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緒  _

我が国において,食用担子菌類,即ち「きのこ」は平安時代の歌集に「松茸・平茸・

滑薄 (なめすすき )」 と詠まれ,かなり古くから食に供され,親しまれていたと思われる

(小川,1978)。 また,椎茸は安土・桃山時代には上流社会の料理に盛んに使われるよう

になり,江戸時代の中期頃より栽培が始まったとされている (中村,1983)。 しかし近代

的な栽培形態である純粋培養した菌糸体を接種する栽培方法は1940年代に確立され (中村 ,

1982),鋸屑と米糠やフスマ等の栄養材を混合した培地で栽培する方法は1950年代から長

野県を中心に普及が始まった (衣川,1982)。 現在,食用きのこ類の総生産額は1993年度

実績で2,732億 円となり (林野庁,1995),1975年 (1,265億 円)以降飛躍的な増加を示し,

食用きのこ類は農林作物の中で主要な位置を占めるに至った。このように食用きのこ類の

生産が大きく成長した背景には,消費者の嗜好が自然・健康食品に対して高まってiき の

この食品イメージが消費者のニーズに合致したことにより需要が拡大されたこと,き のこ

栽培にも施設を利用した生産方式が導入されて一年を通じて新鮮な食用きのこを供給でき

るようになったことが考えられる。

しかし,き のこ生産農家を取り巻く栽培状況は厳しく,依然としてほとんどの生産農家

が零細規模であり,栽培技術は個々の経験に依存しているところが多く,きのこ栽培にお

ける生産効率の目安となるホダ木や培養基の単位重量当たりのきのこ収量は未だに不安定

である。また,1990年以降:中国より安価な生シイタケの輸入量が急増し (林野庁,1995)

消費者からは近年のグルメブームを反映して野生味溢れる香りと歯ざわりを備えたきのこ

が求められている。このため,国際競争に耐ることができ, しかも消費者の嗜好の多様性

に沿った高品質なきのこを安定して栽培できる高位安定化栽培技術の確立が必要とされて

いる (特用林産ビジョン検討会,1998)。

きのこ栽培において,菌糸体の培養と子実体形成は重要な過程であり, この点について

ホダ木・培養基内における菌糸体の動態と腐朽様式 (林原ら,1983;中井,1986;Tuneda

et al,,1987,1989 i Tuneda,1988;Ohira et al.,1991,1992i大 平ら,1993),菌糸

体の栄養生理 (Ishikawa,1967i北 木ら,1978,1980i阪 本ら,1978;Tokimoto・ Kawai,
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1975;杉森ら,1971;吉 田ら,1965i大山ら,1976i永 曽・吉川,1975,1978;Niderpr―

uem et al.,1964,Mclaughlin,1988),菌糸体の培養過程で生じるホダ木・培地成分の

変化 (石川ら,1961i沖 ら,1981;川 上,1978;田 中ら,1984i橋本ら,1966;時木ら,

1982),ホ ダ木の腐朽度や培地の成熟度と子実体形成との関係 (福田ら,1987,1988;

Ohga et al.,1992a),ホダ木や培養基内の菌体量と子実体形成との関係 (Tokittoto・

Fukuda 1981,Ohga,1990a)に 関して詳細に論じられ,菌糸体がほだ木や培養基を充分に

腐朽し,菌体量が多くなるに従い子実体収量の増加が期待でき, さらにホダ木や培養基内

に速やかに菌糸体が蔓延すれば トリコデルマ菌等の害菌を防御できること (大賀・近藤 1

1978,1981;日 本きのこセンター,1977)が明らかにされた。したがって,き のこ栽培に

おいて菌糸体培養の成否はその後の子実体収量に多大な影響を及ぼすものと考えられる。

このような観点から,ホ ダ木や培養基の菌糸体の成育を促し,その後の子実体形成を容

易にするきのこ菌糸体への成長促進剤の開発は,き のこ栽培における今日的な技術課題を

解決する上で重要な役割を果たすもの思われる。これまでに担子菌の成長促進剤として,

リグニンおよびリグニン前駆物質 (河村ら,1983i池 ヶ谷・後藤,1988),ウ ロン酸 (池

ヶ谷ら,1993),亜硫酸パルプ廃液成分 (稲葉ら,1979,1981 i Zadrttil,1974),ネ ギ

煎汁成分 (大賀:1988),木酢液蒸留成分 (Yoshimura・ Hayakawa,1991,1993, Ohta・

Zhang,1994),植物ホルモン2, 4-ジ クロロフェノキシ酢酸 (Tsujiyam et al。 ,1993),

さらに子実体誘導物質としてサイクリックーAMP(宇 野・石川:1974),酸性プロテア

ーゼ阻害斉JS P-1(寺下ら,198011981;村 尾,1985),セ レブロシド (Kawai・ Ikedat

1982,1983),安 息香酸 (村尾,1986),酵母抽出物 (松尾ら,1992),各種担子菌類の

抽出液 (Urayama,1969)等 が報告されており,き のこ菌糸体の栄養成長や子実体形成を生

理・生化学的に解明する上で貴重な知見が蓄積されてきている。しかし,きのこ生産農家

が実際の栽培に使用するには,ま ず成長促進剤は安価で,安定して入手できることが求め

られるが, この要件に関しては未だに充分に満たされた状態ではない。

ところで,第二次世界大戦後の拡大造林により,特に北海道 。長野県を中心に寒冷地域

-2-



では,成長が早いことからカラマツ造林が積極的に行われ,現在,育成されたカラマツ材

は構造材などに利用されている。また, 日本海狽Jの地域を中心にシベリア産のカラマツ材

が毎年多量に輸入されている。これらカラマツ材を製材する際には多量の鋸屑が生じてい

るが,カ ラマツ製材鋸屑は毛羽立ちが著しく,アク抜きが難しいとの理由から,製材鋸屑

の一般的な用途である家畜敷料やきのこ培地基材として,ほ とんど利用されていない。し

かし,カ ラマツ材中に水溶性多糖類であるアラビノガラクタンが多く合有していることに

着日し,最近になってカラマツ製材鋸屑を利用してアラビノガラクタンを製造することが

可能となった (水本,1991,1994)。 このアラビノガラクタンを製造する工程の中間生成

物であるカラマツ水抽出物は,安定して多量に, しかも低コストで生産できる。この水抽

出物が担子菌の菌糸体成長に対して促進作用を示せば,食用きのこ栽培に利用することが

可能となる。

そこで本研究では,カ ラマツ水抽出物のきのこ菌糸体の成長と子実体形成に及ぼす影響

を明らかにしてカラマツ水抽出物を食用きのこ栽培の成長促進剤として利用することを目

的に,第 I章では担子菌類の成長に影響を及ぼす樹木抽出物,カ ラマツ材抽出物に関する

既往の研究を述べ,第 Ⅱ章では,産地の異なるカラマツ材,すなわちシベリア産,長野県

産,北海道産のカラマツ材について,その水抽出物の化学組成を明らかにし,各々の水抽

出物が数種の食用きのこ菌糸体の成長に及ぼす影響を比較検討した。第Ⅲ章ではカラマツ

水抽出物の添加により最も顕著な菌糸体成長を示したヒラタケ菌を用いて,カ ラマツ水抽

出物の資化性と菌体外酵素の産出状況を,第 Ⅳ章では培養経過に伴う菌糸体成長の変化と

菌体外酵素活性の経時変化を明らかにして,菌糸体成長に及ぼすカラマツ水抽出物の促進

作用とヒラタケ菌によるカラマツ水抽出物の分解様式を論議した。第 V章ではカラマツ水

抽出物を鋸屑培地および鋸屑以外の未利用基材の培地に添加してヒラタケ栽培を試み,カ

ラマツ水抽出物の実用的な利用性について検討した。これらの結果に基づき,第Ⅵ章では

カラマツ水抽出物の食用担子菌類に及ぼす生理作用と食用きのこ栽培への利用性について,

今後の展望を合めて総合的に論議した。
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第 二章 既往の研究

