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Carbohydratesareknowntobethegeneralcarbonsourcesforthe cultivatedmush－  

room，andthewood・destroyingbasidiomycetesareespecia11yactiveon thehydrolysisof  

bemicellじlose．  

Inthepresentinvestigation，hemicellulasewaspurifiedfromthewheatcultureandthe  

mushroom fruitbodies by theammonium sulfatefractionation andcolumnchromato－  

graphywith DEAE－Cellulose（Tablel－3，Fig・2－5）・   

Theproductionofreducingsugarsbytheactionofthehemicellulosepreparations was  

estimatedundervariousconditions．Hemicellulosepreparedfromricestrawwasemploy・  

ed as the substrate．Alinear relationship between the enzyme concentrationand the  

quantity ofxyloseliberated was obtahedwithin therangetested（Fig・6）・   

Theenzymeis stablebelow450Candin therangeof pH from3．4tO5．4，Whereas  

itisinactivatedat higher temperatureandatthealkalineand theextremelyacidpH  

（Fig．7，8）．   

Theenzyme has an optimalpH of4．8andanoptimaltemperaturerangingfrorn40  

to550C（Fig．9．10）．   

TheenzymeactivityincreasesinthepresenceofNaCl，butis notaffected by the  

presenceof other salts（Table4，Fig．11，12）・   

HydrolysisproductsofhemiceuulosebytheenzymeareprlnCipal1yxylo61igosaccharides  

with a very srnallquantity ofarabinckSe，glucose andxylose（Table5．Fig．14，15）．   

緒  論  

栽培マッシュルームの炭素源ほ自然界では，一般に多糖類として供給され，加水分解酵菜の作  

用で単糖類に分解，同化されるものと考えられている．   

わが国では炭素源として稲わらを用いているが，稲わらの細胞壁の主要構成成分であるへミセ  

ルローズは．セルロースと共に広く分布している多糖類で，その含有量は30％にも達しており  

炭素源として重要な役割りを果すものと推察される．  
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TRESCHOWりは1944年マッシュルーム菌糸（Ps．bisporaf．ave11anea）はキシランを速やか  

