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北海道立総合研究機構食品加工研究センター研究報告 NO.10 2013 [報文]

未利用水産物からのグルコシルセラミドの抽出濃縮

佐々木茂文，田中彰，梅田智里，能登裕子

Extraction and Concentration of Glucosylceramide from Unused Marine Products 

Shigefumi Sasaki， Akira Tanaka， Chisato Umeda and Hiroko Noto 

In this study， a method for extracting and concentrating glucosylceramide， which has promising 

applications in cosmetics and food， from marine products was examined. 

While glucosylceramide was not contained in the livers or viscera of salmon， octopus or scallop， 0.38 

and 0.16 wt% of the substance was contained in starfish and sea cucumber viscera， respectively， with 

a structure differing from that found in cattle brain， rice bran， corn and other plants. 

A concentrate containing 50% or more of glucosylceramide was created via an extraction and 

concentration process combining ethanol extraction and alkaline hydrolysis. These results indicate 

that starfish and sea cucumber viscera are promising sources of glucosylceramide. 

1 

セラミドは長鎖スフィンゴイド塩基と長鎖指肪酸がア 北海道にはヒトデなどの未利用水産物や水産物の加工

ミド結合した構造を持ち，細胞組織の生体膜構成成分と 処理で生じる内臓や生殖組織が年間約10万トン生じて

して生物全体に普遍的に存在している.特に皮膚の角質 いる1)

層では主要なスフィンゴ脂質で，皮膚のバリア機能や保 本研究ではヒトデや加工副産物に含まれるセレブロシ

湿機能に重要な役割を担っていることが知られてい ドに注目して，その含量と効率的な抽出・精製方法を検

る1) 植物ではセラミドに単糖(グルコース，ガラクトー 討した.

ス)が結合したグノレコシルセラミド(セレブ。ロシド)と

して多く存在している.これまでにグルコシルセラミド

は皮膚の保湿効果2)やメラニンの生成抑制町大腸腺腫誘

発抑制4)などの機能を持つことが報告され，様々な機能

性を持った成分として注目されている.

従来からセラミドを豊富に含む牛脳が天然セラミドの

抽出原料として利用されてきたが， 1986年の牛海綿状脳

症，いわゆる狂牛病の発生により牛脳から得た成分の利

用が敬遠されるようになり， トウモロコシ，米糠，こん

にゃく，タモギダケなど植物由来のセラミド，主にセレ

ブロシドが機能性食品や化粧品素材として利用されてい

る.

一方，ヒトデ5)やナマコめにもセレブロシドが含まれ

ることが報告されており，セラミドの供給源として有望

である.

事業名:重点研究

実験方法

1.実験試料

ヒトデは北海道沿岸(石狩市，厚岸町)で採取し，ナ

マヨ内臓，サケ内臓などの水産加工副産物は北海道内の

水産加工場の加工処理過程で生じたものを入手して使用

した.

2.指質の抽出およびセレブロシド分析

それぞれの試料から Bligh& Dyer法7)~こ従って脂質
を抽出した.得られた脂質を HPLC(高速液体クロマト

グラフィー)-ELSD(蒸発光散乱検出器)にて分析し，セ

レブロシド含量を求めた8) 全脂質20mgを0.4N水酸

化カリウム溶液 2mLに溶解して3rcで2時間ケシ化
した後，クロロホルム 4mL，蒸留水1.5mLを加え撹枠

し，遠心分離 (3，000rpm X 10 min)した.下層(クロロ

課題名:水産糖脂質の抽出・精製とその特性を活かした多機能食品素材の開発
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ホlレム層)を回収し，残った上層(水層)にクロロホル

ム4mL加え撹枠し，再度遠心分離を行い，クロロホルム

層を得た.それぞれのクロロホルム層を混合し，蒸発乾

回してクロロホルム メタノール (2: 1， v/v) 2 mLに

再溶解して HPLC分析に供した.カラムにはシリカカラ

ムCInertsil哩 SiL-I00A，5μm， 4.6 mm i.d. X 150 mm， 

GLサイエンス社製)を用い，光散乱検出器 (ELSD-LT

II，島津製作所)でセレブロシドを検出した.溶出溶媒

はクロロホノレムとメタノール水 (95: 5， v/v)の2液に

よるグラジエントを用いた(Table1).カラム温度350C，

流速は lmL/min，ドリフトチューブ温度は 700Cに設定

した.セレブロシド標品はとトデから抽出した全脂質か

らケン化および薄層クロマトグラフィー (TLC)による

精製を行い調製した.得られたヒトデセレブロシド標品

をHPLC分析に供して検量線を作成し，セレブロシドの

ピーク面積からセレブロシドの含有量を求めた.