担子菌類の成長に及ぼす樹木抽出物の研究は,木材腐朽菌に耐久性を有する樹木抽出物

の解明,即ち担子菌類の成長に阻害作用を示す成分の検索を中心に展開されてきた。イス

ノキ,カ ラマツ,ベイマツのタキシフォリン, ヒノキの トロポロン類,ベイヒバのヌート

カチン,ユーカリのスチルベン類,イ ンセスシーダのカルバクロール,パ ドクの没食子酸,

ホワイ トオークのエラグタンニン,ベイスギのツヤプリシン類,ク リのタンニン (善本 ,

1983)と 樹木抽出物由来の多数の抗菌成分が報告されている。これら抗菌成分のバイオア

ッセイには,木材腐朽菌を対象としているため,カ ワラタケ 釣rrοryS ttrdlicο′θ4オ オ

ウズフタケ 物r伽/じθS pβ′′strFs ワタグサレタケ 乃rf2 7ppο″デβ, ヒイロタケ

乃′/stuictys sβpglr'コθysが供試され,いずれも硬質菌類が用いられた。

食用きのこ栽培が盛んになるにつれて,原木栽培のホダ木適性や菌床栽培における培地適

性に関する研究が進められるようになり,樹木の抽出成分と食用担子菌類の菌糸体成長と

の関係,特に針菜樹材抽出成分中の阻害成分について論議されるようになった。大賀ら

(1977)は ,シイタケ と餌tJipps θヵ胞sに阻害作用を示すアカマツ,ヤマモモの抽出成

分を検索した結果,アカマツでは脂肪酸・フェノール類,ヤマモモではミリシトリンが各

々阻害物質であることを明らかにした。金城・近藤 (1979)は ,針葉樹材 (ヒ ノキ,アカ

マツ,カ ラマツ,スギの心辺材 )のエタノール・ベンゼン抽出物には,シイタケ, ヒラタ

ケ P′θEFrOι ys οδιrθβιys エノキタケ Fこmp′力2確′′ιuipθsナ メコ 励0"Oιβ Л潟〃机dこ

対する阻害作用があり,金城・屋我 (1986)は ,特に阻害性の著しいヒノキをとりあげ,

阻害成分として特muurolol, α―cadinolが含まれていることを明らかにした。中島ら (1

980)は ,スギ材ではシイタケ菌の成育が劣るので,スギ内皮および辺材中のシイタケ菌に

対する阻害成分を検討したところ,多量のフェルギノールの存在を確認した。米山ら (19

89)は , トドマツ材のアルコール抽出物中のヘキサン可溶部にはシイタケ,エ ノキタケ,

ヒラタケiナメコ,マイタケ σrfroFa rr伽ぬ a タモギタケ P′θ′rοιps cο r口μo9p力θ,

ηr.c」ιrfコ叩′′θβtysに対する阻害作用があり,Yoneyama et al。 (1990)はセスキテルペ

ン類のジュバビオンが原因物質であることを明らかにした。三浦ら (1984)は ,タ モギタ
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ケに対するエゾヤマザクラ抽出物の影響を検討し,フ ラボノイ ド類が菌糸伸長に阻害作用

を示すことを明らかにした。高畠 (1987.1989)は I針葉樹2樹種・広葉樹13樹種の辺心材

木粉におけるシイタケiナ メコi ヒラタケの培地適性を検討し, シイタケに対してホオノ

キ・ヒノキの辺心材i ウワミズザクラ・スギ・ニセアカシア・コシアブラの心材,ナメコ

にはクリ・ウワミズザクラ・ホオノキ・ニセアカシアの心材: ヒラタケにはホオノキ辺心

材〕ニセアカシア・クリ・コシアブラの心材の各温水抽出物が成育阻害作用を示すことを

指摘した。また,担子菌以外の菌類に関して,善本ら (1984)は ,コ ナラ属 (θ口θrじμs)樹

木 (コ ナラ, ミズナラ,ク ヌギ )の樹皮温水抽出物中に存在するポリフラバノール,ポ リ

ガロイルエステル様化合物が食用きのこ栽培の害菌であるトリコデルマ菌類の成長を阻害

することを明らかにしており,鮫島・善本 (1984)は ,スギ, ヒノキ,アカマツ,カ ラマ

ッの針葉樹温水抽出物にもトリコデルマ菌やヒポクレア菌の成育を阻害する成分が存在す

ることを報告している。

一方,担子菌類の成育に促進作用を示す樹木抽出物に関する研究は乏しく,スギ, ヒノ

キ,アカマツ材の内樹皮温水抽出物がシイタケ,キクラゲの菌糸体成育に (鮫島・善本 :

1984),シ ナノキ辺材部やコナラ, ミズナラ・ クヌギの温水抽出物がシイタケの菌糸体成

長に (松尾,1957i善本ら]1984),イ チョウ生葉の酢酸エチル抽出物がシイタケ・エノ

キタケの菌糸体成長と子実体形成に促進作用を示す (沖・橘,1994,1995)こ とが報告さ

れている程度である。また,西田ら (1992,1993,1994,1995)は 担子菌類の宿主選択性

に注目して,サクラ (Pr2rp′ s)属の樹木に発生しているカワウソタケ れ,Oι
"d〃
rねヵ′ゃ

エゴノキにのみ発生するエゴノキタケ (肋θ胞′θttsrs st/racゴ Л2)は ,それぞれサクラと

エゴノキの温水抽出物,特にフラボノイ ド系の配糖体やリグナン系の配糖体によって菌糸

体成長と胞子の発芽が促されることを明らかにしている。しかし・ いずれの樹木抽出物も

促進作用を示す担子菌の種類は,一ないし二種類に限定されおり,広範囲な菌種に対する

作用は明らかにされていない。

カラマツ属 (ιβrゴχ)の樹木は世界的に広く分布しており,カ ラマツ材いわゆるlarch

woodに は, European larch (とβr′χどθθ′J2)i Dahurian larch(と ,ど〃θ′√盟rr), Kurili一

-5-



an larch(と .=〃θ′ゴコゴF, 7β r.プβρOIPrca), Tamarack larch(と ,′βrrじゴЛβ), 」apanese

larch(と ,feptο′Qpsrs),sabalpine(mountain)larch(と .′ /β′′デr),western larch

(と ,οじじ
'Jepι

βr′d), と,Pοιβ刀′河デザ, Siberian larch(と ,drヵθr,c溜 ), と,s21色2じzθ yゴゴ があ

る。一般に,針葉樹材には1%未満のアラビノガラクタンを合んでいるが,larch woodの心

材部に限っては,多量のアラビノガラクタンが仮導管や放射組織の細胞内腔に沈着 して合

まれており,その合有量は5～30%である (C6tё et al.i1966)。 アラビノガラクタンの

合有量と樹幹内での分布は,C6tё et al.(1966,1967),C6tё ・TimeH(1967)により,

Tamarack larch,European larch,Westem larch について詳細に検討されている。その

結果,アラビノガラクタンの合有量は,樹種によって異なり,年輪幅が狭 く,樹高が高く,

樹齢が低い部位で多くなり,樹幹よりも枝の方が,アテ材より正常材の方が多くなること,

また,アラビノガラクタンの水平分布は,髄周辺より心辺材の境界付近にかけて合有量が

多くなり,心辺材の境界部位で最大合有量を示し,そ こから辺材部にかけてアラビノガラ

クタンの合有量は急激に減少し,辺材部分では低い合有量で推移することが明らかにされ

た。このような水平分布の傾向は,橋爪・高橋 (1974)の 日本カラマツや水本ら (1994)

のシベリア産カラマツにおいても同様な傾向が認められている。さらに,Western larch

において,樹齢が高くなるに従い,材中の有機酸濃度が高くなリアラビノガラクタンが加

水分解を受けて低分子化されていることが提示されている。カラマツ材由来のアラビノガ

ラクタンの構造は,Tamarack larchの アラビノガラクタンに関して Fu・ TimeH(1972),

Lynch et al.,(1968)に より, 」apanese larchに関して Aspinall et al.,(1968),

Teratani et al.,(1987)に より検討されており,いずれのアラビノガラクタンもβ―D

(1→3)結合したポリガラク トースを主鎖として, これにO-6位でD―ガラクトース,L一ア

ラビノース,グルクロン酸からなる側鎖が分岐していることが明らかにされた。しかし,

樹種により狽J鎖の分岐の仕方が異なり]微妙に分子構造が異なっており,カ ラマツ材由来

のアラビノガラクタンの詳細な構造は明らかにされていない。

カラマツ材,」apanese larchのフェノール成分に関しては,出町ら (1968)に より心材
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部のフェノール成分について,竹原・笹谷 (1979)により辺材部のフェノール成分につい

