
食品の核酸成分に関する研究＊  

（第19報）マツタケの核酸分解酵素系  
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Studies on Nucleic Acid Related SubstaTLCeS  

（X∬）Ⅳ肛1iee acidI）egrading】∃nzyme of Matsu・ねke  

（Trieholoma mat凱血血e）  

TakenoriMouri，Wataru Hashida andIwao Shiga   

Enzymefractionsdecornposing nncleic acidandrelatedsubstances wereisolated from the  

fruitingtxKlyof Matsu・take（Tricholoma matsutake），andthey were par亡ially puri6ed with  

（NH＆）2SO4－Saturation andchromatographyusingDEAE－Ceuulosecolumn．   

Their properties were examined by generalmethods． Rilx）nuClease（RNase）from  

matsutakehad anoptimum temperatureOf 600candapHrangeof7．0～7．5・ The ranges  

ofoptimumtemperatureandpHofPDaseand PMasewere40～450C andpH6・0～6・5and  

40qC～450Cand pH4．5～4．8，reSpeCtively．   

YeaLSt RNA wasdegradedbyeach RNasefraction ofmatsutakeunderoptimumcondition  

Loritsactivity，andfour kiI］ds of5●一nuCleotides，namely5′－CMP，5’－UM『，5’－AMP and  

5′－GMPwereaccumulatedabundantlyinitsdigest．   

Theacidrange－enZymeaCtivit；esoffruitir）gbodesisdi仔erer）t fromthatofshii・take，and  

common musbroom．  

前報l）においてシイタケ，マッシュルームの核酸分解酵素系と核酸成分の分布について報告した・  

マツタケについては臭いを主体としたきのことされている．著者らは前額までにマツタケにおい  

ても5′－GMP等RNAを構成する4種のヌクレオチドが，遊離の状態で存在し，また生成される．  

この原因として著者は，核酸分解酵素系に特徴があるためではないかと考えた．   

本報ではきのこ可鹿部より核酸分解酵某系を抽出，分離椅製し，その酵素学的性質を謝ペた．な  

おそれらの結果から生のきのこにおける5′－ヌクレオチドの分布，また種々の灸件での加熱におけ  

るヌクレオチドの変化の原因について考察を行った．  

＊ 日本食品工学誌所載  
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実  験  の  部  

1．供託標準物質は前報1）に準ずる．   

2．マックケ（Tricholoma matsⅦbke）   

軸Ogをホモジナイズし，5倍量の兼潜水にて，5しc2時間軸出して，木綿にてろ過し，そのろ  

液を租酵柔液とした．   

3．分析方法   

総5’，3′－ヌクレオチドは中島2）らの群集法に依った．個々のヌクレオチドはDowexlX8を用  

うるカラムクロマトグラフィで，蛋白質はFoIhci∝alteu8ノの呈色法または却Omβの吸収によって  

定量した．   

4．核酸分解酵素活性の測定   

須原，大村4）らの報告に準じてRNase，PDaLSe，PMaLSe，DNase活性を測定したが詳細な条件ほ  

前額記載のごとくである．  

実  験  結  果  

1．DEAE・Cell山oseによる酵素系の分画   

租酵素液2・5gに硫酸アンモンを飽和にななるまで加え，1臥500Gで遠心分離し，生じた沈澱  

巷0・01Macetatebufferに溶解し，その上登液を50cで一夜0．01MacetatebuHcr（pH6．0）  

に対して透析しした．透析内液（蟹白星として300mg）を∵DEAE－Cellul岱eカラム（3×25cm）  

に吸着させ，aCetatebuHerで0．01Mより0．5Mまでgradientelutionを行った．そのクロマト  

グラフィはFig．1のごとくである．   

RNase癌性及びPDase活性はpH7．0で，PMase活性はpH5．0で測定した．流出位置は  
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Fig．1．Chromatography ofthe extract fEOmmatutake on  

DEAE－ee11ulose column．  
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RNaseが初めiこ溶出され，PDase，PMase活性が続いて同時に涛出された．RNase，PDa5e，PMase  

