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～  

Supposingthattheincrcascof5・nuCleolidesduringboiling processofmushroomswasdue  

l。the breakd。Wn Ofll川Shroom ribonucleicaeid（RNA），WCinvestigatedthechangesofRNA，  

perchloricacid（PCA）solublerraction，andtotalphosphorus，dt・ringboilinginwaterlandthe  

accumulation of3P－Or5’・nuCleotideiLlbuffered solutions of various pH▲   

Asa result ofboiling、RNAfractionin thesolidpart of Shii－take（L・e”1ti”tE∫Cd（′des）was  

considerablydecreasedanda tolalof phosphoruscompoundwasincreasedin boiled cxtrac［・  

The base rati。。f Shii－take RNA was aLmost equalwhether Shii・take was boiled or not・5一－  

NueleotideswereaeculnulatcdatpH6～9and3’－nuCleotidesatpH4．AtpH6（naturalcondition  

ofboiling），the degradation of RNA and the accumulation of5r－nUCIcotides wasobserved・  

The Latter was a m；xture offour kinds of nucleotides which were the mem』ers of Sh；i・take  

RNA．ln the case of P．bisク01・t［∫，theirLCreaSe Of5■一nuCIcotides due to RNA decomposition  

was relatively5mall・AIsoit was recognized thatthe erudecxtract ofShii・takedegradedthe  

yeastRNAandaecumulateda mixtureof5’－nuCleotides・Weassume that the formation of  

5I右MP（itiscalled the taste ofShii・take）and other5r－nuCleotide during boiling processis  

due to【hc activity of tlle RNA・decomposing cnzyme system・  

l   

前掛こぶし、て，マりシュルー⊥・，シイタケの煮糸や煮出しなどの加はに伴う5●・ヌクレオチド煩  

の増加の原因として．ATP，AT）Pよりの5－－AMPの生成iこついて検討した∴本報においては5－－  

ヌクレオチド類の増加がきのこ高分子核転の分解に基づくのではないかとの観点から，加熱処理に  

さ本研究は人阪人苧工学部醗酵工学教義教授寺本囚郎先生との協同研究である．ご憩切な研一助言，御脇J」  

を賜ったことに深謝致します．  

焼酵工学 43巻5ぢ・P．狙4（1965）所蔵  

附託：本掛こおいては次の鴫ヤを綾川する．  

RNA：ribonuclei⊂ a⊂；d  

」l  

ATP：adenosine Lriphosl）11ilLe  

ADP：adenosine diphosphate  DNA：desoxyribonucleic acid  

AMP：adenosine monopllOSPhaLe CMP：Cytidine monophosphate  
UMP：Uridinc mor）Ophosphate  GMP：guanOSinc monophosphate  
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伴う核酸成分の消長を追及した．RNAの分解が単なる加熱こよる分解のみとは考えられないので，  