て,笹谷ら (1980,1987)に より樹幹内のフェノール成分の分布について詳細に検討され

ている。すなわち,材中の主要なフェノール成分はタキンフォリン,カ ツラニンのフラバ

ノール類であり,ケルセチン,ケ ンフェロールのフラボノール類が少量存在している。こ

れらのフラボノイ ド類の樹幹内での分布は,半径方向で形成層隣接の辺材から心材へと緩

やかに増加し,辺心材境界の心材狽]で急激に増加し,髄へと徐々に減少していく傾向が認

められている。フラボノイ ド類以外のフェノール成分としてリグナン類が確認されている。

このフラボノイ ド類の分布傾向は,ア ラビノガラクタンの分布傾向と類似しているが,両

者の相互間系については明らかにされていない。

これまでのカラマツ材に関連した担子菌類の研究は,主に材質腐朽菌について検討され

てきた。近年,カ ラマツ材の良質材生産のため大径木施業が行われているが,カ ラマッは

病害に弱い樹種であり,生立木の材質腐朽病が多く,腐朽病の被害は樹齢が増加するとと

もに状大している。特に根株心腐病は深亥Jな被害をもたらしている。カラマツ根株心腐病

に関する研究は,Ohsawa et al.(1987,1992,1994)に より,八 ヶ岳東山麓!富士山麓で

被害実態i病原菌の分離とその遷移,羅病木に成育する菌類による木材成分の資化能力に

ついて詳細に検討された。カラマツ根株心腐病菌として,カ イメンタケ P/Paθο′ws scIP餌一

」ιzガ ), レンゲタケ 乃sιデβ力β′sa〃θaハ ナビラタケ 勲βttSSrs crデ甲2等が分離され,

いずれも褐色腐朽を起こす担子菌類であり,単糖類,ア ラビノガラクタン,ヘ ミセルロー

スを資化していること,生立木の腐朽は腐朽菌のみによって生じるのではなく,非担子糸

状菌の遷移によって生じること, さらに, これら糸状菌はカラマツ冷水抽出物や腐朽材の

冷水抽出物を主に資化していることが明らかにされた。

エノキタケ, ヒラタケ,ヤナギマツタケ 1『οθ力θじ/′ Fだ用じθβの菌床栽培では,培地

基材に針葉樹鋸屑が用いられ,いずれもスギ材の使用が奨められている (農耕と園芸編集

部,1988)。 しかし,最近の鋸屑流通の事情は,各地でのきのこ栽培が振興してきたこと

により良質のスギ鋸屑の入手が困難となり,他の針葉樹鋸屑に依存せざるを得ない状況で

ある。しかし:カ ラマツ材の鋸屑を使用するには,散水堆積の期間を十三分にとることが

-7-



求められ (柿木,1993),カ ラマツ鋸屑はエプマツ・トドマツに比べ散水堆積の影響を受

けにくく,鋸屑の改善が遅れることが指摘されている (沓沢ら,1980)。 このため,他の

針葉樹鋸屑に比べて,き のこ菌床培地基材としての適性は低 く評価されている。カラマツ

鋸屑がきのこ栽培の培地基材として適さないのは抗菌作用を有するフェノール性成分等の

阻害成分 (いわゆるアク )が材中に存在し,アク抜きが難しいためであるとされている。

カラマツ鋸屑よリアラビノガラクタンを製造するには,鋸屑を多量の水で抽出処理を行

うが,その際に副次的に生じるカラマツ鋸屑の水抽出残造は,ア ラビノガラクタンと共に

水溶性フェノール成分も同時に溶脱されている。そこで高畠らは,カ ラマッ鋸屑の水抽出

残澄は1屋外で散水堆積処理した鋸屑,いわゆるアク抜き処理した鋸屑と同様にきのこ菌

床栽培の培地基材として利用できるのではないかと想定し,カ ラマツ鋸屑の水抽出残澄に

ついてエノキタケ】ヒラタケ,ヤナギマツタケに対する培地適性を検討した。その結果 ,

カラマツ鋸屑の水抽出残澄は未処理の鋸屑よりも子実体収量が多くなり,ま た,従来より

培地基材として利用されているスギ材 (辺材 )鋸屑に比べて・ 同等もしくはそれ以上の子

実体収量を示した (高畠ら,1991;高畠,1992)。 このことからiカ ラマツ鋸屑の水抽出

残澄は培地基材として充分に利用可能なことが明らかとなったが,同時にカラマツ材のア

クに相当するカラマツ水抽出物には抗菌成分の存在が推察された。次いで,カ ラマツ水抽

出物の抗菌性を検討したところ,きのこ栽培の害菌であるトリコデルマ菌類の成長に対し

ては強い阻害作用を示した。一方,食用担子菌の成長に対しては阻害作用が認められず ,

むしろ菌糸体成長を促進させる傾向が認められた (高畠,1991)。

そこで, これらの結果に基づいて,本論文では食用きのこ栽培にカラマツ水抽出物を成

長促進剤として利用する観点から,食用担子菌の菌糸体成長,子実体形成に及ぼすカラマ

ツ水抽出物の影響に関する検討を展開した。
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第Ⅱ草  数種食用担子菌の菌糸体成長に及ぼすカラマツ水抽出物の影響

これまでにアラビノガラクタンの代謝について, ヒト糞便によリアラビノガラクタンが

代謝され低級脂肪酸が産出されること (Englyst et al.,1987), ヒト腸内優先菌である

肋 cιb翔デJes οttι口dや ラット・ヒトの腸内細菌であるβrr′J9肋 ctθrデ閉 ′ongumん アゞラ

ビノガラクタンを資化して著しく増殖すること (MaCfarlane・ Cibson,1991i今村ら,19

92)が報告されている。しかし,食用担子菌類に対するアラビノガラクタンの作用は明ら

かにされていない。

カラマツ材由来のアラビノガラクタンは材の水抽出液を脱フェノール処理して得られる

(水本・高橋,1987)の で,水抽出物にはアラビノガラクタンが多量に合まれている。本

章では,本邦産 (北海道産:長野県産 ),シベリア産と産地の異なるカラマツ材の水抽出

物について,その化学組成とヒラタケ,エ ノキタケ,シイタケの食用担子菌の成育に及ぼ

す影響を比較検討した (高畠・水本,1994)。 さらに,三産地間で最も水抽出率が高いた

め,水抽出物の調製が容易なシベリア産カラマツ材の水抽出物について前述の食用担子菌

三菌種の外にヤナギマツタケ:ナ メコ,マイタケの三菌種を追加し1液体・寒天・木粉培

地と様々な培地条件で食用担子菌の成育に及ばす影響を検討した (高畠ら11994)。

1.カ ラマツ水抽出物の化学組成

1。 1 材料および方法

(1)カ ラマツ水抽出物

シベリア産カラマツ (とβttχ dP.)お よび本邦産カラマツ (とβr放 ′9pιOFeprs i】 ヒ海道産

・長野県産 )の各製材鋸屑 (気乾 )に ,それぞれ重量比で5倍量の水を加え,室温にて撹拌

しながら30分問抽出した。濾別した抽出液を室温にて減圧濃縮し,130°Cの ドラムで数分間

乾燥して,粉末状のカラマツ水抽出物を得た。 (なお,以下では,シベリア,北海道およ

び長野県の各産地のカラマツ材より得られた水抽出物をそれぞれシベリア産,北海道産 ,

長野県産と略称する。 )製材鋸屑の気乾重量に対する水抽出物の収率は,シベリア産で約
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10%,北海道産,長野県産は各々約5%であった。

(2)カ ラマツ水抽出物の化学組成分析

シベリア,北海道,長野県産の各カラマツ水抽出物について全糖量,中性還元糖の組成,

ウロン酸量,全フェノール量i分子量分布および重量平均分子量を測定した。

全糖量はSomogyi一Nelson法 (SomOgyi,1952)に よって測定し,全還元糖量 (重量比

Calactose:Arabinose=3:22 基準 )に 0,9を乗じて求めた。ウロン酸量はカルバゾール

・硫酸法 (福井11969)に よって,全フェノール量はFolin・ Denis法 (Folin・ Denis,19

15 i Swain・ Hills,1959)(Taxifolin基 準 )に よって測定した。中性還元糖は,ポスト

カラム方式のHPLC(東 ソーKK製 ,還元糖分析システム )により分析した。すなわち,

各単糖を糖―ホウ酸アニオン性錯化合物としてから,陰イオン交換カラム (東ソーKK製 ,

TSKgel, Sugar AXI)で 分離 (Sinner et al.,1975)後,α―シアノアセ

トアミドを反応させ (Honda et al。 ,1981),UV検 出器 (波長275nm)で検出し,定量し

た。

分子量分布および重量平均分子量は,GFCカ ラム (東ソーKK製,TSKgeli G

4000P WX,G3000P WX L)を 用い,50mMNa C l溶液を分離溶液として試料を溶出

分離し,RIお よびUV(波 長280nm)検出して測定した。なお,標準物質には,PuHul―

an(昭和電工KK製,Mw850000,380000,186000,100000,48000,23700,12200,580

0),Ma比oheptaose(KK林原製,Mwl153),Mattose(KK林 原製,Mw360),α ―

Dextrose(和光純薬KK製,Mw180),卜 Arabinose(和光純薬KK製,Mw150)を用い

た。

1.2  結  果

各産地のカラマツ水抽出物の全糖量,中性還元糖量の組成 (以下,糖組成とする。),

ウロン酸量,全フェノール量を測定し,その結果をTable Ⅱ-1に示す。

全糖量ではシベリア産は,91.5%と なり,北海道産,長野県産の85～86%に比べて若千

高い値を示した。糖組成では,北海道産でマンノースが微量認められたが,シベリア産や
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Table Ⅱ一-1.  The chemical composition of Karalllastu water extracts.

