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マッシュルーム子実体の核酸分解酵素系  
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STUDIES ON NUCLEIC ACID RELATED SUBSTANCESIN FOOI）STUFFS・Ⅸ  

NUCLEIC ACID DEGRADING ENZYMES OF MUS且ROOM  
（ク5A乙乙′OrAβ∫SPO点びg）  

T8kemori址ouri，W8t8mⅡ88bid8，8れdlv80Sもig8  

Toclarifytheformation of5’－nuCleotidesinmushroom（Psalllola bis？01’uS）during  

mild heat processing（as coveredinJournalof Fermentation Teclm0logy43，344  

（1965）），SO：neenZymeS Whichdegrade nucleic acid relatingsubstances were 王solated  

andpurified usingtheDEAEぺellulosecolumn technique・   

Ribonucleasefraction（designatedasRNase A）hadan optimalteコ1PeratureOf600C  

andpH rangeof7．5－8．0．Therewasalsoaphosphodiesteraseactivity，Withtheoptimal  

tenperature Of 45OC and pH range of7．5－8．0．Both phosphomonoesterase fractions  

（C－1and C－2）hadidenticaloptimaltemperatures of400C and pH ranges of4．0－5．0．  

Foふrkinds of5，－nuCleot王des，5，－GMP，5，－AMP，5，－CMP，and5’－UMP wereaccumulated  

with the digestion of yeast RNAatpH7．5．   

Theacidrange－enZymeaCtivitiesofmushroom aredifferent fron those of Shii－take  

（Lenii，uLS edodes）（Journalof Fermentation TechT10logy44，248（1966））1，and the fact  

mayaccount for the difference of the distribution pattern of 5r－nuCleotides between  

both．1t seems reasonableto consider tbat duringthemi1d heating of mushroomswith  

WaterwithapHofaround6．0，5’－AMP and5’－UMP are formed from nucIeoside  

polyphosphateby theaction ofphosphomonoesterase．  

＊本研究は大阪大学工学部醗酵工学教室数窪寺本四郎先生との協同研究である・ど忽切な御助言，蝕協力を   

賜ったことに深謝いたします．   

醗酵工学44巻12号P．925（1966）所載   

廓注：本矧こおいてはつぎの略号を使用する・  

5，－AMP：adenosine－5l－mOnOPhosphate（5，－adenylic acid）   

5′－CMP：Cytidine－5し血OnOPhosphate（51－Cytidylic acid）  

5しUMP：uridine－5しmonophosphate（5しtlridylic acid）  

5しIMP：hosine－5しmonopbospbate（5しhosinic acid）   

5l－GMP：guanOSine－5r－mOnOPhosphate（5’－guanylic acid）  

RNA：ribonucleic acid  RNase：ribonuclease   

DNA：desoxyribonucleic acid  DNase：desoxyribomuclease   

ADP：adenosinedipl10Sphate  PDase：phosphodiesterase  

ATP：adenosine triphosphate  PMase：phosphomonoesterase  

－231－   



緒  

前報l）において生しいたけ可食事（子実体）に含まれる核鱒分解酵素系，すなわちRNase，  

PDase．PMaseDNaseについて検討し，煮出しというようなpH6．0付近における温永抽出に際  

しての5一－ヌクレオチドの生成が高分子核酸または れ11亡l由Si壷pol少pho岳phate の分解によること  

を裏付けた．   

生しいたけには5，－GMP，5，－A扇p・5．－CMP・5ノーUMP，計4樺の5，－ヌク㌣オチドが一掛こ  
見出されるが，マッシュルーム（Pぎd′～呵ダム存♪㌣′′ざ）ではぎーAMPと5′－U 

