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緒   言 
 近年の健康ブームにより，消費者の健康に対する関心は

高く，いわゆる健康食品は大きな市場を形成している1)． 
 これらの健康食品に使われている健康食品素材のなかに

は，「既存添加物名簿」2)に収載されている既存添加物（天

然添加物）に相当するものも含まれている． 
 今回，既存添加物名簿に収載され，健康食品素材として

も使われているレイシ抽出物，ヒメマツタケ抽出物及び市

販アガリクス製品を入手した． 
 これらのキノコは様々な生理機能を持つことが報告され

ている．なかでも抗腫瘍活性はよく知られており，抗腫瘍

活性を期待した健康食品が多数市販されている．これらの

抗腫瘍活性の活性本体のひとつがβ-グルカンであるといわ
れている3-10)． 
 しかし，レイシ抽出物，ヒメマツタケ抽出物及び市販ア

ガリクス製品中のβ-グルカン量を測定した報告は見当たら
ない． 
 そこで，著者らは，β-グルカンが食物繊維の一種である
ことから3)，衛生試験法収載サウスゲートの変法11)を準用

し，これらのβ-グルカン（非デンプン非セルロースグルカ
ン類）量の測定を行った． 
 サウスゲートの変法は操作が煩雑で時間を要するので，

β-グルカン量の簡易測定法として(1→3)-β-D-グルカンを
特異的に検出する市販の検出試薬キット12-14 )の適用も併せ

て試みたので報告する． 
 

実 験 方 法 
1. 試料 平成12年度に入手した，レイシ抽出物2製品，ヒ
メマツタケ抽出物3製品，市販アガリクス製品5製品，原体2

製品（アガリクス茸菌糸体1製品，ヒメマツタケ乾燥品1製
品）の計12製品を試料とした． 
2. 試薬 β-グルカン特異検出試薬キット：ビージースター
Aキット（カブトガニ血球抽出物よりエンドトキシン感受
性因子およびコアギュローゲンを除去し，発色合成基質を

添加した主剤と，標準カードラン及びジアゾカップリング

発色用の試薬をセットにしたキット），マルハ㈱製．β-グ
ルカンフリー水：日本薬局方 注射用水 大塚蒸留水，大

塚製薬㈱製．熱安定α-アミラーゼ溶液：ターマミル120L，
Novo Nordisk社製．アミログルコシダーゼ溶液：アミログ
ルコシダーゼ，Sigma 社製．グルコース：ブドウ糖（無水），
和光純薬工業㈱製特級．その他試薬：市販特級品． 
3. 器具 β-グルカンフリーキャップ付試験管（以下，キャ
ップ付試験管）：ラウンドチューブ（ツーポジション キ

ャップ付，ポリスチレン製，5 mL及び14mL容），ベクト
ン・ディッキンソン㈱製．エンドトキシンフリーチップ：

バイオクリーンチップワコー，和光純薬工業㈱製． 
4. 装置 分光光度計：㈱島津製作所製 UV-2200，恒温水
槽：ヤマト科学㈱製 WATER BATH INCUBATOR BT-23，
ガスクロマトグラフ：Hewlett Packard 社製HP6890 (FID)． 
5. 食物繊維測定法による非デンプン非セルロースグルカ

ン類量の測定 試験溶液の調製は衛生試験法，食物繊維(2)
サウスゲートの変法による定量11)に準じて行い，得られた

グルコースをアセチル化し，GCで測定した． 
1) 液体試料の前処理 液体試料10.0 gを50 mL共栓付き遠
沈管に採取し，沸騰水浴上で大部分の水分を蒸発させ試験

に供した． 
2) 試験溶液の調製 粉末試料は0.2 gを50 mL共栓付き遠
沈管に採取し，また，液体試料は前処理した試料に，それ
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ぞれ0.05 mol/Lリン酸緩衝液(pH 6.0) 6 mLと熱安定α-アミ
ラーゼ溶液50 µLを加えた．これらの遠沈管を沸騰水浴中に