Sample      T.Sugarl)     Sugar Compo。
2)    urOnic Acid3)    T,pheno14)

(%)5)   Man    Ara    Gal(%)      (%)5)             (%)5)

Siberia      91.5      --    11,6    88.4       0.84             0.47

Hokkaido     85.8      0.8   10.7    88.5       0。 79             1.50

Nagano       85.1      --    13.1    86.9       0.80           コ 1.58

1)Somogyi― Nelson method(Ara/Cal=3/22, 団OleCular weight ratio used as

the standard.)T.Sugar=T.reducing sugar X O.9.

2)IEC(colunn:TSKgel SugarAXl)

3)CarbazoletSulferic acid method(Glucronic Acid used as the standard.)

4)Folin・ denis lnethod(Taxifolin used as the standard.)

5)Percentage of the oven― dried veight.
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長野県産では認められなかった。しかし, いずれの産地もアラビノースが11～13%,ガ ラ

クトースが87～89%と なり,ほぼ同様な糖組成となった。ウロン酸量は, いずれの産地も

0,8%前後となった。このように全糖量,糖組成! ウロン酸量については,各産地間で顕著

な相違は認められなかった。しかし,全フェノール量は, シベリア産が0,47%で あったの

に対し,北海道産が1.50%:長野県産が1.58%と なり,北海道,長野県産はシベリア産の

3.5倍余りのフェノール合量を示した。

重量平均分子量,分子量分布を検討したところ,重量平均分子量は,シベリア産は1840

0,北海道産は18700と なりほぼ同じ分子量であった。長野県産は21400と なり,シベリア産

や北海道産よりやや大きな分子量を示した。分子量分布は1いずれの産地もほぼ同様な分

布状態を示した (Fig.Ⅱ -1)。 重量平均分子量,全糖量,糖組成の結果から1いずれの産

地のカラマツ水抽出も主要構成成分は水溶性多糖類のアラビノガラクタンであると考えら

れる。

水溶性フェノール成分の分子量分布を測定した結果をFig.コ ー2に示す。シベ リア産は,

本邦産よりも全分子量域で波長280nmの吸収が低く,フ ェノール成分の合有量が少ないこと

が示唆され,Table Ⅱ-1の全フェノール量の測定結果と符合した。北海道産と長野県産は,

概ね同様な分布傾向を示したが,北海道産では,高分子量領域での吸収が認められ,フ ェ

ノール類の縮重合した成分の存在が示唆された。

2.産 地別カラマツの水抽出物添加培地における菌糸体成長の比較

2.1 材料及び方法

(1)カ ラマツ水抽出物

前節「カラマツ水抽出物の化学組成」において,調製,供試したシベ リア産,北海道産 ,

長野県産の各カラマツ材の水抽出物を供試した。

(2)供試菌

当センター保存菌株である以下の3菌株を供試した。
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ヒラタケ P′θ口rοι
"δ

 οstrθ2をμs(」acq:Fr。 )Kummer.(Po-03)

エ ノキ タ ケ  周 胸町pFrηβ 79′μιやθS(Curt,:Fr.)Sing。 (Fv-4)

シイタケ と伊元JipEFd θ」9ぬs(Berk。 ).(Le-01)

(3)供試培地

培地には,ポテ トデキストロース培地 (PD培地,Difco製 )お よび同寒天培地 (PDA

培地, 日水製 )を供試した。カラマツ水抽出物の添加量はIW/V比で1,2,3,5,10,

15%と した。なお,接種源には,供試菌を麦芽エキス・酵母エキス寒天培地 (MYA培地

;Glucose 4g, Malt extracts 10gi Veast extracts 4g, Agar 15gi Dis,Water lL)で 24

°C,6～10日 間平面培養した後:コ ルクボーラーで直径5mmに打ち抜いたディスクを用いた。

(4)菌糸体成長量

菌糸体成長量として,培養菌糸体の伸長量と乾燥重量を測定した。伸長量は善本らの方

法 (善本ら,1984)に準じて測定した。すなわち,直径12mm,長 さ160mmの ライアン管にP

DA培地を1.8ml分注して菌糸体仲長量測定用培地を調製し,その一端に接種源を接種した

後,24℃ にて7日 間培養して菌糸体仲長量を測定した。

菌糸体乾燥重量は,次の方法で求めた。すなわち,50ml容三角フラスコにPD培地を5

ml分注して菌糸体乾燥重量測定用培地を調製し,120°C,15分間の条件で殺菌した後,各供

試菌を接種し,24℃ にて7日 間静置培養した。その後,菌糸体を濾別し,温水,冷水で順次

洗浄後:菌糸体の乾燥重量を測定した。各試験区とも5検体づつ供試し,繰 り返しを行った。

2.2  結  果

(1)菌糸体伸長成長

各産地のカラマツ水抽出物にていて,水抽出物濃度の異なるPDA培 地でヒラタケ,エ

ノキタケ,シイタケの菌糸体を培養しi菌糸体仲長量を測定した結果をFig.Ⅱ -3～5に示

す。

ヒラタケに関して,シベリア産では添加濃度を1～3%と した場合,対照区より若千良好

な伸長量を示した。2%の添加濃度で最大値となり,対照区の1.2倍の伸長量を示した。し
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かし,添加濃度を10%以上にすると,伸長量は対照区よりも低下し,15%濃度では対照区

のO.9倍 となった。北海道産および長野県産は, ともに添加量が増加するに従い!伸長量は

低下する傾向を示し,低下の程度は北海道産が顕著であった。15%の添加濃度では,北海

道産は対照区のO.5倍 となり,長野県産は対照区のO.8倍 となった (Fig.Ⅱ -3)。

エノキタケに関して,シベリア産,長野県産ともに1～5%の添加濃度で伸長量は1対照

区に比べて良好となった。伸長量の最大値を示す添加濃度はIシベリア産では2～5%であ

り,対照区の1.3倍 となった。長野県産では1%であり,対照区の1.5倍 となった。しかし,

10%あ るいは15%の添加濃度では,対照区と同等もしくは,それより劣った伸長量となっ

た。北海道産は,添加量が増加するに従い伸長量は著しく低下し,10%の添加濃度で対照

区のO.5倍,15%の添加濃度で0。 4倍 となった (Fig.Ⅱ -4)。

シイタケに関して,シベリア産は,1%の添加濃度で対照区よりやや良好となったがi添

加濃度を2%以上とした場合,添加量が増加するに従い,伸長量は低下し,15%の添加濃度

では対照区の0.6倍 となった。本邦産の北海道,長野県産は,添加量が増加するに従い,伸

長量は低下し,低下の度合いは北海道産が著しく,10%の添加濃度で対照区の0.9倍,15%

の添加濃度で0。 85倍 となった (Fig.Ⅱ -5)。

菌糸体伸長量においてiシベリア産は,いずれの供試菌に対しても1～2%の添加濃度で,

対照区の1,1～1.3倍の伸長量となり,若千の促進作用を示したが,10%以上の添加濃度で

は,対照区と同程度以下の伸長量となった。北海道産は,供試した全ての菌種で添加濃度

が高くなるに従い,伸長量は低下し,10%あ るいは15%の添加濃度では,対照区の1/2～

1/3の伸長量に抑制された。長野県産は,エ ノキタケにおいて1～5%の添加濃度で若干の促

進作用を示したが,10%以上の添加濃度では,対照区より低下した。ヒラタケ,シイタケ

では,北海道産と同様に添加量が増加するに従い,伸長量は低下し,いずれも15%の添加

濃度では対照区のO.8倍前後となった。

(2)菌糸体重量成長

各産地のカラマツ水抽出物について,添加濃度の異なるPD培地でヒラタケ,エノキタ
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ケンイタケ菌糸体を培養し,菌糸体重量を沢J定 した結果を Fig.Ⅱ -6～8に示す。

ヒラタケに関して,いずれの産地のカラマツ水抽出物も添加量が増加するに従い,菌糸

体重量は顕者に増加した。1～3%の添加濃度では,産地間で差が生ぜず,3%の添加濃度で,

いずれの産地も対照区の2倍程度の菌糸体重量を示した。添加濃度を5%以上とした場合 ,

添加濃度が高くなるに従い,産地間で差が認められ,15%の添加濃度では,シベリア産は

対照区の7.5倍i北海道産,長野県産は4.5倍前後となった (Fig.Ⅱ -6)。

エノキタケに関して, ヒラタケ同様に,いずれの産地も添加濃度が高くなるに従い,菌

糸体重量は増加した。1～3%の添加濃度では,産地間で差が生ぜず,3%の添加濃度で対照

区の1.5～ 1.9倍の菌糸体重量を示した。5%以上の添加濃度では1産地間で差が生じ,その

差は,添加濃度が高くなるに従い大きくなった。15%の添加濃度では,シベリア産,長野

県産は対照区の4.6倍の菌糸体重量を示したのに対し,北海道産は対照区の2倍程度にとど

まった (Fig.Ⅱ -7)。

シイタケに関して,いずれの産地も添加量が増加するに従い菌糸体重量は増加した。1～

3%の添加濃度では産地間で差が生ぜず,3%の添加濃度で対照区の3～4倍の菌糸体重量を

示した。しかし,5%以上の添加濃度では,産地間に差が生じ:その差は濃度が高くなるに

従い大きくなった。15%の添加濃度では長野県産が対照区の約9倍の菌糸体重量を示したの

に対し,シベリア産,北海道産は5倍余 りとなった (Fig.コ ー8)。

供試した3菌種全てに対して,シベリア産および本邦産ともに添加濃度が高くなるに従い

菌糸体重量は顕著に増加した。1～3%の範囲ではI産地間に差は生じなかったが,5%以上

の添加濃度では菌種に応じて産地間に差が生じた。すなわち, ヒラタケではシベリア産 ,

エノキタケではシベリア産および長野県産,シイタケでは長野県産のカラマツ水抽出物は

各々の菌糸体の重量成長に対して顕著な促進作用を示した。
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3.シ ベリア産カラマツの水抽出物添加培地における菌糸体成長