RNA分解酵素系が活動する可能性についても若干の検討を行なった．シイタケの場合をま，その  

RNA分解酵素系の作用によって≧シイタケの味ミと呼ばれる5’一GMPが生成すると考えられるので  

ここに報告する．  

実  験  の  部  

1．実 験 方 法  
1 

1．1供試標準物質 前報に準ずる，  

1．2 試料調製法   

供託きのこはシイタケ（J－g〝（J7け′∫どd〃dβ∫）と通称てγシ㌧ルーム（／’∫〟J〃〃拍ムJ呼〃用∫）で前者  

は市販品，後者ほ当研究所試作品である．   

いずれも可食部をできるだけ均一に取り組新した後に種々の条件で処理し，冷却してホモジナイ  

ズし5～10％の過塩素酸溶液で反応停止と拍出を兼ねて処理し，5N－KOHで中和し活性炭処理し  

た後アルコール含有アン㌧モニ7溶液にて溶出濃縮し試料とした．  

1．3 分 析 方 法  
；ノ   

総5㌧あるいは3●－ヌクレオチト量は中島らの酵素法によった．桐々のヌクレオチドはDowex  
3）  

1X8を用うるカラムクロマトグラフィで定量した．Schmidト1’bannhau5er法によってきのこの全  

燐酸，可溶性併，RNA燐，DNA燐画分を分画定量した．そのうちRNA層分については1N－KOH  

で370C，18～20時間分解してモノヌクレオチドとして構成塩基鼠成を調べた．また自己分解酵素  

系におけるpHの影響を錮べるために酢酸BtlfferとトリスアミノメタンBufferを使用した．自己  

消化はpH4．0あるいほpH8．0において，50OCで4時間保寂した後，反応液は活性炭処理後カラ  

ムクロマトグラフィで定量した．   

2．実 験 結 果   

2．1生シイタケ，生マッシュルームの煮出しに伴う核鱒成分の変化   

シイタケを煮出す時に5■－GMPなど5’－ヌクレオチド頼が増加することは，すでに認められてい  

TableI．Conten10f phosphorusin5Ome（ra⊂tionsof raw．mushroom and boi）e（ImllShTOOm  

（P．∂；Jタロr〝J．）  

Phospl10ruSJ∠I¶Ole／g dry wL of maler；al  
Boiling condition  Total lAcid－S 0 1ublel RNA  

P】TOSpl10ruSl【ractionl fraction l rracい0爪  
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TableⅡ．Content of phosphorusin someLractionsof rawShii－takc and boilcdShii－take  
（乙gJJJf乃JJJgdβオβム）  

PhosphoruS FL mole／g dry wt．or materiaL  
Boil拍g⊂Ondition  

門甜一慧㌃「1慧烹二  phospborus  

Beforc boiling，in solid  

Aftcr boiling，in solid  

After boi）ing，inliquid  

1000C，3min  

駄rore boiling，in solid  

700C，30min  A［ter bo＝ng，in soli（l  

八一ter boiling，inliquid  

l、l．S るが，燐酸感分として全燐，酸可溶性嵐 RNA憐，DNA燐が，煮出しの前後においていかなる  

消長を示すかをしらべた．   

生シイタケ、生77シェルームを水から加温し，100つCで3分間煮出す条件と，70’cで30分  

間煮出す条件で，煮出し前後のきのこの歯型物と液汁について分析した．   

その結果ほてLJシェルームについてはTableI，シイタケについてはTableIJのごとくである．   

マッシ ュルームもシイタケも，いずれも両種の煮出し泉件iこよる相違は少なく，煮出しiこよって  

同型物中の全燐，転可溶性燐，RNA燐が減少し液汁中の全燐として回収されている．RNA画分  

の減少の程度はマッシュルームでは少ないが，シイタケでは著しかった．このように煮出しにおい  

ては核酸成分の消長が著しく，とくにRNAの分解が考えられる．それで煮出しの前後におけるR  

NA区分についてその鯨成原墓の組成などをしらべた．   

2．2 生シイタケ，生マッシュ／レームの煮出しに伴うRNA画分の変化   

シイタケ，マフシェルームより過塩素転可溶成分および順庵性成分を除き，RNA画分をアルカ  

リで分解したものを対照とし，水から温めて1000cで3分間煮出した後同様の処理を行なった試  

料とを比鮫しながらカラムクロ・マトグラフイを行なった．そのクロマトグラムはFig・1，Fig．2の  

ごとくである．  

▼
 
 

n
栗
】
 
 

ヰ  

50  
P0    150触血Z∝l 凸R帥痢－1如▲8pld■i・肋  

Fig．2．Chromatogram o（alka）ine digest  

o†ShiトIakeRNAarter percIりoric  
acid cxtra⊂tion，   

F厄．1．Chromatogram of alkaline digest of mushroo，一一  
RNA after per⊂hlol・ic acid extraclioIl■  
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きのこのRNAのアルカリ分解によって4種のモノヌクレオチドが生成し，いずれも3■一またほ  