清隆のピークをそれぞれピークA，B，Cと仮に命名した．   

ピークB，Cについて相互の分離と精製を目的にして再クd宣トグラフイを行った．すなわち，  

その部分を減圧濃縮した後，0．01Macetatebu鮎r（pH6二0）に対して透析しその内液をDEAE－  

cellul（冶eカラムに吸着した後0．01Mより0．2Mまで．gradient・Clutionした．そのクロマトグラフ  

ィはFig．2のどとくである．   

この操作の後にも，SephadexG→100まはCM－CelluloseによるクロマトグラフィでもPMぉe・と  

PDase両店他部分の流出拉置はまったく一致した． 
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Fig．2．RechromatographyofPMaseCfraction Fig3．Rechromatbgr紳hyofRNa幸畠AffaQtion  
fr。m matutake on DEAE－Cellulo5e  from Malsutake on DEAE－Cellulase  

colllmn．   

Tablel．Puri鮎ation of RNaseofMatsu－tal【e．  

column．  

ピークAについても再クロマ  

トグラフィを行なった結果は，  

Fig．3のごとくである．   

その部分を減圧濃縮した後，  

0．01Macetate Buffer（pH6．0）  

より0．1Mまでgradientelution  

した．その蒔果，丁つのピーク  

を示した．   

上述のごとく粗酵素液を硫酸  

アンモンで塩新しDEAE－Celト  

ulo6eで篇製した諸経過におけ  

るRNase，PDase，PMaieの活  

性および比活性の消長は士able  

l～3のことくである．   

これらの処理によってRNa父  

は10陪，PDaseは20悟，PMa父  

iま30倍程度に潰縮された．  

Table2．Puri丘cation of PDase of Matsu－take．  

Tal］le3．Puri6cation of PMase of．Matsu－take．  P崇 
g）  

PMas寧  
（uIlits）  

Purification step  
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2．分画された酵素系の諸性質   

前項の操作で精製された酵素活性の部分は農霹したのち兼潜水に対して24時間透析を行った．そ  

の内液を酵素液としてその性質をしらペた．  

（a）最適pH 酵母RNAを基質にしてピークA（RNaBe癌性）の最適pHはFig．4のごとく  

7．0～7．5であった．  
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Fig・9．Effect of pH on stabilitics of enzymatic  

activi亡ies（彷｝c，18brs）．  
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なおピークAはBPNPPには作用しなかった．BPNPPを基質にしてピークBの最適pHはFig・5  

のどとく6，0～6．5であった．   

PNPPを基質にしてピークCの最適pHはFig・6のどとく4・5～4・7であった．  

（b）酵素波立と活性との関係 RNase，PDase，PMaseについて酵素液屈と活性との間係をしら  

べるとFig．7のどとくである．   

RNaseほ0．1ml～0．3ml，PDaseおよびPMaseは共に0．1ml～0．4mlの範囲で活性と直線園除  

があった．したがって雨後の測定ではその直線範囲内で酵素液を稀釈して測定した．  

（c）最適温度 RNase，PDaj5e，PMaseそれぞれの最適ptJでの反応温度の影響はFig・8のごと  

くで最適温度はRNa紀で600c，PI〕a父およぴPMa父は共に400cであった．  

（d）種々のPHにおける安定性 各酵素液をそれぞれpH3・0～pHlO・0の範囲の1／10M緩衝液  

におOcで18時間保持した場合の酵素活性の安定性について検討した結果はFig・9のどとくであ  

る．   

RNase活性ほpH3．0～pHlO．0まで殆ど安定であった．PDaseはpH3・0～pH4・0付近では  

不安定でpH5．0～pH8．0で安定でありpHlO・0では不安定であった∴門血駅はpH5・0で安  

定でpHlO．0では不安定であった．   

te）熱安定性 各酵素液をそれぞれ最適pH  

の0．2M緩衝液で稀釈し種々の温度で15分間保  

持した後，急冷し，骨法にしたがって残存活性  

を測定した．その結果はFig．10のごとくであ  

る．   

RNa父は高温においても比較的安定で600c  

において約50私1000cにおいては約20～30％  

活性が妓存していたがPDaseは700CでPMase   

Table4．E仔ectsofmetalionsonsorneenzyme  
activitie5．  

40  50  70  1000c  

＝   ＝ PNase  c   つPDase  

エ   ユ PMase  

Fig．10．Heat stability of enzymatic activities・  
RNaselPDase  

Table5．E鮎ctso王anions，andchelatingagents  
On SOme en2yme aCtivitie5・  

R誉SelP誓SelP誓Se  

ー：The experiment was no（done・  
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は50GCで殆ど失活した．   