CMPと5しGMP はほとんど見出せない．しかし．マッシュルームでもpH8．0で自己分解さ  

せると4死の5′－ヌクレオチドの蓄鞍が認められる．これらの相違がそれぞれの核酸分解酵素系の  

相逮によるのではないかとの観点から，木報ではマッシュルーム子実体に含まれる核酸分解酵素  

系を解明するためた，マッシュルーム麿砕紬拙液卑DEAE－ee11uloJsさカラム七分両し．卓れらの  

活性を調べ，しいたけの場 合と旦転したので嶺恵する．  

実 験 方 法   

1；供試標準物・宮   

前葡1）に準じた．   

2．試料魂製革  

マッシュル⊥ム（Pぎ〟／抽∫dム∫∫押・～′∫）（東津金品研究顔栽培）の句食部妄訂倍量の褒硬水とと  

もにホモゲナイズし，50cで2時間抽出し，木綿で炉過した炉液を粗鱒桑碑とした．   

3．分 析 方 蓉   

縫5ノー、3’－又クレオチド量は仲島ら2）の酵素法によらた．個々の・ヌクニレオチドはDpwex二1不8  

を用うるカラムグロマトグラフイーで，蛋白質はFolin二Cidcilteuの墨色法錮）ま七ほ280叫≠の  

吸収によって定足した．燐酸定景はF；ske－SubbfLrOW法，またリボースはオルシノール法によっ  

た．   

4．核酸分解酵素活性の測定   

須鼠大村ら5）の報告に準じてRNase，PDase，PMase，DNase曙性を測定したが．・詳細な条件  

は前報1）記載のごとくである．  

実 験 結 果   

1．DI壬AE・Ce11ulo畠eによる酵素系の分画   

租辞素液2．5fに硫酸アンモンを飽和になるま1で加え，18500×Gで遠心分離し．√生じた沈澱を  

O．01Macetate bufferに溶解し，その上澄液を5Ccで一花0．OIM云cetate buffer（pIl6．0）に  

対して透析した・透析内液（蛋白景として300mg〕をDEAE－eellulo5eカラム（3×至5em）に l  

吸着させ，aCetatebuffeT（pト1¢．0）で0．01Mより0．5Mまでgrad；enteLutionを行なった．そ  

のクロマトグラムはFig．1のごとくである．  
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RNaseならびにPDase活性は共に  

p117．5で測定したが同様のど－クを  

示し．流出位置も一致した．PMase  

活性はpH4．5で測定したが，一般的  

に強い活性をもちピークほ一つだけで  

ほないと考えられた．▲RNase，PDase，  

PMase活性のピークをそれをれピー  

クA．B，Cと仮に命名した．   

ピークAとBについて相互の分離と  

ふ・ヰ・・∴…  

■ 

く  rOミ）▲卓三善 防  さ  81 0  
Fig．1Chromatogram of the extract frommush－  

ro8m On DEAE－Cellulose（：Olumn．  

構製を目的にして再クロマトグラフィーを行な  

った．すなわち，その部分を繊は潰謝した後．   

0．0抽Iacelale buffer（pl－Ⅰ6．0）に対して透析  

し．その内液をDEAE－Cellulo学e に吸着した  

後，0．01M よ り0．2Mまでか畠dieLlt elutio11  

した．そのタロマトグラムはFig．2 のごとく  

である．この挫仰の後にもRNaseと PDase  

耐腐性部分の流出位捌ままったく一致した．   

PMase活性のあるピークCの部分を減圧濃  

謁した後に0．01M aeetatc bufler（pH6．0）  

に対して透析し，その内液をDEAE－Celiulose  
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fig．2 RecbfO皿atOgram Of RNase A frac－   

tion from mushfOOm On DEAE－Cellulose   

COlumn．  

カラムで0．け1M より1．OM■までgradient el山iりnで分乾した結果はFig．3 のごとくである．  

このままでは2個のピークを完全に分乾できなかったので．ふたたび濃縮し0．02MTri去－amino  

methanebuffer（pH8，0）に対して透析し，その内液をあらかじめ0．02MTris bt・fferでbufferize  
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Rechromatogram of PMase fraction  Fig．3 Rechro皿atOgram Of PMase fraction Fig．J  

from－mu皇hr6om on DEAETCellulosecolumn．  from mushroom on DEAE－Cellulose column．  
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したDEAE－Celluloseに吸着させ，濃度をstepwiseに0，0．06M，0．12M．0．3Mと変化さ  

