
マッシュルームよりUDP－アセテルグルコサミンの分離＊＊  

毛利 威徳・橋 田  度＊・志賀 岩雄  

UDP－Aeetylgluco組mineかom nIu烏山ooms  

Takenori Mouri. Wataru Ilashida and Iwao Shiga 

Anacidsolublesut＄tanCeWaSisolatcdfrom the fruiting body of a mushr∞m 凸allioLa  

bisi・01・2L5bycolumnchromatographywith DowexlX8（fomlate ty匹）． Thiscompoundwas  

purほedintheformOfitscalciumsalt． Thecalciumsaltwas degraded by treatmentwith  

diluted HCland5′－nuCleotid且Se．Itwasfoundbypaperand th；nkLyerChromat喝raphythat  

thehydTOlyzate consistedof uracil，t）ridine．uridinedibh（方phate，and N・aCetyl－D－gluco弘mine・  

Theoriginalsul娼tanCeWaSidentiGedasuridinediphospho－N－aCetyl・D・g】ucosamine（UDPAG）by  

thedirectcomparison ofits chrornatograpllicl光havior、and ultraviolet andinfrared spectra  

with thcse of authentic UDPAG．   

Ttwasrough1yestimated tllntUDPAGfomcd al抑ut15％of the totalacid soluble and  

ul加VioletabsorbingsubstallC60f themushr00m， Thisvaluecorresponded to o．42～0・69％  

of the dry weight ofthc rnushrooITし  

言   

ウリジンを基本成分とするd；phosphateの糖化合物は，放生物細萱を構成する成分として知られ  

ているが，遊離のものとしても酵母1～4），細菌S－，肝8，7），きのこ8，9），水産動物臓器10，11〉などに分布  

することが報告されている．その糖部分は生物体によって特異的であり，種績が多い．   

筆者は予備試験の結果，きのこには相当最のmP－糖化合物が存在することを認めたので，人工  

栽培の可能なマッシュルーム（飽JJ如〟ムf坤0門J∫）より，収量多く単離する方法を検討し，轄部  

分の組成に重点をおいて，その生化学的性質をしらべた．  

実  験  方  法  

1．標準物質及び原料 UDPAGほ酵母を材料とするSigma奥のNa塩で，純度98％のもので  

あった．  

＊現所属：不二製油瞬研究所  

＊Present adress：Research Laboratory，Fl】jiSeiyu Co．，Sumiyoslli－Cho，1zumisano．Osaka  

脚註：本矧こおいては下記の略号を任用する．   
UDP：uridine diphosphate  UDPAG：UDP－N－aCetyl－D－glucosamine   
UMP：uTidir）emOr10pl10Sphate UDPG：UDP－D－glucose UDPGal：UDP－D－galactose   
ADP：adenosine diphosphate ATP：adenos；ne triphosphate  

＊＊ 牽辞工学8巻4号213（1970）所載  
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糖類，核酸塩基類，ヌクレオシド類，Plyphosphosphate類は市販品を用いた．   

5′－ヌクレオチドのNa塩及びそれを分解する酵素，5′一ヌクレオチダーゼは武田薬品工業噛より  

恵与されたものである．   

マッシュルーム（飽〟わね扉車研J∫）は当短大において，栽培されたものである．可食部を集め  

て均一に細新した．   

2．UDP一糖化合物区分の申離 収穫直後のマッシュルームの細断物を，冷暗等量の10％HClO．  

水溶液と共にホモジナイズし，ガーゼでろ過し，Su匹rCe11を助割としてろ過した．1Nまたは5  

NKOHで中和してpH7．0とした．生成した白色沈澱をろ別し，ろ液を集めた．   

その後，Fig．1に示ように，活性炭による精乳 DowexlX8 カラムによる分画と精製を経  

て，カルシウム塩として結晶化した．   

3．分析方法 個々のヌクレオチはDowexlx8を用うるカラムクロマトグラフィによった号が）  

ヌクレオチドを量的に集めるために，内径3．8cm，長さ32．眈mの大型のカラムも使用した．展開  

入山sltrooms，1kg  

homogen；zed and extracted  
wi†h cold perchloric acid   

1  solution，1，5A  

Supernatant  
neutrali2ed witl11N KOH，   

1  centrifuged  

Supernatant  

l passed througha⊂01umn   

r：慧二a－etba。。l   
l solution  

Eluent  

concentrated under reduced   

preSSure  

1 （UV三6。叫＝4l，∝旧）  

Column chromatography，DowexlX8  

diam．3．8cm，1e叩tb 32．Ocm   

↓  

Fraction F（UV三伽m．＝6．011）  

t 

一 芸：慧ご：霊£㌘：ニ霊芝l：ニ； 

l eluted witllammOnia－ethanoIsolution  
Eluent  

concentrated under reduced pressure  
precipitated by dropwise addition of a saturated  

l solutionof CaCl2in ethanoI  
Preeipitate  

l dried under reduced pressure  
UDPAG－Ca145mg  

Fig．1．Scheme forisolation of Ur）PAG－Ca from mushrooms．  
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溶媒系はFig．2に示すものである．カラムから  