ヒトデおよびナマコ内臓から抽出，分離精製したセレ

フV シドの構成脂肪酸組成とスブインゴイド塩基組成を

ガスクロマトグラフィ一一質量分析計 (GC-MS)で分析

した.抽出分離精製したセレブロシド画分5mgをlN

塩酸メタノール溶液 2mLに溶解し， 700Cで18時間

Sweeley分解9)を行った.反応終了後，nヘキサンで脂

肪酸および脂肪酸メチルエステルを抽出除去して，残っ

た反応液を 6N水酸化カリウムでpH9.6以上に調整し

た後にジエチルエーテルでスフィンゴイド塩基を抽出し

た.抽出したスフィンゴイド塩基画分をメタノール

lmLに溶解して 0.2Mメタ過ヨウ素酸ナトリウム溶

液lmLを加え，室温で2時間酸化後に rヘキサンで酸

化生成した脂肪アルデヒド誘導体を抽出して GC-MS

に供した.GC-MS分析10)はCP-SIL88カラム (0.25

mm i.d. X 50 m， 0.2μm : Varian， USA)付き GCMS-

QP 2010 (島津製作所製)で行った.カラムオーブン温度

は800Cから 160
0

Cまで100C/minで昇温し，その後2000C

まで20C/minで昇温した.注入口および検出器温度は

2500Cに設定した島

3.ヒトデおよびナマコ内臓からのセレブロシドの抽

出・濃縮

食品加工に用いることが可能なヘキサン，アセトン，

エタノールを用いたヒトデおよび、ナマコ内臓からのセレ

ブロシドの抽出および濃縮方法を検討した (Fig.1). 

1 )ヒトデおよびナマコ内臓乾燥粉末の調製

冷凍保存された抽出原料を細切し，内在性酵素を失活

するために 1000Cで30分間蒸煮した後，圧搾して水溶性

成分を除去した.得られた圧搾残置を通風乾燥 (400C，

Table 1 Elution program for gradient system in 
HPLC-ELSD. 

Time A B 

(min) (%) 。 99 1 

15 75 25 

20 10 90 

25 99 1 

28 99 1 

Solvents: (A)chloroform; (B)methanol-water (95:5， v/v) 

24時間)し，孔径 lmmのスクリーンを付けたクロス

ビーターミルSK100 (Retsch Co.， Ltd.)で粉砕し乾燥

粉末を得た.

2 )エタノールによる抽出

乾燥粉末100gにエタノール lLを加え，室温で2時

間撹持 (5，000rpm)した後，吸引ろ過した.ろ過残誼に

エタノール lLを再度加えて 15時間揖拝した後，吸引ろ

過した.得られたろ液をエパポレーターで濃縮してエタ

ノーノレ抽出物を得た.

3 )エタノール抽出物からのグリセロ脂質の分離

エタノーJレ抽出物に 0.4N水酸化ナトリウムエタ

ノール溶液を 5倍容加え， 370Cで2時間ケン化した.反

応終了後に反応液が0.4N硫酸溶液になるように 50%

硫酸エタノール溶液を加え，3TCで2時間反応した.反

応終了後に 2N水酸化ナトリウムエタノール溶液で中

和して遠心分離 (3，000rpm X 10 min)後，上清を回収し

た.残誼に 5倍容のエタノ-}レを加え遠心分離を行い，

上清を回収した.これを2回繰り返し得られた上清を濃

縮乾固した後に nーヘキサン/エタノール/水 (8:4 : 1， 

v/v)に溶解して， 30分間揖枠後に冷蔵 (50C)で15時

間静置した.回収したエタノール層(下層)に再度 nヘ

キサンを加え揖拝静置後にエタノール層を回収濃縮して

セレブロシド濃縮物を得た.