せた食塩溶液で溶出した結果ほFig・4のごとくである．PMase活性のピークが2個あらわれた  

のでピークC－1、C－2と仮に命名した．なお，基質を従来のPNPPより5′－AMP に変えて  

pH4．5でPMaseと同じ条件で作用させたところ，5’－AMP を分解するヌクレオチダーゼのピ   

－クはPNPPを基質とするPMaseの2個のど－クとまったく一致した．   

上述のごとく現前薬液を硫酸アンモンで塩折し，DEAE－Celluloseで精製した諸経過における  

RNase，PDase，PMaseの活性および比活性の消嚢庖Table1～3のごとくである．   

これらの処理によって，RNaseは30倍，PDaseは60f乱P叫aseほ20倍程度に汲諭された，．  

Tablel．Purification of RNase of mushrooms．  

Purificationstep   RNase   Specificactivity  
（units）   ProteiTl       （mg）   （units／mgprotein）   

Filtrate of extract 19．500 ll155   F   16．9   

（NH＆）2SO4Salting－Out  ■軍 

DEAE－Ce11ulosel  

DEAE－Ce11ulose2  

DEAE－Cellu］ose3   勘…喜；…。J 
Table2．Purification of PDase of mushrooms．  

Purificationstep   PI）ase  Protein  Specificactivity  
（units）  （mg）  （units／mざPrOtein）   

Filtrate of extract 55，350   115弓   d8．2 

（NH皇）2SO．salting－Out   17，232   280   61．4   

I）EAE－Ce11ulosel   8，970   62．3   140．2   

DEAE－Cellulose翠   8，385   5．8 ■   1445   

DEAE－Cellulose3   2，508   0．93   2696   

Table3．Purification of PMase of mushrooms．  

Purificationstep   PMase   Specificactivity  
（uhits）   protein       （mg）   （uJlits／mgprotein）   

Filtrate of extract 2，125，000   1155   1854   

（NHi）2SOiSalting－Out   1．420，000   280   5072   

DEAE－CelJulose－1   420，32a   59．8   7029  

I）EAE－Cellulose－2   253，506   6．一15   3g308  

DEAE－Ce11ulose－3Peak－1   14，625   l．31   11184   

〝  Peak－2   10，352   1．62   6390  

2．分画された酵素系の諸性質  

前項の操作で椅製された酵素帝性の部分は濃縮してのち、兼潜水に対して24時間嘩折を行なっ  

た・この内液を酵素液としてその性質を調べた．   

a）最適pH：酵母RNAを基質にしてピークAのRNase碍性の最適pHはF垣．5のご  

とく7・5～8・0であった・BPNPPを基空引こレてピ，クB（PDase属性）の最適pHは一Fig．6  
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のごとく 7．5～8．0で雨酵素活性の最適pHに一致がみられた．   

PNPPを基質にしてピーク C－1（PMase活性）の最適pHはFig・7 のごとく 4．0～5．0  

にあった．なお．ピークC－2の最適pHはC－1に一致した．  

〇   6  7  

Fト1  

8   9  10  

Fig. 5 Effect of pH on RNase activity. r      Fig・6 EffectofpHonPDaseactivify’・  

（PDase B）  （RNase A）  
l   

b）酵素液量と活性との関係：RNase，PDase，  

PMaseについて酵素液量と活性との閏鹿を謁   

ペるとFig．8のどとくである．RNase，PDase  

は0．1～0．2ml，PMaseは0．1～0．25mlの範囲  

で活性と直線阻係があっキ・∴したがって1爾後  

の測定でほ RNase 4～7ご PI〕ase 3～8，  

l応霹 PMase4～8（それぞれu殖トの範囲の藩睦  

になるように，酵素液を稀釈して基質に作用さ  

せた．  

C）最適温度：RNase，PDase，PMaseそれぞ  

れの最適pりでの反舟鱒度の夢轡はFig・9の  

ことくで，最適温度はRNaseで600c，PD？Se  

Fig．7 Effect of pH on PMase activity．  

（PMase C－1）  

で450c，PMaseでL100cであった．   

d）種々のpHにおける安定性：各帝素液をそれぞれpH3～pHlO甲範囲甲与ioM老轡液中  

に370cで18時間保持した場合の辞素活性の安定性について検討した結果は封g．10のごとくで  

ある．RNase．PDase，PMaseの諸活性はいずれもpH7近辺で安定であると考えられる．   

e）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  
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Fig．8 Relations of enzymatic aetivities  

