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Celluloseisthe most abundant of naturaLly omrring organic compoundsr’some edible  

mushmoms are ableto dig伍t Cellulosic sul繋tanCeS directly to satisfy the；r cartx）hydrat6  

rcquirments． Butlittle reseach has been done onthe cellulases of edibte mush畑OmS．   

Thepresent reportconcern5thecarboxymethylceuulasewhichareproducedby5 kindsof  

ediblemushrcK）rn，anditwasfoundbytheauthorthatastrainofmoliofanameko excretea  

remarkableamountofeellulaseintheculturemedium．（Table2）   

Theenzymeisstablebelow450Candin thepHrangefrom4．Oto6．0，andiscompletly  

inactivedbybeingm∂intained at70GCforlO minutes．（Fig．4、5）   

The optimum pH value and temperaturefor the enzyme aCtivity are4．5and 400C  

respectively．（Fig．6，7）   

TheenzymeaCtivityincreasesin thepresenceofCo＋＋，Whileinhibited byCu＋＋andZn＋＋．  

（Table3）   

自然界において，セルラーゼはCarbncycleの重要な役割を果しているが，木材腐朽南のセル  

ラーゼに関する研究は れJッ♪〝て／∫ど て′gr∫i仰わrl）Tナd〃Jg～ど∫ 封′g！Jf乃gd竺～4）ル♪eエJαビ抽J∫5～き）  

＆ゐ吻々〆J〟〝～のJJ〃JJ〟乃gり ん〃Jゆ′ビ「抑iツ亡どり現わ乃fα′∫10）等に限られており，食用茸類を対象と  

した研究は殆ど見られない．著者は今後，各種の食用茸類の生理生態や培養法を開発する上から，  

これら茸類によるセルローズの分解柊構を解明することば重要なことであると考え，予備的な実験  

を行った．   

Ree紀11）は天然のセルローズの酵素的分解経  

路をFig．1のごとく提唱しているが，本報で  

は，広く食用に供されている数種の茸類を用い  

Ce11111aseCl  Native（illSOluble）cellulose  

Cellulase Cx  Linear（soluble）cellulose  

β－glucosidase  Cellobiose  

て多様性を有するセルラーゼの内CMCに作用  Fig．1Multiplecomponentsir”ellulolytic  
systems9）   

するCx活性について検討した．  
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実  験  方  法  

