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KazuyaHashimoto   

Awood・destroyingfungus｝Pholiota加′′～eko・has been found to produce carboxyrne血yl  

cellula紀in culture mdium．   

Thepresentrepof【COnCernSfurtherstudiesonothercomponentsof thecelJulaseinacrude  

enzymepreParation，anditwas foundthatthe preparation contains rema正able activities of  

maceration，degradationof61terpaperandB－glucosidasel   

OptimumpHforeachactivitywas4・5・andsomecorrelationamongtheenzymeconcen－  

trations and activities were described．  

AIso．thecrudepreparationwastestedforthebreakdown ofsomeplanttissuE5．   

Itwasrecognizedthatf由htissuessuchaspotato・Onion．bmccoliandsweetpepperwere  

degradedcompletely，but notspinach bam一泊0・Sh00tandsomemush抑OmS．   

Cellulaseは背類がその生育に挺して鼓初に植物組綺をattackする主要な酵素であり，Cellulose  

およぴその誘導体または部分水解物の永解に関与する酵素等数樟の基質特異性を有するものがある  

と考えられる．   

また，一方実頗に葦類が植物体を分解する挺には植物組織のmiddielalnellaがmacerationを受  

ける必要があるので，先ず植物体が崩壊を受け次にCellwallが分解されるという2段階を考慮し  

な∈ナればならないと思われる．   

本簸ではmoliola7Wnlekoの植物組織を崩壊するmaceration癌性，ノミ然のCelluloseに作用す  

るCl活性およびCe1lobio㌍やsalicinなどに作用するβ－glucosidase活性について検討した．更に  

Pholiotanamekocellula5eの酵素的解明を目的として各種の植物組織に対する崩壊作用について観  

秦した．  
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実  験  方  法  

1．酵素棟晶の調製  

馳Jわ′βJは／肌血＝a培養ろ液を減圧濃蘭しalcol101およぴacetoneで沈澱したのち油圧乾燥した  

粗酵素粉末  

2．帯棄活性測定法  

a．鳳Iaterating aetivity   

石井l）らの方法に従い，馬鈴薯中央部より直径13m】nの円筒を切りとり，長さ5Inmの馬鈴薯  

片となし，薫潜水で洗蔽後，乾燥ろ紙で脱水し，馬鈴薯片2個を重量測定する．酵素液5ml，  

0．2Macetatebuffer5mlの入ったL手管（内径18mm，垂直都南さ45mm，水平部長さ150mm）  

に上記馬鈴薯片2個を投入し，Monod式恒温板東橡にセットし400cにて板垣する（鼓動数60  

叩m，振幅4cm），反応終了後 馬鈴薯片を慈潜水で洗眼，脱水し，残存重畳を測定し，次式より  

重畳減少率を求めた．  

（l穐一Ⅳg）ハyβ×100 但しⅣ0は反応前の濁鈴背窒息  

Il々は反応後の馬鈴薯壷屋   

b．ろ紙崩壊活性（Cl）   

北御門，外山幻の方法に従い測定した．すなわち前記規定のL字管に酵素液5mlと1M塾Cetate  

buHerlmlを加えて，これに東洋ろ故No．51A（1XIcm）2枚を投入してmacerationの場  

合と同様にi】1Cubationを行った．活性は2枚のろ紙が完全に崩壊するに要した時間（分）を測定  

したが酵素活性を比較する場合には1時間振虚した後の盛存ろ紙の面鏡を測定して崩壊率を表示し  

た．   

C．β一glucosida5e活性  

1％salicinlml，0．1Macetatcbu鮎r（pH4．5）O．5mlに適当に稀釈した酵素液0．5mlを  

加え，400cで60分間incubation後，ジニトロサリチル酸溶液3mlを加えて酵素反応を止め，以  

後はCx活定の場合と同様の操作を行って，反応液中のgluc麗e量を求めた．  

実  験  結  果   

1．酵素濃度とmaceratioれの関係   

Fig．1に示すように酵素濃度0．5％までほ，活性は急速に増加するが，それ以上の故皮では覇著  

な効果に期待出来なかった．maceratiomの測定は1％酵素を周ちいるのが適当と考えられた．  

2．酵素濃度とC．活性   

膵素讃度とろ紙崩壊時間との関榛はFig．2に示すように直線関係を示さなかったが，幣素濃監  

の逆数を横軸にプロットすれば，崩壊に要した時間Tは酵素濃度の逆数に比例した．  
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Enzyme concentration（鞘／ml）   
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醇強迫皮を増加するとTほ38に収赦し，当条件においてJ鶴βJi扉α〃dJノほ烏ロのCl活性を測定し  