4 )アセトン沈殿によるセレブロシドの精製

セレブロシド濃縮物を 10倍容のアセトン/水 (1: 1， 

v/v)に溶解した後に冷凍庫(-300C)で2時間静置して，

アセトン溶解物と不溶物に分離してセレブロシドを精製

した.

実験結果および考察

1.未利用水産物中の脂質およびセレブロシド含量

未利用水産物に含まれる脂質とセレブロシドの含量を

Table 2に示す.脂質含量はホタテガイ中腸腺11.6%，サ

ケ鯨7.8%，サケ頭部7.2%で，その脂質組成としてはト



北海道立総合研究機構食品加工研究センター研究報告 No.10 2013 

Starfish 
Sea Cucumber viscera 

Boiling (de-activated enzyme) 
Drying (40"C. 24hr) 
Crush 

Dry powder 
~一一一

Extraction with ethanol 

Ethanol extracts (Sample 1) 

Alkaline hydrolysis with O.4N NaOH/ethanol for 2 h at 37
0

C 
Acidic hydrolysis with 0.4N H2S04/ethanol五位2h at 37

0

C 
Neutralization wi也 2NNaOH/ethanol 
Filtration 
Concentration 

Partition with hexane-ethanol-water (8:4:1. v/v) 

Fig.l Procedure for extraction and concentrations of cerebrosides form 
starfish and sea cucumber viscera. 

レブロシドが検出されなかった.

3 

リアシルグリセロール (TAG)が主体であった.一方，

ホタテガイ精巣は 0.9%と脂質含量が低く，ホスファチ

ジルコリン (PC)やホスファチジルエタノーlレアミン

(PE)が主体を占めていた.また，今回分析に供したタコ，

ホタテガイ，サケおよびウニの未利用組織の脂質にはセ

ヒトデ(石狩産)およびナマコ内臓にはそれぞれ湿重

量のl.2%，l.1%の脂質が含まれていた.それぞれの脂

質を HPLC-ELSDに供すると，どちらの脂質も TAG，

遊離脂肪酸，セレブロシド， PC， PEが検出され，セレ

Table 2 Lipid and cerebroside contents in seafoods. 

Sample Organ 
Lipids Cerebroside 
[wt%J [wt% (% of lipids) ] 

Starfish l' Whole 1.2 0.38(32.0) 

Starfish II' Whole 1.2 0.34(28.2) 

Octpus Liver 4.5 ND 
Viscera 1.2 ND 

Scallop Digestive gland 11.6 ND 
Ovary 2.5 ND 
Testis 0.9 ND 

Chum salmon Viscera 2.4 ND 
Head 7.2 ND 
Liver 4.2 ND 
Gill 7.8 ND 
Testis 1.7 ND 

Sea-urchin Viscera 2.5 ND 

Sea cucumber Viscera 1.1 0.16(14.8) 

ND: not detect. 
， Starfish I and II were cought in the coast of Ishikari city and Akkeshi 
town in Hokkaido. resp巴ctively.
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Fig.2 HPLC of totallipids in starfish (A) and sea cucumber viscera (B). 
1 triacylglycerol， 2 free fatty acid， 3 cer巴broside，4 phosphatidylethanolamine and phosphatidylcholine， 
5 unknown 

ブロシドは全脂質重量のヒトデで32.0%，ナマコ内臓で

14.8%含まれることが明らかになった (Fig.2). また，

ヒトデの脂質およびセレブロシド含量は石狩産と厚岸産

のヒトデで大きな差は認められなかった.

高桑ら 11)は農産物およびその加工副産物のセレブロ

シド含量を調査し，分析した試料でリンゴ搾汁残誼が最

もセレブロシド含量が高く，乾燥重量 19当たり 0.94

mg含まれていたと報告している.ヒトデ(水分73.6%)

およびナマコ内臓(水分90.4%)にはセレブロシドがそ

れぞれ乾燥重量 19当たり1.5 mg， 1. 7 mg含まれ，リン

ゴ搾汁残誼の 1.6~1.8 倍含まれており，セレブロシドの

有望な供給源と考えられた.