区分解し，菌体生育において最もすぐれた炭素源であることを報告しており，一方著者ら2）もコ  

ンポスト中のへミセルローズが培養の初掛こよく消費されていることを認めた▲   

へミセルローズの分解に関しては．牧草の保存中の変化3・・l・5）や大豆子真のへミセルローズの分  

鮮）に関して．また種々な微生物によるキシランの分解7・8・9・肌‖－－2】3）やアラバンの分解1j」伯）につ  

いて詳細な報告がなされている．時に稲間．9）高橋三0）らほそれぞれ別個にBac；11us subtilisの培  

養液から結晶性酵素礫晶を得ている．   

著者らは栽培マッシュルームの生育究明を目的とし，その物質代謝の穐作を明らかにするため，  

小麦培地および子実体よりへミセルローズ分解酵素を抽出，部分精製を試み，その性質について  

検討尾行なった．   

実 験 方 法   

1．供  試  首 Agaricus bisporus．   

2．酵 素 試 料   

240cで45日間培養したAgaricus bisporusの小麦培地および子実体．   

3．帝索漠調製法   

培地および子実体の石付部をホモゲナイズし、5倍量の蒸海水を用いて，50cにて一夜抽出し  

て，木矧こて㌍過し，通過胆液を租酵紫液とした．   

4．ヘミセルローズ   

DEWARら¢方法d）で稲わらより調製した．   

5．基質（1％ヘミセルロース溶液）   

へミセルローズは中性または酸性では水に不溶性のため．まず0．25M NaoHに溶解し蒸潜水  

で5倍最に稀釈し、さらに0．05M H℡SO4で中和し懸濁液として用いた．   

6．酵素活性の測定   

基質1可P．1，Mクエン酸・リン酸塩綬衝液0．4ml．酵素液0，6ml，の席合の作用液を500cで反応  

を進め，還元力をSOMOGYINELSON法の改良法16）で定量し，キシローズとして計算した．  

酵素力は前記作用液を使用して，pH4．8で500cにおいて30分間酵素反応を進めたときに作虐液  

Im坤にキシロー如．1mgを生成する酵素量を1unitとした．   

7．DEAE－eellulose カラムの調製   

DEAE－Ceuulose（0．92meq／g BTOWn祉）を蒸海水中に分散し，微粒子や共雑物を上液と共に  

傾斜除去し，沈下した部分は0．1N NaOHにてOli塑とし，水洗中和後．0．01Mリン教程衝液  

（pH5．85）に分散緩衝化し，吸着柱を調製した．   

8．蛋白質の走圭   

Folh法17）で750m／バこて卵白アルブミンから検盛線を作製し、比色定量を行なった．   

9．生成糖のベーパークロマトグラフィー  
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東洋祈祇No．50を使用し．ブタノール，酢軌永（4：1：5）を展開剤とし・アニリン水素  

フタール酸塩で呈色した．  

10．オリゴ糖類の分離  

Charcoal－Celite（1：1）柱を用いてオリゴ糖類を吸着させ，蒸溜水を流して単糖琴を流出後．  

5％、10％……ヰ0％とそれぞれ濃直の異なった酒精液で順次溶出した・  

実験結果および考察   

1．ヘミセルロースの構成桔   

稲わらより抽臥精製したへミセルローズを72％H2SO4で200c，2時間，さらに3％H2SO塵  

にて湯浴上で4時間加水分解を行ない，硫酸をイオン交換樹脂で除き，糖液を減圧濃縮シラップ   

と成し，Dowex】．×8にて分離．定畳を行なっ  

た．結果はFig．1のように各糖の比率は，アラ  

ピノース10．87％，キシロース70．24％，グルコ  

ース17．29％，他に未知物質（ダルクロン酸と  

して）1．60％の検出が見られ，主要構成籍はキ  

シローズであることを確認した．すなわち．稲  

わらのへミセルローズは，β－1・‘i’一幸シロ  

ビラノシッド結合を主体とする多韓類である．   

2．へミセルラーゼの精製   

小麦培地より得た粗酵廃液に硫安を添加0．2  

飽和とし，生ずる沈殿はTablelのように酵素  

活性が低いので除去し、さらに硫安を添加し，  

0．8飽和として12000×Gで遠心分離し．生じ  
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Fig、1Separation of composite slばarsin  

hemice11u10Se  

た沈澱を蒸潜水に溶解し、50c，3日間蒸沼水にて透析し．さらに透析外液を0．01Mリン酸塩鮭  

衝汲（pH5．85）に換えて24時間透析を行ない．透析内液をDEAE－セルロースカラム（3×30血）  

に吸着させ，50cで0．01M→0．2Mリン酸塩緩衝液で溶出速度25ml／hrで10ml宛gradient elut；on  

を行なった．結果はFig．2のように，カラムに吸着されたヘミセルラーゼは0．05Mリン酸塩緩衝  

液で溶出されるので，このフラクションをさらに硫安0．8飽和としてceliteと共に炉通し，Celite  

Table．1Fractionation of hemicellnlase with ammonum sulfate  

Fraction step  l Activity unitsノml  

0．2  saturated  

O．2 － 0．j  ／′   

0．‘1－ 0．6  〝   

0，6 － 0．8  〝   

0．8 － 1．0  〝  
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Fig．3Rechromatogr早phy of thehemicellulase  

from wheat cl11ture on a DEAE－Cellulose  

COlum皿  

－。－ hemice11ulase activity  

－・－ prOtein  

Fractionnu皿ber（10ml）  

Fig．2 Chromatography of the hemicellulase  

from wheat cultureonaDEAE－Cellulose  

colum  

－。q hemice11ulase activity  

－・－  prOtein  

Cakeを0．01Mリン酸塩緩衝液にて溶出し，溶出液は 50cで24時間透析し，透析内液を再びF；g  

3のようにDEAET－セルロースカラム（1．7×40cm）に吸着し、再クロマトグラフィーを行なっ  

た．   

同様にマッシュルーム子実休より抽出した租酵素を硫安塩折およびDEAE－セルロース処理に  

よって部分精製したF；g．4 およぴFig．5 のようであった．  
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Fig．4 ChfOmatOgraphy of the hemice11ulase  

from fruit－bodyon a DEAE－Cellulose  
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Fig．5Rechromatography of thehemicellulase  
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Table．2 Summary of the purification of mushroom hemicellulasein wheat culture  