た場合，ろ紙を完全に崩壊するのに最低38分を要することを認めた．  

3．酵素濃度とβ瑠Iuco5id8月e活性   

Fig．3に示したように，測定範囲内では比例調味を示した．  

4．maceratiomの最適pfI   

L字管に各pHの0．2Macetatebu仔er511－1と酵素液5mlを採り，40UCで5時間incubation  

を行った後，減少率を求めた．同時に酵素彼の代りに来港永を用ちいて非鱒美的な反応を測定した  

籍果Fig．4に示すように，非酵素的なmacerationの場合は，測定範囲内ではpH2・8で却％の減  

少率を示して最も高く，pHが高くなるにつれて減少率ほ低くなり，pH6．6以上でほmaceration  

は認められなかった．これに対して，酵素的な反応ではpH4．5付近に蚊大減少率を認めた．pH  

4．5におごナるnlaCera【ionの経時的変化ほFig．5に示すように，反応2時間までは急速に崩壊が進  

むが，それ以後では徐々に活性が低下した．  

5．ろ紙崩壊活性（Cl）の最適pⅡ  

前報によりCx活性およびβ一glucosidase活性の巌適pHはそれぞれ4．5～5．0付近に認虎たが，  

maceration活性およぴろ紙崩壊活性の最適pHも大略一致したTablelは各pHにおいて，ろ紙が  

完全に崩壊するに要した時間を示したもので，最適pHは4．4～4．8を示した．しかし3．4以下ま  

たは7．0以上では120分以上の反応でもろ紙の崩壊は認められなかった．  

6．植物組織の崩壊試験   

粗酵菜粉末を0．1Macetatebu鮎r（pH4．5）で1％に稀釈した拾液10mlに各植物の細片1g  

を規定のL専管に投入し，Monod式恒温振塩犠にセットした．400cで5時間鞍漁反応後，各値  

Table2 Breakdown testof plar［t tissuesby Pholiota ce11ulase  

†l  

Mushrooml）   f Degreeヱ）  Mater；all） 【   Degree2）  

Shiitake（エ．g血dど∫）  

Enokitakc（C．velE（E如）  

Haratake（A．みJゆ0”拶）  

Hiratake（P．助加地呵  

Potato  

Sweet potato  

Taro  

Yam  

Onion  

Sweet pepper  

Brocoli  

Raddisll  

Carrot  

Bamboo shoot  

Caももage  

Chinese cabbage  

Spinacb  

÷＋＋＋  

＋＋＋÷  

÷＋－ト＋  

÷÷十＋  

＋十十＋  

＋＋＋＋  

＋＋＋＋  

＋＋＋  

÷十  

＋十  

÷＋  

＋＋  

＋  

＋
 
＋
 
＋
一
 
 

1）Each raw materialwas cutinto slices and sllakeniIll％enzyme solution at409c  

for5hours．  

2）－～＋＋＋十  No cha喝e～ConlPle亡e breal（doヽVn  
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1g物組織の崩壊状憑を観察した．その結果をTable2に示した．   

人参，ホウレン草，筍等は崩壊が着るしく因兼であったが，馬鈴嘗，甘藷，里芋，玉忽，ピーマ  

ン，ブロッコリー等は完全に崩壊した．   

また茸類はいずれも崩壊されにくかったが，茸類の細胞壁が主にβ－1．3glucanやcllitinよりな  

るとされているため，当cellulaseによる溶菌性が弱いものと推定される．   

moliotaname丘0のCellulas牢としてCx活性の他に，maCeration活性，ろ紙崩壊活性および  

BTgluc伍idase活性を示すことを認め，植物組織の崩壊にこれらcellulaseの各成分の作用はもちろ  

ん 共存する各種分解酵素の共同作用であると推定される．   

maceration活性およぴろ紙崩壊活性は酵素濃度と必ずしも直線関係を示さなかったが，おそら  

く回路基質に対する酵素の均一な作用が阻害されるためと考えられる．  

要   

mollotanamekoの酵素の内，rnaCeration活性 ろ紙崩壊活性およぴβ－gluc岱；dase活性につ  

いて検討した結乳 酵素濃度と β－gluc岱idase活性は直線開院を示したが，maCemtion活性は0．5  

％以上では効果が減少した．ろ紙崩壊活性は酵素濃度の逆数に比例したが，当酵素の濃度を増加し  

ても最低お分を要することを認めた．各活性の最適pHはいずれも4．5付近に認められた．   

植物組織の崩壊性は植物の種矧こよって異るが完全に崩壊されない場合も組織の軟柔化が認めら  

れた．しかし植物組織の崩壊にはこれらcellula父系以外の加水分解酵素も関与していると推定さ  

れる．茸類に対する溶菌性は殆ど認められなかった．  

本研究を行うに当って終始有益なご教示を賜わった高橋蕃次郎先生に深く感謝の意を表する．  
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