2. ヒトデおよびナマコ内臓セレブロシドの構成ス

フィンゴイド塩基と構成脂肪酸

ヒトデおよびナマコ内臓から抽出精製したセレブロシ

ドのスフィンゴイド塩基から調製したアルデヒド誘導体

のGC-MS分析を行った (Fig.3， Table 3) .ピーク 5，

7，10のマススペクトラムからそれぞれ19: l(M+280)， 

16 : 3 (M+234)， 20: 2 (M+292)のアルデヒドと推定さ

れた (Fig.4). ヒトデのセレブロシド由来のスフィンゴ

イド塩基は 20:2など炭素数が多く，二重結合が多いも

のが主体であったが，ナマコ内臓由来のものでは 20:2 

などはほとんど検出されず，ピーク 1，2， 3などが主

体を占めており，ヒトデとナマコ内臓では大きく異なる

ことが明らかになった.

また，ヒトデおよびナマコ内臓のセレブロシドの構成

脂肪酸を GC-MSで分析した (Fig.5). ヒトデ，ナマコ

内臓共に少なくとも 20以上のピークが検出され，主要な

ピークを Table4に示した.ヒトデセレブロシドの構成

脂肪酸はピーク 8(20H-16 : 0) 24.6%， 7 (20H-15 : 0) 

24.1%，6(20H-14:0)11.9%など2-ヒドロキシ脂肪酸

で全体の 63.6%を占めていた.一方，ナマコ内臓では

2ヒドロキシ脂肪酸は 2.5%と少なく，ピーク 15(24 : 1 

n-9) 6.5%， 12 (20: 5 n-3) 4.6%などが主要であるも

のの，多種類の脂肪酸で構成されていた.セレブロシド

の構成スフィンゴイド塩基は動物ではスフィンゴシン

(trans-4-sphingenine， d 18 : 14t)，植物では 8-シスス

フィンゲニン (cis-8-sphingenine，d 18 : 1 sC)や4ートラ

ンス， 8-トランススブインガジエニン (trans-4，trans-

8-sphingadienine， d 18 : 24t，8t)が主体であり，構成脂肪

酸では動物では炭素数16，18の飽和脂肪酸，植物では炭

素数16から 24の2ーヒドロキシ飽和脂肪酸が主要であ

ることが知られている 12にしたがって，ヒトデおよびナマ

コ内臓のセレブロシドは動物や植物(米糠， トウモロコ

シ，マイタケ)由来のものと異なり，共に腕皮動物であ

るヒトデとナマコ内臓でも異なることが明らかになっ

た.

3. ヒトデおよびナマコ内臓からのセレブロシドの抽

出・濃縮

Fig.lに示したセレブロシドの抽出・濃縮の各工程で

のTLCをFig.6に示した.ヒトデのエタノール抽出物

(Aレーン 1)は TAG，セレブロシド， PEおよびPCか
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Fig.3 Total ion chromatograms of aldehydes derived from the sphingoid 
bases in starfish (A) and sea cucumber viscera (B) cerebroside. 

Table 3 Composition of aldehyde derivates of sphingoid base 
moieties in cerebroside. 

Peak No.1 RT2 Aldehyde3 M+ Starfish 
Sea cucumber 
Vlscera 

1 14.6 6.9 
2 15.0 3.9 
3 17.6 2.9 4.9 
4 18.9 3.5 
5 19.8 19 : 1 280 5.9 
6 21.9 3.5 1.5 
7 23.8 16: 3 234 6.4 5.5 
8 25.5 3.9 3.7 
9 26.2 4.6 3.6 
10 27.2 20: 2 292 9.1 
11 27.7 20: 2 292 13.9 3.1 
12 34.8 4.4 

Others 45.3 63.4 

1 Peak Number indicate in Fig.3 
2 Retention time on GC-MS 
3 The aldhyde is designated by chain length， while the second represents the 
number of double bonds. 

ら構成されていたが，ナマコ内臓のエタノール抽出物(B

レーン1)では TAGはほとんどなく，セレブロシドや

PE， PCなどの極性指質からなっていた.