Activity  
units／ml  

Total Activity  
units  

Protein  
皿g／ml  

Specific  
activity  

Step No．  Vol（ml）  Yieldガ  
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当酵素部分椿製の各操作過程における酵素活性および比活性はTable2およびTable3のよう  

で．小麦培地および子実体より精製したヘミセルラーゼの比活性は，それぞれ90倍に濃縮する事  

が出来た．  

Table．3 Summaryofthepurificationofmushroomhemicellulaseinfruit－body  

Specific  
activity  

Protein  
mg／ml  

Total Activity  
units  

Activity  
units／ml  Yield％   Step No．  Vol（ml）  

3．ヘミセルラーゼの酵素化学的諸性質   

上記の部分精製酵素を用いて、各性質について検討した・  

1）酵素量と活性   

各酵素畳（蛋白量で表示）に対するキシロースの生成量はFig．6のように直線性を示し．酵素  

量と活性は比例したので，酵素活性は，この範囲内で測定することとした・  
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Fig．6 Correlation between proteinconcentr－  

ation and amounts of reducing sugar  

prodl】Ced from hemice11ulose  

Fig．7 pH stability of the hemicellulase  

o－O Wheat culture  

・－・fruit－bdy  

2）辞素の安定性   

a）pHと安定性   

酵素液を種々のpHの緩衝液に360c18時間放置し，残存酵素カを測定した・その籍対まFig・7  

のようにpH3．4～5．4の問では安定であったが，他のpH竣では容易に失宿した・  
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b）温度と安定性 

酵素液とクエン酸・リン酸塩援衝液（pH4．8）  

の混合液を種々な温度で10分間加熱処理し，急  

冷後に残存酵素力を測定すればF；g．8 のよう  

に，450C以下では安定であるが，それ以上で  

は次第に不安定となり，708cで失活Lした．  

3）最適pHと最適温度   

最適pHはFig．10のように4．8であり，最適  

pHにおける最適温度はFig．9のように500c  

であった．  

4）酵素作用におよぽす塩類の影響   

2％へミセルローズ0．5ml，クエン酸・リン  
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Fig．8 Thermalstability of the hemice11ulase  

－●－ Wheat culture  

－。－ frllit－bdy   

酸塩後衛液（pH4．8）0．4皿1，酵素液0．6ml，塩類溶液0．5mlの配合液を500c，30分間反応させ  

て，生成還元力をキシロースにて表示した結果はTable4のように，当酵素ほMn十十イオンによって  

阻暮され，N卑モイオンによって活性化されるが，他の塩類によっては殆んど影響を受けなかった．  

なお阻害剤EDTAによって著しく阻害を受けた．稲岡ら9）は培晶細菌キシラナーゼがCa＋＋によっ  

て活性化されると報告しているが．当酵素では活性を示さなかった．  
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Table．4 hfluence ofsalts on hemicellulase activity of Agarfcus bLsJ）OT・a  

Salts   
bwbeatcl11tllre   bfruit－叫   

＊＊   

＊Ⅹylose t   ％   ＊ Ⅹylose   ％   

None（contTOl）   1．0892 l lOO   0．1802   100   

CaC12   1．0824  99．4   0．1802   IOO   

Ca－Ac   1．0548  0．1630   90．5   

NaCl   1．2ら64  115．4   0．2025   112．4   

MgSO‘   0．g740  98．8                                89．J   0．1448   80．4   

MnC12   0．7672  0．1210   67．1   

ECl   1．0146  70．4                 93．1   0．1906   105．8   

0．1831  101．6  

0．0094  0．5  

ZnCl皇   
Na皇SO▲ EDTA  

璽1；…；…  0．1464  ．81．2  

＊ mg／ml  

＊＊ Conc．in the reaction7nixt11re WaS M／60  

5）酵素作用におよばすNaClおよびC8Cl℡の濃度との関係   

a）NaClの影智  

1M以下のNaClの添加ではFig．11のように，阻害作用は見られず・0．4M NaClの添加で活  

性は最高を示した．  

b）GC12の影響   

Fig．12のようにCaC19の濃度の増大と共に活性は降下し，0・8MCaCl2以上では酵素作用を  

完全に阻害した．  
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6）部分椿製酵素によるへミセルロースの分解   