3.1 材料及び方法

(1)シベ リアカラマツ水抽出物

シベ リアカラマツ (とβrrχ sP,)の製材鋸屑 (気乾状態 )に重量比で5倍量の水を加え,

室温にて撹拌 しながら30分間抽出した。濾別 した抽出液を室温で減圧濃縮 し,130℃ の ドラ

ム中で数分間乾燥 して粉末状のカラマツ水抽出物 (以下,KWEと 略する。 )を得た。使

用した鋸屑の粒度分布はi気乾重量比で0～12メ ッシュのものが6%,12-48メ ッシュが72

%,48-100メ ッシュが19%,100メ ッシュ以■が3%で あった。

(2)供試菌

当センター保存菌株である以下の6菌株を供試した。

ヒラタケ P′θprο tps θdιrθttμs(」acq:Fr.)Kummer。 (Po-03) _

エノキタケ デ【鞭 w′ Fpa yθ力ιゎθs(Curt.:Fr。 )Sing。 (Fv-4)

ヤナギマツタケ 】grοcヵθじ/′ Jir2Jr2cθβθ(DC.:Fr。 )Maire.(Ac-01)

シイタケ と94tゴ刀胚 θど0」9(Berk.)。 (Le-01)

ナメコ pヵ rο tβ コ溜〃θ々0(T.Ito)S.Ito et lmai。 (Pn-03)

マイタケ fttο乃翔 rrOr2的s2(Dicks,:Fr.)S,F,Gray.(Gf-01)

(3)供試培地

培地には,ポテ トデキストロース液体培地 (PD培地 ;馬鈴薯200g,グルコース20g,

蒸留水lL):20m1/100ml容三角フラスコ,同寒天培地 (PDA培地 ;日水製 ):20m1/直

径90mmペ トリ皿および木粉培地 :16g/直径18mm試験管を用いた。木粉培地は木粉 :米糠=3

:1(全乾重量比 )と し,合水率65%(湿量基準 )に調整した。なおヒラタケ,エ ノキタケ,

ヤナギマツタケにはスギ辺材を:シイタケ,ナメコ,マイタケにはブナ材の木粉をそれぞ

れ用いた。KWEの 添加量はPD,PDA培 地ではW/V比で,木粉培地においては,培地

の全乾重量当たりのW/V比で各々1,2,3,5,10,15%と した。

なお,接種源には,供試菌を酵母エキス・麦芽エキス寒天培地 (MYA培地 )で 24°C,
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6～ 14日 間平面培養した後,コ ルクボーラーで直径5mmに打ち抜いたディスクを用いた。

(4)菌糸体成長量

培養はすべて 24°C暗黒下で行った。PD培地では,10日 間培養した後菌糸体を濾別し,

温水,冷水で順次洗浄後,菌糸体の乾燥重量を測定した。PDA培 地では,6日 間培養した

後コロニー直径を沢!定した。さらに,4日 間培養後,電子レンジを用いて培地を溶解し菌糸

体を濾別,温水冷水で1贋次洗浄後,菌糸体の乾燥重量を測定した。木粉培地では2～5日 間

の前培養を行い,その後20日 間の菌糸体伸長量を沢」定した。各試験とも5検体づつ供試し,

繰り返しを行った。

3.2  結  果

(1)菌糸体仲長量

KWE添 加濃度の異なるPDA培 地で培養した各種供試菌の菌糸体伸長量をFig.コ ー9に

示す。KWEの 添加により,供試した6菌種全てにおいて菌糸体伸長量は対照区に比べて若

千増加し,1～3%の添加濃度で最大伸長量を示した。最も菌糸体伸長量が大きかったのは

ヒラタケで,2%の添加濃度で最大伸長量 (81.4mm)を 示し,対照区 (69.6mm)の 1.17倍で

あった。しかし,いずれの供試菌も添加濃度が高まるにつれて菌糸体伸長量は低下した。

添加濃度が15%の場合,マイタケを除いた全ての供試菌において対照区よりも低下し, ヒ

ラタケ,ナメコ,ヤナギマツタケでは対照区のO.8～0.85倍 ,さ らにエノキタケとシイタケ

では0.5～ 0。 6倍の菌糸体伸長量となった。

KWEの 添加濃度の異なる木粉培地で培養した各種供試菌の菌糸体伸長量をFig.Ⅱ -10

に示す。木粉培地での菌糸体伸長量は供試した6菌種全てにおいて1～3%の添加濃度で最大

伸長量を示し,添加濃度が高くなるにつれて漸減したが,15%の添加濃度でも対照区とほ

ぼ同程度またはそれ以上の菌糸体伸長が認められた。

(2)菌糸体重量

KWE添 加濃度の異なるPDA培 地で培養した各種供試菌の菌糸体重量をFig.Ⅱ ―llに

示す。供試した全ての菌種でKWEを 添加することにより菌糸体重量が増加した。すなわ
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ち,KWE添 加濃度と菌糸体重量の増加との関係は,菌種によって異なっているが,5～1

0%の添加により,ナメコ以外のすべての菌種で対照区の2倍以上の菌糸体重量を示した。

ヒラタケでは10%の添加濃度で最高値 (470.9mg/plate)を 示し,対照区 (137.Omg/plate)

の3,4倍の成長量を示した。しかし,15%の添加濃度では,対照区のO.7倍 に激減した。ナ

メコではKWE添 加による菌糸体重量は,最大で対照区の1.3倍にとどまり, ヒラタケ同様

15%の添加では,対照区より低下した。

KWE添 加濃度の異なるPD培地で培養した各種供試菌の菌糸体重量をFig.Ⅱ -12に示す。

いずれの供試菌においても,KWEを 添加することにより菌糸体重量は増加した。KWE

添加濃度と菌糸体重量増加との関係は,菌種によって異なった。しかし:全ての供試菌で

5～15%の添加濃度が最適濃度となり]対照区の2倍以上の菌糸体重量を示した。ヒラタケ

ではl PDA培地と異なりKWEの 添加濃度が15%(185皿g/flask)で あっても10%の添加

濃度 (187mg/flask)と 同程度の菌糸休重量を示した。また,シイタケではPD培地におい

て15%が最適添加濃度となり,その他の供試菌においてもPD培地ではPDA培 地と異な

り15%の添加濃度であっても菌糸体重量は著しく減少しなかった。これらの結果は,KW

Eの飽和濃度に近い15%の添加濃度ではI寒天の有無による培地の物性条件の相違が菌糸

体成長に影響することを示唆している。

4.  考  察

シベリア産および本邦産 (北海道産,長野県産 )と供試した産地の異なるカラマツ材の

水抽出物にはI共通してアラビノガラクタンが主要構成成分として合まれていた。各々の

水抽出物における全糖量i中性還元糖の糖組成,ウ ロン酸量に著しい相違が認められなか

ったことから,水抽出物に占めるアラビノガラクタンの割合は,産地間で大きな相違はな

いと考えられる。しかし,水抽出物の収率がシベリア産で約10%,本邦産が約5%であるこ

とから,シベリア産カラマツ材におけるアラビノガラクタンの合有率はI本邦産カラマツ

材の2倍以上であると考えられる。カラマツ材のアラビノガラクタンの合有率は,カ ラマツ
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△ :YANAGIMATSUTAKE(Л .りFFЛJr2θθβθ), A I SHIITAKE (と .θ」οJ9♂),

□ :NAMEKO(P.コβ〃94o),              ||:MAITAKE(♂ .i〔饂 」9sコ ).