それぞれのエタノール抽出物をアルカリ加水分解およ

び液液分配してエタノ-}レ層(下層)を得た.ヒトデお

よびナマコ内臓のエタノール層(下層)(A， Bレーン2) 

はエタノール抽出物に含まれていた TAG，PE，PCなど

のグリセロ脂質が分解除去され，ケン化により生じた遊

離脂肪酸が残存していた.さらにエタノール層(下層)

のアセトン沈殿を行うことによって遊離脂肪酸等が除去

され，セレブロシド濃縮物が得られ (A，Bレーン 3)， 

それぞれのセレブロシド含有割合は HPLC-ELSD分析

でヒトデ95%，ナマコ内臓55%であった.

ヒトデおよびナマコ内臓からセレブロシド濃縮物を調

製する工程毎の収量を Table5に示した.冷凍原料1kg 

から最終的なセレブロシド濃縮物をヒトデで2.8g，ナ

マコ内臓で2.3gが得られた.ヒトデおよびナマコ内臓

にはセレブロシドがそれぞれ0.38%，0.16%含まれる

(Table 2)乙とから，抽出・濃縮処理によってヒトデおよ

びナマコ内臓のセレプロシドの 70%以上を得ることが

可能であることが明らかになった.

これらのことから，ヒトデおよびナマコ内臓は農産物
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Fig.4 Mass spectra of peak 5 (A)， peak 7 (B) and peak 10 (C) in Fig.3 A. 

Table 4 Composition of fatty acid moieties in cerebrosides. 

Peak NO.l RT2 Fattyacid3 

1 9.2 

2 11.2 

3 13.7 

4 16.5 18: 0 

5 17.1 

6 19.0 20H-14: 0 

7 2l.1 20H-15: 0 

8 23.3 20H-16 : 0 

9 25.6 20H-22 : 0 

10 26.0 18 : 1 n-9 

11 26.5 

12 28.5 20: 5 n-3 

13 28.9 

14 29.2 

15 30.4 24: 1 n-9 

16 32.1 

Others 

1 Peak Number indicate in Fig. 5 
2 Retention time on GC-MS 

Starfish 
Sea cucumber 
Vlscera 

l.5 4.0 

l.6 4.3 

l.2 3.5 

5.5 

2.4 

1l. 9 l.0 

24.1 l.5 

24.6 

3.0 

l.2 3.3 

l.8 2.8 

l.2 4.6 

3.8 9.3 

4.7 

6.5 

l.8 3.2 

22.4 43.3 

3 The fatty acid is designated by chain length， while the second 
represents the number of double bonds， and 20H means 2-hygroxy 
fattyacid 
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Fig.5' Total ion chromatograms of fatty acid methyl esters derived from 
the sphingoid bases in starfish (A) and sea cucumber viscera (B) 
cerebroside. 

Table 5 The yields of samples on the preparation of 
cerebroside concentrates. 

Starfish 
Sea cucumber 

Sample (g)ー Viscera 
(g) 

Starfish or cucumber visc巴ra 1，000 1，000 

Dry powder 187 192 

Ethanol Extracts (Sample 1) 18 20 

Lower (Sample 2) 9.9 10 

Participate (Sample 3) 2.8 2.3 

およびその加工副産物と比較して多くのセレブロシドを

含有し，実験室レベルであるが，ヒトデおよびナマコ内

臓 1kgからセレブロシド濃縮物(孟50%含有) 2 g以上

得ることが可能であることからセレブロシドの安定的，

有用な供給源であると考えられた.

要 約

化粧品や食品への利用が期待されるグノレコシルセラミ

ドを未利用水産物から抽出・濃縮する方法を検討した.

サケ，タコ，ホタテガイの肝臓や内臓にはグルコシル

セラミドが含まれていなかったが，ヒトデおよびナマコ

内臓には 0.38wt%， 0.16 wt%含まれていた.ヒトデお

よびナマコのグルコシルセラミドは牛脳や米糠， トウモ

ロコシなどの植物由来のものとは異なった構造を有して

いた.

エタノール抽出，溶媒分画とアルカリ加水分解を組み

合わせた抽出・濃縮処理によって，ヒトデおよびナマコ

内臓からグルコシ1レセラミド含量50%以上の濃縮物を

調製することが可能であった.これらのことから，ヒト

デおよびナマコ内臓はグルコシルセラミドの供給源とし

て有望であると考えられた.
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