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TreIlalase from AgαrJc〟βあg8pOr〟β  

KAZUYA HAS‡ⅠIMOTO   

Trehalosc was found tobe the only simple sugarin the cultivated mushroom，A・  

bisporuS，inwhichitisconsideredtoserveaSthecarbonandenergyreservoir・   

hunripenedfruitingbodyofA・bispoTuS，thelevelof trehaloseisapprox・6to  
7％ofthedryweight，butdecreasemarkedlyattheripeningstageoffruiting body  

construCtion．（Fig．3）   

Inthepresentstudies，thepresenceoftrehalaseactivitywasshownintheextract  
ofAbispoTuS，andtheenzymeWaSpurifiedfromtheripefruitingbodiesofA・bisporus  

bythearnmoniumsulfatefractionationandacetoneprecipitation・（Tablel）   

Theenzymeisstablebelow450andinthepHrangebetweenpH4・4and6・0・（  

Fig．6，7）   

IthasmaximalactivityisattainedatpH4．4at350to45O（Fig．8：9）andhydrolyzes  
tl・ehaloseto2equivalentsofglucosequantitatively．（Table2）  

トレハローズはBasidiomycetesに普遍的に見られるが，AgaricusbiゆOruSの子実体に遊離の  

状態で存在する唯一のdisaccharideでもある・別名葦糖とも称され，マンニットと共に茸の味に  

関係があり，本物質の多いほど食用茸としてすぐれているとも云える・  

1925年IwANOFFl）によってMyxomycetesの一種ReiicuhriaJycpi・erdon a）子実休成熟中に  

トレハロースが消出することを見出して以来，」昆虫望‾ヰ），酵母5‾？），菌類9・M）等のトレハテーゼ  

について多くの研究が見られるが茸類についてはその報告が見られない．本報では，A．みゆ〃r〟ぶ  

子実休の完熟期にトレハローズが減少することを見出し，さらにトレハラーゼの抽出を試み，その  

酵素化学的諸性質について検討を行った．  

実  験  方  法   

1．供 試 菌 AgaricusbisporuS子実体は収穫即日実験に供した・  
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2、分 析 法 グルコースはSomogyi，Nelsonの改良法11）トレハロースはphenol，H：SO4  

法12），マンニットはタロモトロープ酸法1巴），蛋白はFolin法13）で卵白アル  

ブミンから検量線を作製し比色定量を行った．  

3．トレハラーゼ活性の測定  0．1MtrellaloseO．1ml，0．1M酢酸緩衝液0．3ml，酵素液0．1  

ml配合の作用液を振逸しながら反応を継続し反応終了後5分間沸澄水中で酵  

素反応を止め，生成還元力を測定した．  

4 酵素力価 pH4．4，温度40DCで15分間酵素反応を行い上記作用液中に0，1J上mOlのグル  

コースを遊離する酵素量を1unitとした．  

実験結果および考察  

1 A．もispoⅢSの経時的変化   

a 子実体の生長曲線   

宴内温度】0土50Cにて発生した子実体の高さと傘の径を24時間毎に測定した結果をFig．1   

に示した．菌糸束より子実体原基の発生は肉眼的に観察出来ないので，覆土上にピンヘッドと   

して発生後実験を開始した，また子実体のVeilの破れた日を完熟日と仮定してこれを0 日と  
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Fig．1Growth curvesof frtlit－bodyof AgaricusbisporuS  
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定めた．   

ピンヘッドが発生して完熟口に至るまでは子実体の高さと径は並行的に増加するが，完熟後  

は径が急速に増加し4日後最大となり，その後pileusの由11面が上部に反転し見かけ上磋は  

減少し暗褐色さらに黒変し，枯死する．  

b 子実体の水分   

Fig・2に示すようにpileusの水分含量は－4日以後は一定の比（91．5％）を示したが，Stipe  

は0日後ほ低下した・即ちpileusが生理的に重要な役割を果す上で一定の水分を要求してい  

ることを暗示させる．  
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Fig．2 Changesin the watercontentof  
rmit旭y ofAgaricl】S bisporus  
during growttl  
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C 子実体のトレハロースとマンニット  

Fig．3に示すように，マンニットは完熟日前後の変化は殆ど見られないが，トレハローズは   

子突抜が完熟日に達すると約1／2蓋に滅少した，完熟日に消費されることから，エネルギー源  

として生理的な役割巷果していることを暗示させる．完熟臼に達した子実体よりトレハラーゼ  

を抽出し，その性質について検討した．   

2 トレハラーゼの精製   

完熟期を経過した子実体200gに等量の氷冷した0，1丸4酢酸緩衝液（pH4．4）を加えて磨砕し  

氷室で2時間抽出，木綿布で炉過後遠心分離（8．000rpm．15min）⊥澄液100mlに粉末硫安54g  
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Tablel Purification of Trehalase  