の溶出区分について，日立製分光光度計（EPU  

－2A型）を用い，260叫∠の吸収を測定した．  

なお，ヌクレオチドはカラムからの溶出位置，  

ならびに260m／′の吸収と250m〃および2鮒m〃  

の吸収との比（E25。／E空6。．E三郎／耳獅）によって  

同定された．26伽叩の吸収がピークとなる圃分  

を集め，活性炭処理で濃縮した．   

ペーパークロマトグラフイ：東洋ろ証No．51  

を用い，展開溶媒系は幸1：95％ethmol一別  

ammoniumacetate，PH7．5（75：302））；幸2：  

乃一prOpanOl・00nC．NH40H－H已0（60：30：10）－り；  

寺3：isoproppano］－COnC．HCl－H竺0（65：16．7：  
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1
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500 1000  t≡00  20叩  
Tube numbers  

Fig．2．Chromatogramofl光rChloricacid・eXtraCtOfraw   
mushr00mS（ヱ呵併て′∫）・（brge血1e∞1umn・）  

Compos；tion ofeluting紺I11tions  

HCOOH  
HCOONa  

HCOOH  
HCOONa  

HCOOH  
HCOONa  

HCOOH  
HCOONa  

HCOOH  
HCOONa  

①dister，Water．   

indudhg姐mple   

solution  

⑳0．005NHCOOH  

⑳0．02NHCOO打  

④0．1NHCOOH  

◎1 a  

18．3）一5）；幸4：satuTatedammoniumsulfatc－n4sudiumacetate・isopropanol（80：20：2）16）；≠5  

：n－butanol－aCeticacid－H2O（4：1：5）；♯6：95％ethanol－n4amrnoniumacetate・pH3・5（75：  

30）；♯7：ethylacetate－pyridine－COne．ammOnia－H空0（10：5：3：3）17）．  

薄層クロマトグラフイ：DEAE一セルロース（生化学工業製）あるいはシリカゲル→G（E・Merck  

製）を用いた．溶媒系は幸8：72－butaneトaceticacid－H空0（4：l：2）、善9：ethylacetate－ispropano  

－H20（65：24：11）．   

糖部分の検出，同定：量色試薬として，P－dimethylaminobenzalddhyde18），anilinphthalate19）．  

アミノ糖用にninbydrinを用いた．   

n－Acetylglucosamineの定性：Morgan－EIson法叫にって，発色した液の520～600mp間の吸収を  

しらべた．  

実験結果及び考察  

1．UI）P－糖化合物画分の分離   

マッシュルームの過塩素酸可溶性成分をDowexlX8の大型カラムで展開した場合，核酸成分  

の分布はFig．2に示すようである．   

この中でヌクレオシドmonophosphate類については既に報告した叫．Fig・2で画分Fと仮称さ  

れる部分は，0．1NHCOOHと0．3NHCOONaの混合液で溶出されるもので，核酸成分のうちで  

も大きなピークである．溶出位置からUDP－糖化合物に相当すると考えられる．Fig・1に示す分離  

法によって，この両分を分離した．原料マッシュルーム1．Okgより過塩素酸による抽出液1・5gを  

得た．活性炭処理後，溶出液を濃縮し，DowexlX8のカラムに注ぎ入れた試料申260叫‘に吸収  

を有する物質の総量（吸光度×液畳，UV26が叫と略記）は41・000であったが，展開後画分Fの  

W26。叫は6，011であり，試料のうちで約15％の26伽叩吸収物質が画分Fに集中していることに  
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なる．画分Fを椿製してカルシウム塩にしたが，原料マッシュルーム1kgよりの収畠は145mgで  