2’－ヌクレオチl（と考えられる．マッシュルームの場合は煮出LによるRNA分解の線量が少なく  

したがってアルカリ分解によってその構成塩竃均しらべても煮出し前後の差違が少ない．シイタケ  

の場合は煮出しによるRNA両分の減少が著しく，かつアルカリ分解によるモノヌクレオチドの生  

成量も少ない．両者についてRNA画分の構成塩基組成を示すとT畠ble3，1、ilble4のごとくである．  

Table3．Molar ratio of aLka］ine（［igest oE mushroom．  

Sample   CMP  
．  

AMP  UMP  GMP  

JJmole／g dry、Vt．  

Molarl・atio  

8・り16・2  

1．00 】 0．70  

RaヽV n】uSI】rOOITl  
0．93  1．00  

n101ilr raljo：AMPこ三1．00  

Table4．．Molar raLio or alkaLinp digcst o（ShlトLake，  

1  1cMPJAMPIuMPGMP  

moIar ratio：AMP＝1．00  

AMPのモル数を1としてCMP，UMP．GMPのそ／L，比率を示している．これらのRNAの構成  
屯 

比率ほ一般生物におけるものと比較して特異なものでほない．煮出しの前按における塩基比率がほ  

ぼ同一のことから，煮出Lにおし・てほ→様均一な組成をも一1たRNAがほほ同様な塩基比率で分解  

されるものと考えられる．   

このように煮出し操作iこ与ってきのこ園塑物中のRNAの分解が認められ，シイタケの場合は  

RNAが1／3に減少するほど著しいが，マッシュルームはその程度が少ない．このRNAの分廃は  

単なる熱分解のほかに．核酸分解酵素系の活動も考慮せねばならない．そこでまず自己核酸の分解  

におけるpl－1の影響についてしらべた．   

2．3 核酸の自己分解におけるpHの影響   

生シイタケ，生「′ッシェルームを細かく切り50OCまたは250CでわH3．0～10．0の範閉めBuffer  

に頭潰保温し▼抽揖繚の紫外部吸収および蓄積された5’－あるいは芦‘－ヌクレオチド量を測定した結  

果は次のごとくである．（Table5，Table6）   

マッシュルームの場合pH8．0附近で260m／上吸収物質が最大であるが，PH3．0でも約50％の吸  

収があり，あまり差違は認められなかった．しかし5■・ヌクレオチド屋ではpI▲Ⅰ9．0附近に大きな  
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Table5．Autolysat；on6f sllii－1ake and rormation of5′一and3I－nu⊂1eotide a＝Tarious pH．  

ヽ  

Table6．Auto）ysation of nluShrooms and formation of5，－and3／－－nuCleotide at various ptl．  

pH  I UV竺旬／100mg  5I－Nuc】eotide  

／∫n－O19／g dryヽ、▼t．   

3／一対uc】eotはe  

〃moleノg dりJⅥ・l．  
Burrer solution  

ⅠIliti；111F盲nali dry wt．  
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A⊂etale  

PeakがありまたpH3．0でもやや高かった．また3’－ヌクレオチド見ではpH4．0にかなり見出さ  

れた．   

シイタケでほpH8．0－9．Oiこ5－ヌクレオチド，pH4．0、5．0に3’－ヌクレオチドのPeakがあっ  

たが、シイタケにおいてほpH5．0－6．0附近よりすでに5’－ヌクレオチドが存在することがわかっ  

た．つぎにそれらのpllにおける塩基．ヌクレオシド，ヌクレオチド組成をカラムクロマトグラフ  

ィーで調べた．結果はFig・3，Fig・4のごとくでありその含景はTable7のごとくである．   

pH4．0ではマッシュルーム、シイタケでは塩基，ヌクレオシドが主体でモノヌクレオチドはほ  

とんど認められずpトⅠ8．0ではマッシュルームで5′・AMP，5’一GMP，5▲－UMPが相当量認められた．  

またシイタケではpH8．0でほ4種の5－－ヌクレオチドがシイタケRNAの構成塩基組成に大略似か  

よった比率で蓄積されていた．   

2．4 粗酵素液による酵母RNAの分解   

生シイタケ，生マッシュルームをホモジナイズした上澄液を粗酵素液として，酵母RNAに作用  

させその分解反応におけるpHの影響をしらべた．すなわちきのこ30gと水30gをホモ・ジナイズし  

－267一   
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面l◎】⑤l◎l⑤t⑥l⑦l⑧  
EIリーingsdリーion  

tた  

q二】  「：）  

■∩ 0  

．   

＝】 Z  

Lじ．  
三三  

5 lOO t50 200   

①  ②；  ⑤  ㊥  ◎    ◎l⑦   

E山hng501油on  

Tube numbers  Tube－1umbe－S  

50  100  150   2∞  
Tube numbe一言  

a）pH4．O b）pH8．O   

Fig．3．Chromatogram o（autolysates oE  

mushroom homogenate．  

a）pH4．O b）pI18．O   

Fig．4．CllrOl11a10granlOr autOlysat亡S Of  

Shiトtake bornogenate．  

Table7，Contents of nucleolide and relaled substancesin the autolysates of Shii－takc and  