and volumes of enzyme solutions．  0  
70  80  40  50  60  

Temp仁・8■u′＝  
●－● Rがase A，〇一つ PDase B  

ローコ PMase C←1  Fig．9Effectoftemperature on enzymaticactivity．   

●－●RNaseA，ロー口PDaseBt MPMase C－1  
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Fig．10EtfectofpHonstabilitesofenzymatic Fig・＝Heat stabilityofenzymaticactivities・   

activities・（釘ロC，18hrs）  ●＿JRNase A， △＿△PDaseB  

●＿● RNase A， Cl－－CIPDase B  一－→コ PMase C－1  

日＿コ PMa畠e C－l  ■－■ PMase C－2  

保持した後．急冷し．常法に従って残存清隆を測定した結果はFig・11のごとくである・RNase  

A，PDase Bとも高温においても比較的安定で80Ocにおいて前者は約50％．象者は約30％も残存  

していた．P～Iase C－1，C－2ほ700cにおいてほとんど欠活した．   

f）金罵イオンおよび阻書剤の影響：各酵素の活性におよぽす金属イオンまたは阻害剤として  

の試薬の影替を調べるとTable 4．5のごとくである．   

RNaseはCu＋＋．Zn＋＋，Mn＋＋により．PDascはCu＋＋，Mll＋十により．PMascはCu＋＋．Co－”，  

Zn＋＋により阻害された．なお，PMascほMg十＋，Ca＋＋，Ml一＋＋により若干活性化された．   

RNaseに対してキレート剤なとの阻審はほとんどなく．PDaseはEDTA，クエン貞如こより阻  

害された．PMaseはNaFにより著しく阻害され一 また燐酸の阻害があった．  
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TableJl．Effects of metalions on some enzyme activities．  