出 金屈イオンおよび阻害剤の影響 各酵素の屈性に及ばす金属イオンまたは阻害剤としての試  

薬の影腎をしらべるとTable4，5のごとくである．RNa覚はCo＋＋，Cu＋＋に阻害されキレート  

剤ではEDTAによって阻害された，PDfISeはCu＋十，Co＋＋，NaF，NEl已f寸PO4，キレート剤では  

EDTAによって阻害をうけた．PMaseではCu＋＋，NaFが阻害した．   

3．酵母RNAの酵素分解lこよる5′－ヌクレオチドの生成   
前述のごとくマックケ酵素系の巾でピークAはRNa父活性を有するので，酵母RNAに作用さ  

せて，その分解生成物を調べた．  

ピークAの濃縮部分を0．2MTrisbuHer（pfI7．5）の申でFig，11のごとく反応させたがこの  

場合，RNAの分解率は約4（）％であった．  1・O   

Fig．12に示す様に酵母RNAの分解によっ  

て5′－CMP，5′－AMP，5′－UMP，5′－G丸′IP計LI  

誇の5′－ヌクレオチドが生成することが認めら  

れた．  

40mgof yeast RNA  

－RNase   

－1M bu圧er   

－370C，22llrS，incul）ation  －HCIO．treatment，Sl】pernatant －aCtive carbon trcatrnent  50  100  150   2（）8Tub．NO  

Fig．12．Formation of nucleotides by  

degradalion of yeast RNA  

＼Vith fI・aCtion A．  

Jヽ  

■－■                 ト                  く  

for cもromatography  Sample  

Fig．11．Digestion of RNA  

4．ヌクレオチドおよびその誘導体に対する  

PnⅠ鮎e画分の作用   

PM鮎e活性のあるピークCは前述のごとく合  

成基質PNPPを分解するだけでなく 自然界の  

籍々の核酸成分に対して活性を示した．すなわ  

ATP（20mg／20mg）  5．Oml  
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－PMase fraction  2．Oml   

－1Ml）u鮎r  l．Oml  

－incubation，37＝c，1hr  

－HCIO－treatment  

－aCtive earbon treatment  50  100  150Tub No．  

凸a【terineubation 島bef（1re 王れ亡Uもation  

Fig．14．Incubation of corn PMase C fraction  

With auther）tip ATP  
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Sample for ehromatography  

Fig．13．De即adation of ATP  



ちATPに対してFig．13に示す方法で作用させた結果Fig・14のどとくである．   

あらかじめ反応系に基質として加えたauLhenticのATPは分解されてADP，AMP，アデノシ  

ン，アデニンが生成された．なお同株にGTPに作用させるとGDP，GMP，グアノシン，グアニ  

ンが生成された．  

考   

マツタケの酵素活性両分のマツタケAはRNAを分解するがBPNPPは分解しなかった．しかし  

RNase両分とPDase．PMase国分とは分離することができた．しかしPl〕ase両分とPMase両  

分とほCMce11ulose，Sep】ladexG－100，AmberliteCG－50によっても分離されなかった．   

マツタケA画分はマッシュルームA．シイタケA－3両分と良く似た性質を示した．．最適pH7，0，  

最適偲度600c．とほlざ一考し，．まキBPNPPほ分解しなかった・これらのRNase画分は塩基特異性  

の低い一種のIekoht）云Iease加L÷且 オニリゴヌクレオチドを作りPDaseによってヌクレオチドにまで  

分解するのかばづいて今後検討しなくてはならないと考える．   

これらの結果より，マツダケにおけるヌクレオチドの蓄積について考察するとpHが酸性側では  

RNAの分解ほ少なくNucle（蔦idepolyph岱phateからの分解があるのみであるがヌクレオチダーゼが  

もっとも強いためにヌクレオチドとしては寄稿されない・pH6・0で50aC～700cに混めると食品  

の煮出し操作近似の条件となリヌクレオチダーゼの作用には不適当な条件となるので生成した5′一  

声クレオチドはそのまま分解をうけずに蓄積することが考えられる．マツタケはpH7・0にピーク  

をもつRNぉe活性があるためにRNAの分解によるヌクレオチドの蓄砥が主体である．また弱ア  

ルカリ側ではヌクレオチダーゼ活性がほとんどみい出されず，一方RNase活性ほかなり強いので  

5′－ヌクレオチドを生成しそれがそのまま蓄積すると考えられる．  

要   

DEAE－Cellul（繋eを用いてマツタケの核酸分解酵素系を分離稗製した．RNase活性をもつど－ク  

1鳳PDase活性をもつピーク1個，PMase活性をもつピーク1憫を認めた．   

最適温度でほRNa紀活性が高くPDase活性，PM由e活性の順に低くなっている．   

最適pHではRNase活性は7．0～7．5またPDase活性はpH6・0～6・5にみとめられPMase活  

性ほp口4．5～4．7の間に最適pHをもっていた．   

この様なことから著者らが前報1）に発表したような加熱処理工程におサる5′－ヌクレオチドの消長  

がうらづけられまた呈味成分の5′－GMPなどが蓄積することを説明できると考える．  
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