mushroom homoge11ate at PH8．0．  

5しAMP15・－UMP；5しGMPIATP  SumE）le  r A  B 5’－－CMP  

Distribu【ion ofUVが（■（卿 33．88 3．89   

〃川。Ie′′g。ry、Vt，  

0・6822・94  
L  

0．73  11．20  

Mushroom  

DistributionofU、摘41’W   

〃I†10le／g dry wL  

8．10  14．90   

7．00   5．55  

10・615・25  

4．30  

Shiトtake  

遠心沈澱して上澄液をとり粗酵素液とする．抱酵素液1mlに酵母RNA（キリンビール製）2％溶  

液1mlおよび種JtのpHの0．2MBuffcr2mlを添加し600cで1時間保温した．反応終了後0．75  

％酢酸ウラニウム，0．25％過塩素酸溶液1mlを加え00cに1時間放置後冷却時遠心沈澱して上澄  

液をとり適当に稀釈して260m／（の吸収景を測定した．その結果はTable8に示した．   

同蓑において260m／上の吸収量ほ酵母RNAの分解程度に対応するが，シイタケではpH4附近  

に，マッシュルームではpH6附近にRNA分解の最適条件があることを認めた．これらの酵素化  

学的な検討は後報に譲りたい．  
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TabJc8．Degradation of yeast RNA willlShii－takc or mushroom extract．  

′i  

・t．  

り   
島筒は食品中の5■－ヌクレオチドパターンを大別しそれらの生成機序について考察しており，シ  

イタケ煮出し液中の5●一GMPなど4種の5・ヌクレオチドは，シイタケに含まれている比較的耐熱  

性の核酸分解番素iこよってリボ核酸の分解により生成するのであろうと説明している．その根拠と  

島1  

して中島ほ，私達と時を同じくして日本農芸化学会大会（1964）において，シイタケ中の核酸分解  

酵素系による自己RNAの消化iこよって5’－ヌクレオチドが生成することを認め，粗辞素液につい  

てphosphomonoestcrase．phosphodiesterase．RNA aseトDNA nseなどの活動について報告して  

いる．私達の実数結果もこれらの論説を裏書きするものである．  
9J   

核酸分解酵素系は緒方の説明iこもよるように多種多様の方向の酵素系を含んでいる．シイタケな  

どの場合5－－ヌクレオチドが遊離状態で蓄積されるのは，リボ核酸より5一－ヌクレオチドに至る生成  

速度が，5’－スクレオチドから核酸塩基に至る分解速度を上回っておらねばならないと考えられる，  

今後おのおのの方向の酵素系についてさらに詳細な検討を行ないたい．   

本報においてくまシイタケ．マッシュルームについてRNA分解鮮素系の活性および蓄積されるモ  

ノヌクレオチド量に対する反応液pHの影響についてしらべたが，丙種のきのこiこおいて最適条件  

に若干の相違のあること，およぴpH4という条件では5’－ヌクレオチド以外に3’－ヌクレオチドも  

生成蓄積される可能性が認められた．細菌および酵母において3‘・ヌクレオチドを生成する例ほ中  
札11 

尾，希方によって報告きれている．  

要   

きのこ熱水抽出（煮出し）において，自己消化が行なわれ，RNAが分解するとともに，5■－また  

は3－ヌクレオチドが生成蓄覇されることが認められた．すなわちシイタケでほpH6～9で5●－ヌ  

クレオチド，pH4では3●一ヌクレオチドが蓄辞された．これが煮出しにおける5－G九・IPなど5一－ヌ  

クレオチド生成の原因と考えられる．マッシュルームでもRNAの分解に伴ってpHヰ附近でほ3一－  
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ヌクレオチド，pH8では5■－ヌクレオチドの書斎は認められるが，水による煮出し条件（pH6附近）  

ではRNAの分解とヌクレオチドの生成ほいずれも少なかった．このようにきのこの種類によって，  
l「  

pHの相違によるヌクレオチド景の相違が認められた．一般にきのこの煮出しにおいては，前報も  

含めて，きのこの種掛こ応じて，ATPからの分解とRNAの分解が認められ，酵素系の特如こ応  

じて生成著穀するヌクレオチドにも特徴があるものと考えられる．   

終りに臨み，資重な薬品酵素煩など多大の御揺助を賜わった東町薬品工業株式会社の方々，お  

よび実験に協力きれた当短大守山延子・寺田潤子煉に深謝致します．   

本邦は昭和39年度日本農芸化学会大会で発表した．  
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