても異

常はみられなかった．以上のことから，Aspergillic

acid の安全性が明らかになった．

結 言

焼酎粕の有効利用及びリサイクル技術の開発を目

指し，米焼酎粕による抗腫瘍性物質の探索を行い，

次のような興味ある知見が得られた．

1) 米焼酎粕で醤油用麹菌 Aspergillus oryzae を 7

日間以上振とう培養後，培養液を用いてヒト肺

がん細胞に対する増殖抑制試験を行ったとこ

ろ，高い抑制効果が得られた．このことから，

培養中に抗腫瘍性物質が生産されたことが示唆

された．合成培地を用いた場合は，抑制効果は

得られず，米焼酎粕から生産されたことが明ら

かになった．

2) 抗腫瘍性物質を各種クロマトグラフィーを利用

して培養液中から分離精製し，1-Hydroxy-6-

(1-methylpropyl) -3-(2-methylproryl) -2(1H) -

pyrazinone (Aspergillic acid）である可能性を

明らかにした．

3) 液体クロマトグラフィーにより，この物質が麹

菌の培養で生産されたことを確認することがで

きた．

4) この物質は熱や pH に対して安定であることが

明らかになった．

5) マウスを用いた経口急性毒性試験から，Asper-

gillic acid と考えられる抗腫瘍物質の安全性を

確認した．

以上のように，焼酎粕の培養工程において抗腫瘍

性物質 Aspergillic acid が生産され，その活性はも

との焼酎粕よりも顕著に強い可能性が明らかになっ

た．焼酎粕について，医薬品生産培地としての新た

な有用性を示すことができたと考える．
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