Note: The vertical bars represent standard deviation.
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材の樹種,樹齢,年輸幅,樹高によって異なる (C6tё et al.11966,1967;C6tё・Time―

H,1967)が ,本実験におけるアラビノガラクタンの合有率の相違は,樹種による違いが

大きな要因であると推察される。

カラマツ水抽出物中のフェノール成分の合有量は,シベリア産と本邦産では大きく異な

り,本邦産にはシベリア産の3.5倍余 りのフェノール成分が合まれていた。また,北海道産

のフェノール成分には長野県産には見られない高分子量の成分が存在していた。一般に樹

木抽出成分には,その樹種固有の代謝産物が合まれており (今村ら,1983),特に樹皮や

材の温水抽出物・酢酸エチル抽出物・タンエン類は,材を識別する上で指標となることが

報告されている (岸本ら,1979,1981)。 したがって,カ ラマツ材の樹種,生育立地条件

の違いは,微量成分である水溶性フェノール成分の形成に影響を及ばしているものと考え

られる。                                  フ

シベリア産,北海道産,長野県産のいずれの産地においても, ヒラタケiエノキタケ〕

シイタケと供試した3菌種に対してカラマツ水抽出物を添加するにしたがい,菌糸体重量は

増加し,特に5～15%の添加濃度で顕著な増加を示した。一方:菌糸体伸長量は10%以上の

添加濃度では,供試した3菌種すべてにおいて抑制された。このように10%以上の添加濃度

では,菌糸体の伸長成長と重量成長に対して全 く逆の作用を示した。食用きのこの子実体

発生には,ホ ダ木や培養基内の菌体量が関与し,菌体量が多いほど子実体発生量が増える

ことが知られている (Tokimoto・ Fukuda,1981,Ohga,1990a)。 また,木粉培地の伸長

試験と子実体形成試験では,両者の結果は必ずしも一致しないことが指摘されている (有

田ら,1969)。 これらのことは,菌糸体の総成長量を現す菌糸体重量は伸長成長量よりも

子実体形成の状況を反映していることを示唆している。したがって,いずれの産地のカラ

マツ水抽出物も子実体形成を促すことが期待できる。この点については1第 V章で検討を

イ〒う。

菌糸体重量成長に対して,1～3%の添加濃度では産地間で成長量に差が生じなかったが,
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5%以上の添加濃度では産地間で著しい差が生じた。いずれのカラマツ水抽出物も主要構成

成分がアラビノガラクタンであり,抽出物中の糖関連成分はほぼ同様な傾向を示したこと

から,産地間における添加効果の差には,糖関連成分以外の物質の関与が推察される。

シベリア産カラマツ水抽出物は, ヒラタケiエ ノキタケiヤナギマツタケ,シイタケ!

ナメコ,マイタケと供試した6菌種全ての食用担子菌に対して, PD培地,PDA培 地のい

ずれの培地においても菌糸体重量成長に顕著な促進作用を示した。カラマツ内樹皮の温水

抽出物は,エ ノキタケ,ナ メコ, ヒラタケ,キクラゲ,ア ラゲキクラゲに対して顕著な成

育抑制作用を示すこと (善木ら,1984)か ら,カ ラマツ材の水抽出物は, 内樹皮温水抽出

物とは化学組成が異なることが示唆される。

スギ, ヒノキ,アカマツの内樹皮温水抽出物は,キクラゲ,シイタケの成育には促進作

用を示すが, ヒラタケに対しては成育抑制作用を示している (善本,1984)。 。また, シイ

ノキ辺材部の熱水抽出物はシイタケには成育促進作用を示すが,ナメコ, ヒラタケに対し

ては成育抑制作用を示している (松尾,1957)。 一般に,樹木心材の温水抽出物は,食用

担子菌の成長に対して抑制作用を示す場合が多く,例外的にブナ心材がナメコ, ヒラタケ

に対して, ミズナラ心材がシイタケに促進作用を示すことが報告されている (高畠,1987,

1989)。 カラマツ材の製材鋸屑は大部分が心材から生じていることを考慮に入れると, シ

ベリア産カラマツ水抽出物が供試した6菌種全ての食用担子菌に対して顕者な促進作用を示

すことは,樹木心材の水抽出物として極めて特異的であり,カ ラマツ水抽出物には[特定

菌種に限定されることのない,広範囲な担子菌の菌種に共通して作用する成育促進成分の

存在が示唆される。

5。   結  論

シベリア産,北海道産,長野県産と産地の異なるカラマツ材水抽出物について,化学組

成を検討したところ,いずれも主要構成成分は共通してアラビノガラクタンであり,糖関

連成分は産地間で顕著な差が認められなかった。しかし,全フェノール量は,本邦産 (北
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海道産,長野県産 )では,シベリア産の約3.5倍の合有量を示した。三産地のカラマツ水抽

出物について: ヒラタケ,エ ノキタケ,シイタケと三菌種の食用担子菌の菌糸体成長に及

ぼす影響を検討したところ,いずれのカラマツ水抽出物も供試した三菌種全てに対して添

加量が増加するにしたがい菌糸体重量は顕者に増加した。1～3%の添加濃度では産地間で

添加効果に差が生じなかったが,5%以上の添加濃度では菌種に応じて産地間で差が生じた。

シベリア産カラマツ水抽出物について, さらにヤナギマツタケ,ナメコ,マイタケと対象

菌種を増やして食用担子菌の菌糸体成長に及ぼす影響を検討したところ,全ての菌種で寒

天,液体,木粉と物理条件の異なるいずれの培地においても,菌糸体成長に顕著な促進作

用を示した。



第Ⅲ草 ヒラタケ菌によるカラマツ水抽出物の資化性と菌体外酵素の産出

前章において,カ ラマツ水抽出物はヒラタケ,エ ノキタケ,シイタケ等の有用な食用担

子菌の菌糸体成長に顕著な促進作用を示すことを見いだした。また,カ ラマツ水抽出物の

主要構成成分は,水溶性多糖類のアラビノガラクタンであることを明らかにした。

シイタケ (吉田ら,1987)i ヒラタケ (吉 田ら,1986),エ ノキタケ (Kitamoto・ Cru―

en,1976)に おいて,栄養成長の段階で菌糸体の発育にともない培地中の炭素源が トレハ

ロース,グ リコーゲン等の多糖類に変換されて菌糸体中に蓄積されることが知 られている。

このことから,カ ラマツ水抽出物中のアラビノガラクタンは培地中の戊素源として資化さ

れている可能性がある。培地成分は菌糸体成長を左右し, これに付随して菌体外酵素活性

も変化することがシイタケ (池 ヶ谷 ら,1993), ヒラタケ (岩原 ら,1983)で 報告されて

いることから,カ ラマツ水抽出物の添加は食用担子菌の菌体外酵素活性にも影響を及ばし

ている可能性がある。

そこで,本章ではカラマツ水抽出物 として水抽出物の調製が容易なシベ リア産カラマツ

材の水抽出物 (以下,KWEと 略する。 )を用い,KWEの 添加によって菌糸体重量の増

加が最も顕著であったヒラタケ菌についてl KWEお よびその主要成分であるアラビノガ

ラクタンを添加した培地での菌糸体重量及びフェノール酸化酵素,多糖分解酵素の活性を

測定し,菌糸体成長および菌体外酵素活性に及ばすKWEと アラビノガラクタンの影響を

検討した (高畠ら,1995)。

1.カ ラマツ水抽出物の資化性

1.1 材料および方法

(1)供試菌

当センター保存菌株であるヒラタケ PFθprOと,s οstrθttι ps(」acq:Fr.)Kummer.

Po-03菌 株を供試した。なお,接種源として供試菌をMYA培 地で24℃ にて6日 間平面

培養した後,コ ルクボーラーで直径5mmに打ち抜いたディスクを用いた。
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(2)カ ラマツ水抽出物

前章1・ 1で記述 したシベ リア産カラマツ (肋 rデχ dP。 )の製材鋸屑より調製 した粉末状の

カラマツ水抽出物 (KWE)を 供試した。

(3)供試培地

基本培地には,ア スパラギン・グルコース培地 (AsG培 地 )を用いた。AsG培 地の

組成は,Glucose 20g, L― Asparagine 2g,MgS04'7H200.5g,K2HP040.46g,

KH2P 04 1g,ThiaminttHC1 0,lmg,蒸 留水 lLである。AsG培 地 よリグルコースを

除いた培地をアスパラギン培地 (As培地 )と し,AsG培 地とAs培地にKWEお よび

アラビノガラクタン (Sigma社製l minimum98%(TLC),以 下AGと 略する。 )を添加

しi lN― HClで p H5.5に調製 して供試培地とした。KWEお よびAGの添加量はW/V

比で0.5,1,2,3,5,10,15%と した。なお以下,AsG培 地,As培 地にKWEを 添加

した培地をKWE― AsG培 地,KWE― As培地と表示 し,ま た, AsG培地,As培

地にAGを添加した培地をAG― AsG培 地:AG― As培地と表示する。

(3)菌糸体の培養および菌糸体重量を測定

供試培地20mと を100ml容三角フラスコに分注し,121°Cにて15分問滅菌し,供試菌を接種

した。培養は124°Cにて10日 間静置培養を行った。培養後,菌糸体を濾別 し,温水,冷水

で順次洗浄後,菌糸体の乾燥重量を沢J定 した。

(4)グルコースと還元糖の定量

培地中のグルコース量はPOD― GOD法 (Trinder,1969)を 用い,波長505nmの吸光

度から測定した。還元糖量は,供試培地および培養濾液を加水分解 してSomogyi一Nelson法

(Somogyi,1952)に よって測定 した。

1.2  結  果

KWEお よびその主要構成成分であるAG,KWEの 構成単糖であるアラビノース (以

下,Araと 略する。 ),ガ ラク トース (以下,Calと 略する。 ), さらにKWEの 糖組成の

割合 (Ara:Gal=12:88,重 量比 )(高畠・水本,1994)に従って,Araと Galを混合した混
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合糖 (以下, Ara+Galと略する。 )のそれぞれをAsG培 地に添加してヒラタケ菌を培養