あった．   

画分Fのカルシウム塩は水に易潜である．NH40HでpH9．4に調整し，DowexlX8のカラム  

で，Fig．3に示すようにgradientelutionを行なった処，鋭い単一ピークよりなる画分を得た．試  

験管数第40番より第48香道の画分を集め，活性炭処理及び減圧濃圧濃縮を行ない，これを後述の同  

定試験の試料とした．  

240  260  280   
Wbve】e鴨†h．m／⊥  

0  20  50  100  
Tube number  

Fig．3．R∝komatog痢ofFractiqnFona  

工bwexlx8coluェm．  Fig・4・AbsorptioncuⅣ田OfFractionF．  

Tablel．Paper chromatography ofdegraded samples of Fraction F．  

月′ Values  
Substamce  

SoIv．2 1SoIv．3 1SoIv．4 r SoIv．5 SoIv．6  

Fraction F  

Degraded F，I  

Degraded F，Ⅱ  

Degraded F，Ⅱ  

Degraded F，Ⅳ  
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5′－UMP  
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Uracil  
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一：nOt eXamined   

SoIvent5：7L－butanoトaceticacid－H20（4：1：5）  

Conditions of de即adation of FractionF：  

Ⅰ，heated with o．01N HClatlOO’C for15min．  

Ⅱ，heated with o．1N HClatlOOOC forlhr．  

Ⅲ，もeated wil九1N HClatlOO】C for2Ilr．  

Ⅳ，SamPleI［was treated with5′－nuCleotidase  
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2．画分Fの同定   

マッシュルーム画分FのpH2．0及び臥0における紫外部吸収曲線はFig．4に示した．蚊高吸収  

は260叫！付近にあり，盟0，260，2鮒m〝における吸光度の比率からみて，核酸塩基はウラシル型  

と考えられる．また同時に測定した標準U工）PAGの曲線とも全く一致した．   

画分Fを種々の条件で分解し，生成物をペーパークロマトグラフィで既知物質と比較した．  

Table．1に示すように，0．01NHClと共に100｝C，15min加熱するとUDPに一致するスポット  

を与え，0．1N HClと共に100Oc，1llr加熱すると5′一uⅧPに一致するスポットを与え，1N  

HClと共に1000c，2hr加熟するとウラシルに一致するスギットを与えた．さらに0・1NHClと  

共に100Oc，1hr加熱したものを5′－ヌクレオチダーゼで処理すると，燐酸を失ってウリジンに  

Table2．Detection of sugar rnoietyin Fraction F  

Spray reagent  

Suもstance  
n－ino  Ninhydrin  A11iline phthalate  

colore5S  

coloress  

yellowish－brown  

yellowisll－brown  

redisもーもrovn  

redish－brown  

redish－brown  

colorless  

colorle5S  

purple  

purple  

もーownish十yellow   

もrownisll－black  

purple  
purple  
redish－purple  
redish－Purple  
blueishrpurple  

UDPAG  

Fraetion F  

Hydrolyzed F＊  

N－Aceモアトglucosamine  

GllユCOSamine  

Glucose  

Riもose  

事 Fraction F was hydroyzed wittlO．01NHClatl00ーC for15min・  
－れOt eXamined  

Table3．Paper chromatography（PPC）and thinlaycr chrotnatography（TLC）  
Of degradedFractionF．  
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尺グ：点〆I化がビ   

SoIvcnt7：ethylacetate－pyridine－amrnOnia－H20（10：5‥3：3）   

Solvent8：Jトb山anOl－aCetic acid－H…0（4：1：2）   

SoIvent9：ethylacetate－isopropanol－H20（65：24：11）   

Degraded F，Ⅰ：Fraction F was heatedwitho．01NH2SO4atlOO？C for15min・   
DegradedF，Ⅱ：Fraction F washeatcdwitho．1N H2SO4atlOO’cfbr24hr・  

（deacetylation）  
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相当するスポットを与えた．   