を撹拝しながら徐々に添加して1時間氷室に放置する，生成した沈澱は遠心分離（1乙000rpm，15  

min）により集め，少量の0．1M酢酸緩衝液に溶解して，5こCで上記緩衝液を数回更新しながら  

1夜透析を行い，透折内液と同量の－200Cに冷却したacetoneを撹拝しつつ徐々に添加し，生成  

した沈毅を遠心分離（12，000rpm，10min）により集め，少量の上記緩衝液に溶解して，1夜透折  

を行った．   

当部分精製の各操作過程における酵素活性および比活性はTablelに示した．   

3 トレハラーゼの酵素化学的性質   

上記の部分精製酵素を用ちいて，各性質について検討した．  
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Fig．5 Time course of the enzymic reaction  

1  2   3   4   5  

Uni†s  

Fig，4 Correlation between Enzyme Units  

and amounts of glucose produced  
from trehalose  

1）酵素作用と酵素濃度の関係   

各酵素量に対する生成グルコース畳ほFig．  

4に示すように直線性を示し，辞素魚と活性  

は比例した．  

2）反応時間と生成グルコース畳の関係   

所定の時間反応させた時生成されるグルコ  

ース量は，Fig．5のように30分まで直線性を  

5  4  5  6  7  8  

PH  

Fig．6 pH stability oftrehalase   
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示した．  

3）酵素の安定性におよばすpH価の影響   

0．1mlの3単位の静養液を0．1mlの0．1M酢酸緩唇液または0．1丸i燐酸援衝液と混合し，  

37＝Cで24時間放置した後，残存酵素カを剋定した結果はFig．6に示すように，当酵素はpH  

4．4～6．0の問では安定であるが，それ以外のpH域では容易iこ失活した．  
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Fig．7 Heat stability of trellalase   5  4  5  6  7  
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Fig．8 pH optimum curve  
4）酵素の安定性におよぽす温度の影響   

酵素液と0．1M酢酸綬衝液の混液（pH4．4）  

を軽々の温度で5分間加熱処理し急冷後，技  

存酵素力を測定した．その結果はFig．7に  

示すように，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 70こCでは完  

全に失宿した．   

5）最適pHと鼓適温皮   

Fig．8，Fig．9にそれぞれ示すように，当  

酵素の活性はpH4．4の時最適を示した・ま  

たpH4．4においてその最適温度は400C附  

近であった．   

6）酵素反応の化学畠論的検討   

種々の濃度のトレハローズ，3単位の酵素  

および0．1加工酢酸緩衝液（pH4．4）にて全  

量を0．5mlとし40GCで30minおよぴ60  
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Table2 Stoichiometry of trehalase r’eaCtion  
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Table3 Comparison of some properties of trehalase preparations from  
Agaricus bisporus and othel●orlglnS  

0rigin  1 0pt．pH 10pt．temp．1  Stabilities   

min反応し，それぞれ生成されたグルコース畳はTable2に示すように，トレハローズから2   

当量のグルコースを生成した．   

得々の生物起源によるトレハラーゼと当酵素の性質を比較すると Table3に示すように 4卵－  

ね乃∫扉坤〝硯の最適pHは昆虫類のトレハラーゼより低L・1価を示し月．のツ2αeとほぼ一致した・  

要  

1．子実体の生長期間を通じてpiletlSの水分含塩は一定であるがstipeでは完熟後は減少した．   

2．マンニットは15－20％を示した，トレハローズは3－7％で完熟期に急速に消費された．   

3．マッシュルームトレハラーゼはpH4．4，温度35～450Cに最適を示した．   

4．当酵素のpHに対する安定性ほ4．4～6．0であり，温度に対する安定性は450C，5分の処理  

では影響はないが，50CC以上では急速に不安定となり，700Cで完全に失活した．   

5．化学量論的にはトレハローズは当酵素で加水分解されて，2当量のグルコースを生成した．   

以上貯蔵物質として子実体中に存在するトレハロースは子実体の成熟と共に共存するトレハテー  

ゼにより分解されて胞子形成，その重要な生理作用に必要なエネルギー源として供給されるものと  

推察される．   

終りに臨み，本研究に御協力された岡信子さん．篠木豊秋．今村英市民に厚く御礼申し上げます．  
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