し,菌糸体重量を測定した。その結果をFig.Ⅲ -1に示す。KWE― AsG培 地では,菌糸

体重量はKWE添 加の増加にともなって著しく増加した。KWEの 5,10,15%添加培地で

は,菌糸体重量はそれぞれ無添加培地 (33.2mg/flask)の 5.1倍 (168.2Ⅲg/flask),8.6倍

(286.8mg/flask),9.6倍 (317.2mg/flask)と なった。AG― AsG培 地では,AG添 加

濃度が3%ま で,添加量の増加とともに菌糸体重量は増加し,無添加培地の2.3倍 (74.9mg

/flask)と なった。しかし, さらにAGの添加濃度を高くすると菌糸体重量は漸減し,添

加濃度10,15%で は,無添加培地の1.7倍前後となった。Ara,Calお よび Ara+Gal添加培地

では,いずれも添加するに従い菌糸体重量は漸減し,15%添加区では無添加培地の2/3～ 1

/2と なった。このようにヒラタケ菌糸体成長に対して,KWEと その構成糖の作用は,全

く逆の傾向を示した。また,AGは 促進作用を多少示したが,KWEの ような顕著な促進

作用は示さなかった。

庚素源としてのKWEの 資化性を他の炭素源と比較するために,Tableユ ー1に示す各種

炭素源を供試し,基本培地であるAsG培 地のグルコース (2%(W/V))と 置き換えて菌糸

体重量を測定した。その結果をTable皿 -1に示す。マンノース,グルコース,可溶性デン

プンで良好な成長を示し,次いでガラクツロン酸が良好であった。KWE関 連の単糖類で

あるAra,Gal,Ara+Galで は,キンロース・ ラクトース,シュクロースとともに菌糸体成長

量が劣り1 ヒラタケ菌にとって資化し難い炭素源であった。また,KWEや AGは グルコ

ースの40～50%の成長量となり,フ ラクトース,マル トースとともに供試した反素源の中

では,中庸な成長量を示した。

炭素源としてのKWEの 添加濃度とヒラタケ菌糸体の成長量との関連性を検討するため

に,AsG培 地からグルコースを除いたAs培地にグルコース・ KWE,AG,Ara,Cal,

Ara+Galを添加し,それぞれの培地でヒラタケ菌を培養した。その場合の結果をFig.Ш ―

2に示す。Glu添加培地では濃度2%で最大となり,それ以上添加しても,菌糸体の重量は逆

に減少した。これに対してKWE― As培地では,KWE添 加濃度が高くなるに従って,
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Table コ圧―-1.  Effects of various carbon sources

on Шycelial dry weight of PFθ rrrοιErS OStrθβιI「s,

Carbon sources

(2%,W/V)

Mycelial dry weight

( mg/flask )

Carbon free

Glucose

Mannose

Fructose

Xylose

Lactose

Sucrose

Maltose

Souluble starch

Citric Acid

Calacturonic Acid

KWE

AC

Calactose

Arabinose

Ara  +  Cal

1.7 ± 0.2

33.2 」三 1.5

35。 4 」三 3.0

16.2 ± 1.3

8,6± 0.8

6.0 ± 0,4

8.1 ± 0.5

12.1 」三 1.1

31,2 」三 0.2

1.7± 0.5

27.9 ± 1.6

15.8 ± 0.9

13.2 」三 0.3

4.5 ± 0.2

7.5± 0.4

5.5 ± 0.2

Notes:KWE, AC, Ara and Gal mean Karamatsu(Larix sp.)water

extracts,arabinogalactan, arabinose and galactose,

respectively.

Ara tt Gal means both arabinose and galactose added at

similar rates to the KWE compositioni arabinose i galactose

= 12:88 in weight ratio.
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菌糸体重量が急激に増加した。すなわち,3%の添加濃度まではグルコースよりも菌糸体重

量は低かったが,添加濃度が5%以上になると菌糸体重量が急激に増加 した。KWEを 10,

15%添加した培地での菌糸体重量は,グルコース2%添加培地の3.2倍 (106.3mg/flask),

6.3倍 (211.7mg/flask)と なった。AG一 As培地では,AGの 添加濃度の増加にともな

って,菌糸体重量が漸増 した。しかし,添加濃度15%で もグルコース2%添加培地の1.2倍

(40。 lmg/flask)程度であった。Ara,Gal,Aratt Cal添加培地においても同様な傾向を示

し,それぞれの15%添加培地は1グルコース2%添加培地の約0.5倍にとどまった。これら

のことから,KWEは ヒラタケ菌糸体に炭素源として容易に資化され, しかもKWEの 資

化性は添加濃度が高 くなるにつれて良 くなり, これが急激な菌糸体重量の増加となって現

れたものと考えられる。これに対 してl AGや KWEの 構成単糖を添加 した培地では,K

WE添 加の場合に比べて菌糸体重量の増加は僅かであった。       フ

KWEの 添加による成長促進作用は,KWE― As培地よりKWE― AsG培 地の方が,

いずれの添加濃度においても大きかった。このことから,菌糸体成長に対してKWEと グ

ルコースは相乗的に作用していることが推察される。この点についてAsG培 地中のグル

コース濃度を0。 5,1,2,3%に 調整し:KWEの 添加量と菌糸体重量成長との関係を検討

した。その結果をFig.皿 -3に示す。グルコース添加濃度が2%ま では,グルコースとKW

Eのそれぞれの添加濃度が高 くなるに従って,菌糸体重量はKWE単 独の場合より著 しく

増加した。しかし,グルコース3%添加培地では,KWE添 加による促進作用を示すものの,

その効果の程度はKWEの 添加濃度が高 くなるほどグルコース1%,0.5%添加培地より,

さらにグルコース無添加培地よりも低 くなった。これらのことから,KWEと グルコース

とは菌糸体成長に相乗的に作用し,グルコース添加濃度は2%が最適濃度であることが明ら

かとなった。また,グルコース無添加培地においては,KWEを 5%以上添加したKWEの

高濃度域で菌糸体重量が急激に増加したが,グルコース添加培地では,KWE添 加濃度3%

以下のKWEの 低濃度域においても菌糸体重量の急激な増加が認められた。

Fig.Ⅲ -3の結果から,培地中のグルコースの存在によリヒラタケ菌の菌糸体成長に対す
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るKWEの 添加効果が著しくなることが明らかとなった。一方,Table皿 -1の結果より,

単糖類の種類によってヒラタケ菌糸体の成長が異なることが示されことから,グルコース

以外の単糖類ではKWEの 添加効果に差が生じることが考えられる。ヒラタケ菌糸体の成

長に対して単糖類の中でグルコースと同様に良好であったマンノース,中庸であったフラ

クトース,劣ったキシロース,ラ クトース,ガラクトースを供試し,AsG培 地のグルコ

ースを各々の供試単糖類に置き換えて (添加濃度,2%(W/V)),KWEの添加効果に及ぼ

す各単糖類の影響を検討した。その結果をFig.Ⅲ -41こ示す。いずれの単糖類においてもK

WEの添加濃度が高くなるに従い菌糸体重量は増大し,単糖の種類を問わずにKWE添 加

による成長促進作用が認められた。しかし,KWE添 加の促進効果は,単糖の種類によっ

て異なって現れ,グルコース,マ ンノースと資化性の高い単糖ではKWEの 添加効果も顕

著に現れ,ガラク トース,ラ ク トースと資化性の低い単糖ではKWE添 加の効果は低くな

って現れた。ただし,キ シロースは炭素源としての資化性は低いにもかかわらず,KWE

添加の促進効果は炭素源としての資化性が中庸なフラクトースよりも大きくなって現れた。

ウロン酸はシ/r夕 ヶ菌の菌糸体成長や子実体形成に促進作用を示すことが知られている

(池 ヶ谷ら,1993)。 KWEや AGに もウロン酸が合まれている (高畠・水本,1994)こ

とから,ウ ロン酸の添加濃度とヒラタケ菌糸体成長との関係を検討した。250～ 10000pp田濃

度のガラクツロン酸を添加した基本培地 (AsG培地 )で ヒラタケ菌糸体を培養し,菌糸

体重量を測定した結果をFig.Ⅲ -5に示す。ウロン酸の添加によリヒラタケ菌糸体の成長は

促進され,5000ppmま では添加濃度が高くなるに従い菌糸体重量は増加した。5000ppmの添

加で無添加培地の1.7倍 (56.4mg/flask)の菌糸体重量を示した。

KWEを 添加することによリヒラタケ菌糸体は著しく成長したが,菌糸体が吸収する炭

素源の由来を明らかにするために,培養濾液のグルコースおよび還元糖を定量し,培養前

後においてヒラタケ菌糸体によって吸収されたグルコースおよび還元糖の消費量を求めた。

その結果をFig.皿 -6に示す。

グルコースの消費量は,AGや KWEの 添加によって増大した。特に,AGよ りKWE
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を添加した培地で消費量が多くなった。KWE添 加培地では,添加濃度0。 5,1%で グルコ