以上のように，核薮系の基本成分がUDPであることがみとめられた．   

既にUDP一粒化合物は細胞内ヌクレオチドプールの一員として存在すること，さらに槍の種類に  

は種々のベントース，ヘキソース，ウロン酸，アミノ糖などがあることが知られている22）．   

画 

ろ紙にスポットし，既知物質と比較しながら，墨色剤で発色させた．Table2iこ示すように，園分  

Fを分解したもq）は，♪－dimethylaminotknZaldehyde．ninhyrin，anilinepllthalateのいずれの  

共によっても，′卜aCetylglucosamineに一致する呈色を示し，glucosamine，galacto組mine，gluco父，  

ri転eには一致しなかった．   

画分Fの0．01NHClによる分解生成物をペーパクーロマトグラフイ，あるいは薄層クロマトグ  

Table4．Paper chromatography of Fraetiort F and relatedsubstances．  

月′Value  
Substance  

Solヽr．   

6  SづⅤ・l S望Ⅴ・  
Solv．   

4  

UDP  

UDPG  

UDPGal  

UDPAG   

Fraction F   

ADP  

ATP  

0．75  0．∞  

0・80  0・11   

0．83  O．19   

0．83  0．20   

0・67  

0・63 l O・07  

0．65  

0．71  

0．66   

0．66  

0．73  

0．79  

0．72   

0．72  

一nOt eXamimed  

SoIvent6：95％ethanol－IM ammonium acetatepH3．5（75：3O）  

SoIvent2：7Z－prOpanOl－NrI▲OH－HzO（60：30：10）  

SoIvent3：isopropanol－COnC．HCl－H20（65：15．7：18．3）Solvent4：SaLurated ammonit）m  

sulfate－1M sodiumacetate－isopropanol（80：20：2）  

ラフイで，既知の糖類，アミノ糖類と比較した  

為栗は，Table3のどとくで，いずれも展開位  

置が，トaCetylgtucQSamineに一致することがみ  

とめられた．また画分Fを0．1N HヱSO‘と共に  

1000cで24hr分解するとdeacctyl乙Itionされて  

duc86amineを生成することも見出された．   

0．01N HClにより分解した画分Fと標準の  

n－aCetylglucosamineをMbrgan・EIson法20）に  

よって墨色させ，520～600m′‘の吸収曲綿を求  

めた結見 Fig．5のようによく一致した．  

■ 両分F，及びこれまでの検討により関連する  

と考えられる化合物について，ペーパークロマ  

トグラフィで検出するとTable4 のようであ   

0．3  

つ■ヽ  

冨0之  
‘てコ   

く⊃  U  

＆0．l  

520  550  
W耶eleng抽●m＃  

600  

Fig・5・Ak叩tion s匹CtTaOf毎d－dyヱdぎーa。ti。n   

F and authentic N－aC吟1gluco温Inine。btahd   

byMorg弧＆EIsoホmetbd（1934）．  
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る．すなわち，4種の展開溶媒いずれによって  

も，画分Fの尺／値は，標準UDPAGのそれ  

に一致した．そしてUDP，UDPG．UDPGal，  

A工）P，ATPには一致しなかった．   

マッシュルームより分離した画分FのCa塩  

と，標準のUDPAGをCa塩にしたものとにつ  

いて，赤外線スペクトルを比較するとFig．6の  

ようであり，互によく一致している．   

以上の法泉より，画分FはUDPAGに一致  

すると認められた．  
Fig．6．Infr打d鱒tmOfUDPAG－Ca   

画分Fの塩Caの元素分析を行なうと，C：盟．53％，H：5．17％であった．8分子の鈷晶水を  

含有するとして，化学式より計算した理論値はC：25．79％，H：5．18％であった，   

3．マッシュルーム中のUDPAG含有   

筆者らは既報1a，…l，＝8）において，イオン交換クロマトグラフィによって，マッシュルーム核酸成分  

の一斉展開を行なった．UDAGに相当する衝分について，その紫外部吸収がウリジンに由来する  

ものとして260mfLにおける吸光度から計算すると，UDPAG画分の含量は次の範囲にある．   

6．9～11・4FLmOle／gdrywt・UDAGの分子量は607であるから4．2～6．9mg／gdrywt・マッシ  

ュルームの乾物量，平均8．4％として生原料g当り0．35～0．58mg（0．035～0．058％）   

この数値はマッシュルームのほかの核酸成分，たとえば，ヌクレオチド・mOnOphosphate掛こ比  

較して約10倍量以上である．   

マッシュルーム以外のキノコ類について，すなわちヒラタケ，マツタケ，シメジ，エノキタケ，  

シイタケにおいても，UDPAGを含有する画分の存在がみとめられた．その詳細については後報に  

譲りたい．  

要   

マッシュルーム（凡慮払ねム壇勅・′J∫）子実体の過塩素酸抽出物をDowexlx8カラムを用いて  

分画することにより，ウリジンを基本成分とする糖化合物を含む画分を得た．この画分をイオン交  

換樹脂で精製した後，Ca塩として単乾した．加水分解，酵素分鰍こよる分解物について，ペーパ  

ークロマトグラフイ，薄層クロマトグラフイ，有検就業による墨色法などを行ない，糖部分ほ7ト  

アセテルグルコサミンであると謎めた．またCa塩を標準物質と比較することにより，これはUDf■  

AGであると同定された．   

UDPAGは過塩素敢可終性核酸成分の約15％を占め，マッシュルーキ乾物中に0．彪～0・69％含有  

されており，量的に重要な成分とみとめられる．  

本搬は日本醗酵工学会革20回大会（昭和亜年11月）で発表した．  
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