入れ，アルミはくで覆い，5分毎に攪拌し，内部の温度が95℃
以上になってから30分間加熱した．冷却後，0.1 mol/L酢酸

塩緩衝液(pH 4.5) 4 mL及びアミログルコシダーゼ溶液20 
µLを加えてよく混和後，アルミはくで覆い，60℃水浴中で

振とうしながら30分間反応させた．酵素処理した試料液に4
倍量のエタノールを加え10分間放置後，遠心して上清を取

り除いた．さらに残渣を80 %エタノール10 mLで洗浄し，
遠心して上清を除いた．この洗浄操作を2回繰り返した．こ

の残渣に0.5 mol/L 硫酸 10 mLを加え，冷却管を付け，水
浴中で2.5時間加熱し，加水分解した．冷却後，同容量のエ

タノールを加え混和，遠心し，上清を100 mLビーカーに移
した．さらに残渣を50 %エタノール10 mLで洗浄し，遠心

して上清を，先の100 mLビーカーに合わせた．この洗浄操
作を2回繰り返した．得られた上清を1 mol/L 水酸化ナトリ

ウム溶液で中和し約pH 7.0とした．この中和した試料溶液
を減圧濃縮した後，水で10 mLとし，試験溶液とした． 
3) 標準溶液の調製 グルコース100 mgを精秤し水に溶解
して正確に10 mLとし標準原液とした．標準原液をグルコ

ースが10～1000 µg/mLを含有するように水で適宜希釈し標
準溶液とした． 
4) アセチル化 標準溶液及び試験溶液各100 µLをGCオー
トサンプラー用バイアルに採取し，窒素気流下で溶媒を留

去し，ピリジン，無水酢酸各100 µLを加え，50～60℃，15
分間で，アセチル化した．アセチル化試薬を50～60℃，窒

素気流下で留去し，残渣を酢酸エチル1 mLに溶解し，GC
用試験溶液とした． 
5) ガスクロマトグラフィー（GC）条件 カラム：SGE 
15QC5 / BPX5 (0.53 mm×15 m，膜厚1 µm)．カラム温度：

150℃(2 min)-1℃/ min-158℃-5℃/ min-280℃．カラム流量：
13.00 mL/min．キャリヤーガス：ヘリウム．注入方法：ス

プリットレス注入．注入口温度：250℃．検出器温度：320℃．
注入量：1 µL 
6. β-グルカン特異検出試薬キットによる標準カードラン
換算(1→3)- β-D-グルカン量の測定 ビージースターAキ

ットを用いてエンドポイント法で行った． 
1) 試験溶液の調製 粉末試料10 mgをキャップ付試験管

に採取し，1 mol/L 水酸化ナトリウム溶液10 mLを加え，良
く攪拌した．また，液体試料は約1 mLをキャップ付試験管
に採取してその重量を量り，1 mol/L 水酸化ナトリウム溶
液1 mLを加え，良く攪拌した．これらを恒温水槽で37℃，