1．供 託 菌 種  

ナメコ（創87わね ガの〃β点0），エノキタケ（封の〃研7JJi〃〃 て－ど7？／坤P∫）， ヒラタケ（」打p〟r励J∫  

即行g地上カ，シイタケ（エビ乃血JJ∫ P（ねde∫）およびキクラゲ（ルJr血Jのイα 〃！げiα7〟・カ／dαβ）を  

glucose4g malt ext．10gyeast ext．4gを11の薫潜水に溶解した培地20ml巾で約10日間前培  

養した．  

2．培 養 方 法   

Tablelの基本培地を5OOmト容の振造フラスコに150ml宛分注し，常法に従って，1210c，  

15分間加圧殺菌した．上記前培養によって得  

た菌蓋は無菌水と共に磨砕し，1mlを接種し  

た．250cで10日間夜盗培養（120rpm，振幅  

5cm）を行い得られた澄明培養ろ液をコロジ  

オン膜を用いて3日間水道水で透析し，これを  

酵素液として使用した．  

3．租帝乗積品の調製  

酵素の諸性質を検討する場合には，培養液を  

5凸cに保ちつつ，エタノール70％溶液とし  

て，生成する沈澱を遠心分離し，エーテルで能  

瀬し，減圧乾燥したものを粉末粗酵素とした．  

TablelComposition of medium used to  
Obtain celltllytic eulture丘Itra【e  

Powdered cel】u】ose  

KH空POI  

MgSO暮7H空O  

CaCl空  

Peptone  

ZnSOi7打已O  

FeSOヰ7H20  

MnSO14H竺0  

（NH▲）6Mo7024H空O  

CoCl26H20  

Thiamine・HCl  

10 g  

lO g   

O．5g   

O．1g   

4 g   

3mg   

3mg   

3mg   

3 mp 

1 mg 

lOO／一g  

Distilled water to givelL．FinalpH  

of medillm about5．2  

4．Cx活性の測定法   

CMC－Naを0．1Macetatebuffer（pH4．5）に溶晩1％溶液となし基質とした．基質溶液1  

mlを共栓試験管に採り，408cの恒温桔中で5分間予熱した乳 稀釈酵素液1mlを加えて，60  

分間incubateさせる，反応終了後，3．5－dinitrosalicylic acid（DNS）試薬3mlを加えて酵素反応  

を停止し，沸騰水中で15分間加熱発色し，流水ゅで冷却した後，蒸潜水2．5mlを加えて，640m／‘  

における吸光度を測定した．  

5．酵 素 力．価   

上記拳件で，酵素液1ml当り1mgのglucα紀に相当する還元糖を生成する場合を1u最tと  

し，試料酵素の稀釈培数を乗じて酵素力価を表わした．  

実  験  結  果  

1．常葉濃度と活性  

0．1Macetatebu鮎r（pH4．5）で一定量に秤配した酵素液1mlに基質1m卜を加えて，40Dc  
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で60分間incubateする，次でDNS試真を加えて，640mJ＝こおける吸光度Eを測定する∴叩こ反  

応操作を省いたもので吸光度E′を測定するE－E′の値は予め作製した換量線よりglucoseめmg数  

として表わすことが出来る．Cx活性のE－E′値はFig．2のように0．5bo以下であれば， 轟素量と  

比例関係を示すので，この範囲内で測定することとした，  

2．基質濃度と活性  

反応液中のCMCの濃度と活性の関係はFig．  

3に示すように，1％以下でほ直線性を示した  

で，基質として1％CMCを用いることにのし  

た．  

3．酵素作用の安定性   

a）酵素の安定性におよぽすpH価の影管   

粗酵素1％溶液10mlにMac111－ain buffer  

lOnl巨を加えて，羅々なpHの溶液として，  

400c，24時間放置後，0．1M ncetate bu∬er  

（pH4．5）でPH認印したのち，冬野菜液の残  

存酵素活性を測定した．各種茸頬のCxに対す  

るpH安定性はFig．4に示すように，それぞ  

れ ナメコ4、〉6，ヒラタケ5～7，キクラゲ  

4～7，エノキタケ4～7，シイタケ3一－7付  

近で安定であった．いずれの茸類に於ても，そ  

のCx活性ほ酸性側特にpH5伺■近で接安定で  

ぁるが中性以上では不安定であった． l   

b）酵素の安定性におよぼす限度の彰賛   

0．1Macetatebuuer（pH4．5）に溶解した  

酵素を種々な温度で10分間加熱処理した後，急  

冷し残存酵素活性を測定した．Fig．5に示すよ  

うに，各署類共にCx活性は45qC付近より不  

活性化が認められ，5がC以上では急速に不活  

性化された．  

4．最適pH  

丸血cllvainl）u仔eTでp甘2～8に洞野した酵  

素液を用いて400c，6（）分間反応して酵素活性  

を測定した結果はFig．6に示すように，シイ   

タケ3．5，エノキタケ4．0，ナメコ 4．5，キク  

0．500  

E－E′  

T  

O．100  

1／10  5／10  10／10  

Enzyme concentration   

Fig，2 E仔ect of enzyme concentration on  

tbe Cx actil′ity   
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ラダ4．5，ヒラタケ5．0に麓適pHがあり，シイタケの最適pHは他の茸類のCx活性に比較して  