上記配合液を上記条件のもとに所定の時間反   

応させ，生成還元力をキシロースとして求め  

た結果はFig．13のように30分で一定に達した．   

a）ヘミセルロースの分解生成物   

各反応過程の酵紫反応液を採取し，エタノー  

ルを添加70％濃度として不溶物を除去し，ユタ  
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ノールを減圧除去した後，ペーパークロマトグ  

ラフィーにて多重展開を行なった結果は，Fig．  

榊0 14のように反応の初期にはグルコースを生じ，  

キシロビオース．アラピノースが著明になり，  

分解が進行した24時間後にはキシロビオース，  

ヰシロトリオースを大量に生じた．ヰシロース  

も反応中に検出されるが微少セ，当酵素はへミ  

セルローズのβ1．4－－ⅩylopyTa皿OSide結合を  

Ti皿e Ofreaction（min．）  

Fig・13 Hydrolysis of hemicellulose by  

hemicellulase  

－・－ Wheat culture  

－8－ fruiトbody  

キシロビオースまで分解し．キシロビオースからキシロースへの分解は行なわないようである．   

b）ヘミセルロース分解生成物の分離   

上記条件で24時間反応後，未反応のヘミセルロースを70％エタノールにて沈渡，遠心分離し上  

澄液を減圧顔轟し，活性炭．ゼライト（i：1）  

カラムによりエタノールの濃度を徐々に増大し  

分別を行なった結果ほFig．15およぴTable5  

に示すように，24時間経過後のキシロゼオース  

キシロトリオース．キシロチトロース，キシロ  

ベントースの割合は4：2：2：1であった  

が，時間の経過と共にキシロビオースの比率は  

増加するものと推定された．  
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Table，5 Relative quantities and Rx values of oligosaccharides  

afteriJICubationlor1440minutes  

Chro皿atOgraPhy  

ー、、  

C2H50H％ Sugars 、＼  
Arabinose十Glucose   2．53  

Ⅹylobiose   4．00   0．57   

Ⅹylotriose   2．07   0．36   

Ⅹylotetraose   2．29   0．27   

Ⅹylopentaose   1．05   0．17   

Ⅹylobexaose   1．10   0．11   

Ⅹyloもeptaose   
1 0．05   

Ⅹylo6ctaose   trace  

a）ThesoIventwasn－butanol：aCeticacid：water（4：l：5）  

b）Ratioofthemovementofthexylo61igosaccharidesrelativQ tOthatofD－Ⅹylose．  

要  旨  

マッシきルームの小麦培地および子実体よりへミセルローズ分解酵素を抽出し，部分精製を試  

みた．   

また稲わらより抽出精製したへミセルローズに作用させて，当酵素の一般的性質を検討した．  

1．当酵菜の稲わらへミセルローズに対する作用はpH4．8，温度500cにおいて最遠を示した．  

2．pHに対する安定性ほ3．4～5．4であり，温度に対する安定性は450clO分の処理では影響はな   

いが，500c以上では急速に不安定となり，700c以上10分の処理では失活した．  

3．塩類による影響はNaClによって活性化されるが，他の塩類では殆んど影響されなかった．   

0．4M NaCl添加のとき活性ほ最高を示した．CaC12は濃度の増大と共に阻害作用を示した．  

4．稲わらヘミセルロースの分解産物として反応の初期にはグルコース，アラピノースらを検出   

するが．反応の進行と共にキシロビオース，キシロトリオースが著明となり，キシロースの生   

成が殆んどなく，キシロオリゴ糖を生成することより当酵素はエンド型であると推定される．  

マッシ1ルームは，その培地中に多量に存在するヘミセルロースを菌体外に分泌したへミセルラ  

ーゼによりオリゴ糖に分解し．さらに共存する他の酵菜によって単糖に分解し，菌体に吸収され  

細胞形成や，エネルギー源として利用されるものと考えられるが，詳細についてはさらに検討を  

したい．  

経りに鑑み，本研究に御協力された岡信子さん擾禾豊秋氏，今村英市民に厚く卸礼申し上げます．  
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