1時間インキュベートした後，試験溶液とした． 
2) 試験操作 本キットの使用説明書に従った．標準カード

ラン（カードラン凍結乾燥品）をβ-グルカンフリー水を用
いて溶解し，10及び50 pg/mLの標準カードラン溶液を調製

した．次に，主剤を付属の主剤溶解用緩衝液を用いて溶解

した．標準カードラン溶液および主剤溶液は氷水で氷冷し

た．標準カードラン溶液，試験溶液，ブランクとしてβ-グ
ルカンフリー水各0.1 mLをあらかじめ主剤溶液0.1 mLを入

れ氷水で氷冷したキャップ付試験管に添加，攪拌し，直ち

に37℃，30分間インキュべートした．30分経過後，直ちに

氷水で冷却し，発色試薬と反応させた．1時間以内に545 nm
と630 nmにおける吸光度を測定し，545 nmの吸光度から

630 nmの吸光度を差し引いた値を求めた． 
3) (1→3)-β-D-グルカン量の算出 10及び50 pg/mLの標準

カードラン溶液を主剤と反応させたものの吸光度から，β-
グルカンフリー水を主剤と反応させたもの（試薬ブランク）

の吸光度を差し引いた値を用いて検量線を作成した．試験

溶液を主剤と反応させたものの吸光度から試薬ブランクの

吸光度を差し引いた値について，検量線から試験溶液中の

標準カードラン換算(1→3)-β-D-グルカン濃度(pg/mL)を算

出した．得られた値に希釈倍率を乗じて試料中の標準カー

ドラン換算(1→3)-β-D-グルカン量を算出した． 
 

結果及び考察 
 グルカンはグルコースを構成糖とする多糖の総称であり，

D-グルコース残基どうしの結合様式によっていろいろな

種類があり，微生物，植物，動物界に広く分布している． 
 また，(1→3)-β-D-グルカンの1次構造は，大きく分けて

微生物由来の直鎖型（カードラン），キノコ由来の高度分

岐型（レンチナン，シイタケ由来等）に分類することがで

きる3)． 
1. 測定原理 
1) 食物繊維測定法による非デンプン非セルロースグルカ

ン類量の測定 キノコ及びキノコ製品中のβ-グルカン量の

測定に衛生試験法，食物繊維(2)サウスゲートの変法11)を準
用した．サウスゲートの変法では多糖をデンプン，水溶性

非セルロース多糖類，水不溶性非セルロース多糖類，セル

ロース及びリグニンに分別してから定量する方法であり，

操作は煩雑であるが，食物繊維の全容を評価するのに優れ

ている試験法である． 
 キノコ及びキノコ製品中の抗腫瘍活性の活性本体のひと

つとされるβ-グルカンは，デンプン，セルロース及びリグ

ニン以外の水溶性非セルロース多糖類と水不溶性非セルロ

ース多糖類分画に含まれると考えられる．そこで，サウス

ゲートの変法を一部変更し，水溶性非セルロース多糖類と

水不溶性非セルロース多糖類の分画を分離せず合わせて加

水分解し，得られたグルコース（非デンプン非セルロース

グルカン類）をアセチル化してGCで測定した． 
2) β-グルカン特異検出試薬キットによる標準カードラン
換算(1→3)- β-D-グルカン量の測定 本キットの原理は，

①カブトガニ血球抽出物中に存在する(1→3)-β-D-グルカ
ン感受性因子（G因子）に試料中の(1→3)-β-D-グルカンが

作用することにより，(1→3)-β-D-グルカン依存性のカブト
ガニ血液凝固カスケード反応が活性化される．②この反応

により生成する凝固酵素により発色合成基質が分解されパ

ラニトロアニリンが遊離する．③遊離したパラニトロアニ

リンを発色試薬によりジアゾカップリングさせ，生成した

赤色色素の量を比色定量することで試料中の(1→3)-β-D-
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グルカン量を定量するものである． 
 本キットは標準品としてカードランを用いている．カー

ドランは，グルコースが直鎖状に1，3位でβ-結合した(1→

3)-β-D-グルカンである．そのため，本キットを用いて測定
したβ-グルカン量を標準カードラン換算(1→3)-β-D-グル

カン量とした． 
 なお，本キットは(1→3)-β-D-グルカン直鎖の大きさや長

さ，分岐度，その構造等により反応が低下することがある． 
2. 測定結果 食物繊維測定法を用いて測定した非デンプ

ン非セルロースグルカン類量とβ-グルカン特異検出試薬キ
ットを用いて測定した標準カードラン換算(1→3)- β-D-グ

ルカン量の結果を表1に示した． 
1) 食物繊維測定法による非デンプン非セルロースグルカ

ン類量 
(1) レイシ抽出物 2製品は41及び46 mg/gとほぼ同等の含

量値を示した． 
(2) ヒメマツタケ抽出物 試料3，4は共に200 mg/g以上で

あったが，試料5は12 mg/gと少なく，各製品間で含量に大
きな差が認められた． 
(3) 市販アガリクス製品 これら市販アガリクス製品5製
品は，いわゆる健康食品として市販されているものである．

粉末製品の方が液状製品より，非デンプン非セルロースグ

ルカン類含量が多い傾向が得られた．粉末製品は6.5及び3.4 
mg/g，液状製品は0.1～0.4 mg/gであり，各製品間で差が認
められた． 
(4) 原体 ヒメマツタケ抽出物や市販アガリクス製品の原

料であるアガリクス茸菌糸体及びヒメマツタケ乾燥品につ

いて測定した結果，アガリクス茸菌糸体は35 mg/g，ヒメマ
ツタケ乾燥品は56 mg/gであった．これら2製品は，試料3
～10の製品の直接の原料ではないので一概に比較すること
はできないが，原体の方が，市販アガリクス製品より含量

が多いことが認められた． 
 これらの結果より，試料中の非デンプン非セルロースグ

ルカン類量を製品の種類毎に比較すると，ヒメマツタケ抽

出物の2製品が最も多く，次にレイシ抽出物と原体，ヒメマ

ツタケ抽出物の1製品，市販アガリクス製品の順であった． 
2) β-グルカン特異検出試薬キットによる標準カードラン

換算(1→3)-β-D-グルカン量 
(1) レイシ抽出物 2製品中の標準カードラン換算(1→

3)-β-D-グルカン量は2.2及び8.5 mg/gであり，他の種類の製
品と比較し高い値であった． 
(2) ヒメマツタケ抽出物 試料3，4，5，はいずれも約0.1 
mg/gであった． 
(3) 市販アガリクス製品 市販アガリクス製品中の標準カ