Table5．Effects of a皿ions and chelati皿g agentS On SOme enZyme aCtivities．  

3．酵母RNAの酵素分解による5’－ヌクレオチドの生成  

前述のどとくマッシュルーム酵素系の中でピークAはRNase活性を有するので∴酵母RNA  

40mg of yeastRNA  

－RNase  
600unitsofRNaseAinbuffer（pH7．5）  

－370C．22hrs，incubation   

－HCIOltreatment，Supernatant  

－aCtive carbon treatment  
≠  

Sample for chfOmatOgraPhy  

Fig．12 Digestion of RNA．  
0
 
 50   ；00  I50  200  

Tub．N〔し  

Fig．13 Formation of5，－nuCleotides by degra・  

dation of yeast RNA with fraction A．   

－237－   



に作用させて，その分解生産物を調べた．ピークAの汲縮部分を0．2M Tris buffer（pli7．5）の  

中でFig．12のごとく反応させたが，この場合RNAの分解率は約40％であった．Fig．13に示  

すように帝母RNA の分解によって5’－CMP．5’TAMP．5′－UMP，5l－GMP，計4覆の5’－  

ヌクレオチドが生成することが認められた．   

4．ヌクレオチドおよぴその誘導体に対するP鳳Ⅰ8Se画分の作用   

PMase活性のあるピークC－1，C－2ほ前述のどとく，合成基質PNPPを分解するだけでな  

く自然界の瞳々の核酸成分に対して活性を示した．すなわち，ATPに対してFig．14に示す方  

法で作用させた結果はFig．15のどとくである．あらかじめ反応系に基質として加えたautbentic  

のATP ほ分解されてADP，AMP．アデノシン．アデニンが生成された．なお，同様に  

GTP に作用させると GDP，GMP．グアノシン，グアニンが当三成された．   

5′－ヌクレオチド類の1つとして5’－AMP に，ピーク C－1，C－2を作用させた場合，酵克  

活性におよばすpHの影響を示すとFig．16のどとくで，最適pHは4～5，最適温度は40～  

500c の範囲にあった．また，ヌクレオチド類も分解することが認められた．   

また，RNase活性の画分A，PDase活性の画分Bをヌクレオチドならびにヌクレオシドに作  

用させたが分解は認められなかった．  

ATP（20mg／20ml）  

ヒ 
PMase fraction（28．2unit）  

lM buffer（pH4．5－5．0）  

一hcubation，37ロC，1br  

－HCIO4treatment  

－aCtive carbon treatment  
Sazzlple for chromatography  

Fig．14 Degradation of ATP．  

P州す托C－1  p＝鉾C・乙  

0   幻 l∞  l訂 2∞ 
Tub．恥  

Fig．15Incubation of mushroom PMase  

fractionwith authentic ATP．   

きヰG T   さ＝．㌔丁8  

Fig．16 Activities of PMases（C－1，C－2）  

to5T－AMP at various pH．  

考  察  

マッシュルームの酵素活性画分のうちで，ピークAは RNA，DNA を共に分解し，ピーク  

B はBPNPPを分解した．AとBは Sephadex G－25．Amberlite CG－50．DEAE－Cellulose  

によっては互いに分離することができず．同一酵素蛋白が2種の酵素活性を示すものと考えられ  

るが．詳細についてはなお検討を要する．この酵素のRNase活性ならびにPDase活性はしいた  
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け子実体のそれらとはかなり性質が異なっていた．マッシュルームのRNase活性はEaves6）の  

ぶerr¢ffα椚d，てチ∫“花！，杉本ら7）のぶ汀坤如きツCg∫No・41，猿野ら島）の〃8”α∫亡〟よ屑に類似してお  

り1またPDase活性は小腸9），嘩毒！0）のそれらによく似ている．PMase画分はRNase，PDase  

癌性国分とは分離きれ，自身2つのピーク享り成っていた．このピークは ATP を分廃する  

ATPase，5’－AMP などを分解するヌクレオチダーゼ，一般のヌクレオシダーゼの活性部分が混  

合していると考えられる．   

これらの結果からマッシュルームIとおけるヌクレオチドの蓄積について考察する．酸性側では  

nueleosidepolypもosphateの分解部大壷く，5′－ヌクレオチドが生成されるが，同時にヌクレオチ  

ダーゼが強いためにヌクレオシド以下まで分解され，ヌクレオチドとしての番頭はほとんどない．  

pH6．0で食品の煮出し（温水抽出）と近似の条件では，ヌクレオチダーゼの熱による不活性化  

とPMaseの最適pH域をずれるために，ヌクレオチダーゼの作用が弱く生成した5－－ヌクレオチ  

ドは分解されずにかなり藩政する．アルカリ性側ではヌクレオチダーゼ活性がほとんど見出され  

ず，一方RNase活性が強いので．RNAの分解により4種の5しヌクレオチド類が蓄積される．   

このようにマッシュルームでは酸性側でPMaseが睦く，RNaseがほとんどなく．徽アルカリ  

性でRNase，PDase活性が強い．しいたけでは酸性則でRNaseが強く PMaseも存在し．微ア  

ルカリ性ではRNase，PDaseが強い．マッシュルームとしいたけの両きのこの酸性側酵素系の相  

違により，5′－ヌクレオチドの分布および煮出しにおける5■－ヌクレオチド含量の相違がもたらさ  

れるといえよう．烏薗11）の提案による食品中の5′－ヌクレオチドの分布型式では，マッシュルー  

ムはPlant type，しいたけはAtltOlysate typeを示すものといえよう．また，このような酵素系  

の作用によって食品としての旨味成分が車成されるのであろう．  

要  約  

マッシュルーム子実体の核酸分解酵素系をDEAE－Ce11uloseを用いて分離精製し，それらの一  

般的性質を調べた．RNase活性（DNase活性もある）のピーク1個，PDase活性を持つピーク  

を1個．PMase活性を持つピーク2個が認められた．辞素作用の最適条件はRNase（ピークA）  

ではpH7．5～8．0．温度600c，PDase（ピークB）ではpH7．5～8．0，温度45Oc，PMase  

（C－1，C－2）はpH4．0～5．0，温度itOOc であった．これらの結果からマッシュルームの  

温永抽出（煮出し）における5しヌクレオチドの消長が説明された．マッシュルームとしいたけは，  

それぞれの酸性僻酵素系の性質が異なっており，これが相互の5′－ヌクレオチド分布型式の相違を   

もたらすものと考えられる．  

終りに睦み，貴重な薬品，酵素類など多大のご援助を膚わっている武田薬品工業株式会社の方々および実   

験を分担きれた当短大寺田潤子媛に深葡します．本熟まアミノ酸核酸集談会シンポジウム（京執 柑66）に   

おいて発表したものである．  
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