低い値を示したが，シイタケは培地中に荏酸の誓硫があり，pHが3付近まで低下し菌体の生育を  

阻害する現象がしばしば認められることから，生理的に当酵素活性との問に関係があると思われ  

る．  

5．最 適 温 度   

pH4・5に調製した作用液を用ちい，各温度に60分間作用させた結果はFig．7に示すように，ナ  

メコ，エノキタケ，ヒラタケは450c付近に，キクラゲ，シイタケは500C付近に最適温度首示し  

た．  

6．茸類のC芸者性の比較  

食用茸類の生産するセルラーゼの内，Cx活性の測定には当酵素の諸性質から考察して，pH4．5，  

温度400c，反応時間60分なる作用条件を選定した．   

5種類の食用茸類と従来強いセルラーゼ活性  

を有することが認められているヒイロタケを基  

本培地で10日間250cで寂泡培養し，培地申に  

生産されたCx活性を測定した結果はTable2  

に示すようにナメコが特に強いCx活性を示す  

ことを認めた．  

7．ナメコ・セルラーゼの塩類に対する影  

響   

食用茸類の内，ナメコが強力なCx生産菌で  

あることを知ったので，当セルラーゼの塩類に  

対する影響を調べた．作用液にTable3の各濃  

度の塩類を添加して，作用成績と阻害について  

検討した．   

Cu♯，Znせ，Na÷，K÷の10‾ヱM塩類の添加  

は阻害作用を示したが，濃度が低い場合例えば  

10‾1M濃度程度では殆ど影響を受けなかった．   

Co♯，Ca・は，Feキ等の塩類は戚活効果を示し  

たが，特にCo昔は10‾2Mで1．4位の活性を示  

した．しかしEDTAによる影響ほ認められな  

かった．  

Table2 Production of Cx by various  

mushrooms  

iMushrooms L Cx units／mg  

P力〃Jわ拍7Jα〃Jg点の  

助川椚J‘仇αてノgJ～／ゅが  

上～〃JJ椚′∫gdde∫  

PJどJげ¢JJJ∫0∫わ・αI′r／∫  

血J〟のJねガ〃αJ′／イc／′ね一♪dαβ  

Th∽】dg∫血刀gJJ川朗  

4
7
4
0
別
6
7
罰
1
6
 
 

亜
7
．
3
．
L
 
l
．
乱
 
l
 
l
 
 

Table3E仔ect of metallic；ons on Cx activity  

Cx activity％  
Compounds  

10一之M  10－3M110－暮M  

NaCI  

KCI  

Naβ0－  

MgSO4・7H20  

CaCl。・2H20  

FeSOl・7H芝O  

CuSOl・7H空O  

ZnSO▲・7Ii20  

CoCl2・6HモO  

EDTA  

≦裕．朗：  

108二00  

100．∝1  

100．00  

103．65  

102．37  

粥．52  

100．00  

115．〔賂  

100．00  

86．57  

96．56  

93．29  

100．65  

114．94  

103．51  

77．02  

85．65  

122．70  

103．92  

考  

担子菌とくに木材腐朽菌ほCellulase生産菌として知られている．ここで供試した名商はすべて  
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CMC分解活性を示し，いわゆるCx酵某生産菌であることを認めた．特に肋～わ拍7J〃沼d〃は  

TナdJ乃β／e∫∽鱒g‡Jf乃gαに劣らず強い活性を有した．これに反して，」印印rαわJ∫0かど励J∫では粉末  

ろ紙を唯一の炭素源とした場合にも菌体および子実体の生育が旺盛であるにもかかわらずCx活性  

は意外に少なかった．両者のCellulose分解機構に相異があるのかも知れない．  

要   

食用茸類5穫類の生産するCarboxymethylcellulase活性を検討した．その内で掛こ肋Iio（a  

乃d〝㌍鮎が強い活性を有することを認めた．   

各茸類より調製した粗酵素について2．3の酵素化学的諸性質について検討した韓果は供試茸類の  

起源により多少異ったがP如才如〟乃のが如では最適pHは4．5，最適温度は408c，pH4．0～6，0  

で安定である．耐熱性はpH4．5において，450c以下では10分の熱処理でも安定であるが500c  

以上では急速に失活した，塩類の影響としてlも Co得は戚活効果を示した◆がCui＋，Zu♯は強く阻  

苫を示した．他の4礪の茸類においても，大略Zuliotanameko o Carboxymethylee11ulaseに一  

致した．またろ紙崩壊活性および植物組織観壊活性を有すことを認めたか，これらに関しては後報  

にて述べる．  

本研究を行うに些1って終始有益なご教示を賜わった高橋善次郎先生に深く感謝の窓を表する．  
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