ードラン換算(1→3)-β-D-グルカン量は0.0002～0.017 mg/g

であった．これらの製品は，いわゆる健康食品として市販

されているものであるが，製品間で含量に約100倍近い差が

認められた． 
(4) 原体 アガリクス茸菌糸体は0.24 mg/g，ヒメマツタケ

乾燥品は2.3 mg/gであった．ヒメマツタケ抽出物や市販ア
ガリクス製品より標準カードラン換算(1→3)-β-D-グルカ

ンを多く含有する傾向が得られた． 
 これらの結果より，試料中の標準カードラン換算(1→
3)-β-D-グルカン量を製品の種類毎に比較すると，レイシ抽
出物，原体，ヒメマツタケ抽出物，市販アガリクス製品の

順で多い傾向が得られた． 
3) 食物繊維測定法とβ-グルカン特異検出試薬キットの比

較 食物繊維測定法による非デンプン非セルロースグルカ

ン類量の測定結果とβ-グルカン特異検出試薬キットによる
標準カードラン換算(1→3)-β-D-グルカン量の測定結果の
比較を行った．β-グルカン特異検出試薬キットにより得ら

れた標準カードラン換算(1→3)-β-D-グルカン量の方が食
物繊維測定法により得られた非デンプン非セルロースグル

カン類量よりも低い測定値を示した．これは，食物繊維測

定法がデンプン，セルロース及びリグニン以外の食物繊維

分画について加水分解し，得られた総グルコースを測定し

ているのに対し，β-グルカン特異検出試薬キットは(1→
3)-β-D-グルカンを選択的に測定しているため等と考えら

No. 形態

1   レイシ抽出物 粉末  41  2.2

2 粉末 46  8.5

3   ヒメマツタケ抽出物 粉末 260  0.1

4 粉末 230  0.13

5 粉末 12  0.073

6   市販アガリクス製品 液体 0.4 0.00067

7 液体 0.2 0.00054

8 液体 0.1 0.0002

9 粉末 6.5 0.0016

10 粉末 3.4 0.017

11   原体   アガリクス茸菌糸体 粉末 35  0.24

12   ヒメマツタケ キノコ乾燥品 56  2.3

標準ｶｰﾄﾞﾗﾝ換算
(1→3)-β-D-ｸﾞﾙｶﾝ

(mg/g)

非ﾃﾞﾝﾌﾟﾝ非ｾﾙﾛｰｽ
ｸﾞﾙｶﾝ類
(mg/g)

種類

表1．分析結果 
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れる． 
 次に，食物繊維測定法を用いて測定した非デンプン非セ

ルロースグルカン類量とβ-グルカン特異検出試薬キットを
用いて測定した標準カードラン換算(1→3)-β-D-グルカン

量との関係を図1に示した．グラフは両対数グラフを用い，
グラフ中の番号は表1に示した試料番号に対応する． 

R = 0.8301

非デンプン非セルロースグルカン類( mg/g )

標
準

カ
ー

ド
ラ

ン
換

算
(1

→
3)

-
β

-
D

-グ
ル

カ
ン
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g/
g 
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図1．非デンプン非セルロースグルカン類量と標準 
カードラン換算(1→3)- β-D-グルカン量の関係 

 
 両試験法の測定値（常用対数として表したもの）間には，

log Y = 1.1165 log X - 2.3691 (R = 0.8301)と相関が認められ

た． 
 このことより，β-グルカン特異検出試薬キットは，キノ

コ及びキノコ製品中のβ-グルカン量の相対的な比較測定法
及び製品の簡易な品質管理試験法として適用できることが

示唆された．また，測定操作の面において，β-グルカン特
異検出試薬キットは食物繊維測定法に比較して操作性が優

れており，また，測定時間も短時間で終わる等の利点を有

していることが認められた． 
 

ま と め 
1. 食物繊維測定法及びβ-グルカン特異検出試薬キットに
よるレイシ抽出物，ヒメマツタケ抽出物，市販アガリクス

製品，原体中のβ-グルカン量を測定した． 

2. 両試験法から得られた値は，レイシ抽出物，ヒメマツタ 
ケ抽出物，原体に比べ，市販アガリクス製品では低含量で

あり，製品間で含量に大きな差が認められた． 
3. β-グルカン特異検出試薬キットは，食物繊維測定法に比

較して，操作性が優れており，また，測定時間も短くてす

む等の利点を有している． 
4. 両試験法から得られた値には相関が認められた．また，
β-グルカン特異検出試薬キットは，キノコ及びキノコ製品

中のβ-グルカン量の相対的な比較測定法及び製品の品質管
理試験法として実用に供しうる方法であると考える． 
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