ースが急激に消費され, さらに添加濃度を高くするとグルコースの消費量は漸増し,添加

濃度5%で 81.4mg/flaskと 最大値を示し,10%以上に添加すると70mg/flask前 後に漸減した。

AG添加培地において,AGの 添加濃度3%ま ででは,グルコースの消費量は徐々に増加し

て51.lmg/flaskと なり, さらに添加濃度を増加した場合,グルコースの消費量は僅かに減

少した。

還元糖の消費量に関しては,KWEを 添加した場合,添加濃度の増加にともなって還元糖

の消費が著しく増加した。KWE― AsG培 地では,KWEの 10%添加培地で無添加培地

(37.5mg/flask)の 8倍程度 (311.4mg/flask),15%添加培地では9倍程度 (351.4mg/fla

sk)と なった。As培地でもi KWEの添加濃度の増加にともなって還元糖の消費は急激

に増加した。すなわち,3%以下の低濃度のKWE添 加では還元糖の消費量の増加は緩やか

であったが,5%以上の添加では著しく増加した。AG― AsG培 地では,AGの 添加濃度

が3%ま では添加量とともに還元糖量の消費量は増加し,最大消費量 (99.Omg/flask)を示

した後,消費量は減少した。AG― As培地では,AGの 添加にともなって還元糖の消費

量は増加するものの,KWEを 添加した場合に比べてその消費量は少なく,添加濃度の増

加にともなってKWE― As培地との消費量の差は大きくなった。

ところで,AsG培 地中の炭素源はグルコースのみである。したがって,KWE― As

G培地の炭素源はグルコースとKWE中 の構成糖,主にAG(以 後・ KWE中 のAGを K

―AGと 略する。 )と なり]同様に,AG― AsG培 地の炭素源はグルコースとAGで あ

ることから,菌糸体によって消費された還元糖量とグルコース量の差は,KWE― AsG

培地ではK― AGの消費量,ま たAG― AsG培 地では添加したAGの消費量に相当する。

KWE― AsG培 地ではKWEの 添加濃度が2%以上では,グルコースの消費量は70～80

mg/flaskで あり,還元糖の消費量はKWEの 添加濃度の増加にともなって120～370mg/

flaskと なり,K― AGが急激に消費されたことが分かる。一方,AG― AsG培 地におい

て,AGの 添加濃度が3%以上ではグルコースの消費量は51.1～43.7皿g/flask,還 元糖の消
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費量は99.0～68.9mg/flaskで あることから,AGの K― AGの消費量に比べて明らかに少

量であった。また.KWE― As培地およびAG― As培地における戊素源はK― AGと

添加したAG単体だけであるので,還元糖の消費量は各々の培地におけるK― AGと AG

の消費量に相当すると考えられる。KWE― As培地におけるK一 AGの消費量はAG―

As培地におけるAGの消費量に比べて多 く,K― AGと AGと の消費量の差は,添加濃

度の増加にともなって大きくなった。

2.フ ェノール酸化酵素の産出

2,1 材料および方法

供試菌,カ ラマツ水抽出物,供試培地および菌糸体の培養条件に関しては,前節「カラ

マツ水抽出物の資化性」の1。 1材料および方法における記述と同様である。 .

(1)粗酵素液の調製

供試培地中の菌体外酵素活性の測定には,培養濾液をTokiⅢoto et al.,(1987),Ma―

tsumoto(1988)の 方法に準拠して透析した粗酵素液を用いた。すなわち,所定量の培養濾

液にその1/9容量の10mM酢酸緩衝液 (p H4.2)を 加えてよく混合し, この混合液をセル

ロースチューブ (和光純薬性 )にてlmM酢酸緩衝液 (p H4.2)で24時間透析したものを

粗酵素液とした。

(2)フ ェノール酸化酵素活性の測定

フェノール酸化酵素としてジフェノールオキシダーゼ・ ラッカーゼの各活性を既報

(Ohga,1992 b i Mastumoto,1988)に 準拠して測定した。ジフェノールオキシダーゼ,ラ

ッカーゼ活性は,それぞれL― ジヒド白キシフェエルアラニン (L― DOPA,和 光純薬

製 ),フ ェニレンジアミン (和光純薬製 )を基質とし,波長475nmお よび波長525nmの吸光

度を測定した。1分間当たりに吸光度を0,001増加させる酵素量を1酵素単位とした。
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2.2  結  果

KWEお よびAGの添加が, ヒラタケ菌糸体のフェノール酸化酵素の産出に及ぼす影響

を検討した。すなわち,KWE― AsG培 地,KWE― As培地,AG― AsG培 地およ

びAG― As培地でヒラタケ菌糸体を24°C,10日 間培養した後,培養濾液のジフェノール

オキシダーゼ (DPO),ラ ッカーゼ の活性を測定した。その結果をFig.m-7～ 8に示す。

DPOお よびラッカーゼ活性は,KWE― AsG培 地およびKWE― As培地において,

ともにKWEの 添加濃度が高くなるに従い著しく増大した。AG― AsG培 地およびAG

―As培地では,AGの 添加量が増大しても,両酵素の活性は僅かに増加しただけで:そ

の活性もKWE添 加培地に比べて非常に低かった。KWE添 加培地とAG添加培地におけ

る両酵素活性の差は,添加濃度が高くなるにしたがって大きくなり,10%以上の添加濃度

では,KWE添 加培地のDPO,ラ ッカーゼ活性は,それぞれAG添加培地の4.5～6.7倍 ,

16～26倍となった。

3.多糖分解酵素の産出

3.1 材料および方法

供試菌,カ ラマツ水抽出物,供試培地および菌糸体の培養条件に関しては,1節「カラマ

ツ水抽出物の資化性」の1.1材料および方法における記述と同様である。また,粗酵素液の

調製に関しては前節「フェノール酸化酵素の産出」の2.1材料および方法の記述と同様であ

る。

(1)多糖分解酵素の測定

多糖分解酵素としてβ―グルコシダーゼ,セルラーゼおよびアラビノガラクタナーゼ

(AGase)の 各活性を既報 (Ohga,1992 b i Mastumoto,1988)に 準拠して測定した。

β―グルコシダーゼは, p― ニ トロフェニルーβ―D―グルコピラノシド(Sigma社製 )

を基質とし,遊離したp―ニ トロフェノールを波長400nmの吸光度で測定した。1分間にlμ

皿01の p一 ニ トロフェノールを遊離する酵素量を1酵素単位とした。
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セルラーゼ,AGase活 性は,それぞれカルボキシメチルセルロース (CMC一 Na,

和光純薬製 ),AG(Sigma社製,minimum98%(TLC))を基質とし,生成された還元糖を

Somogyi一 Nelson法 (SomO―gyi,1952)で 定量した。l分間にグルコース換算でl μ mOlの 還元

糖を遊離する酵素量を1酵素単位とした。

3.2  結  果

KWEお よびAGの添加が1 ヒラタケ菌糸体の多糖分解酵素の産出に及ぼす影響を検討

した。すなわち,KWE一 AsG培 地,KWE― As培地,AG― AsG培 地およびAG

―As培地でヒラタケ菌糸体を24°C,10日 間培養 した後,培養濾液のβ―グルコシダーゼ,

セルラーゼおよびアラビノガラクタナーゼ (AGase)の 各活性の活性を測定した。そ

の結果をFig.Ш -9～10に示す。

β―グルコンダーゼ 活性に関しては,KWE― AsG培 地において,KWEの 添加濃度

が5%ま では,添加量の増大 とともに活性が急激に増加し:それ以上の添加量では,活性の

増加は緩やかであった。これに対 してAG― AsG培 地では,添加濃度を変えても活性は,

ほとんど認められなかった。KWE― As培地およびAG― As培地においても,それぞ

れKWE― AsG培 地,AG― AsG培 地とほぼ同様の傾向が認められた (Fig.皿 -9)。

セルラーゼおよびAGase活 性は,KWE― AsG培 地,KWE― As培地ともにK

WEの 添加濃度の増加にともない両酵素の活性が増加した。これに対 してAG一 AsG培

地,AG― As培地では,AGの 添加濃度が増加するに従いi両酵素の活性は僅かに増加

するもののi KWE添加培地に比べて非常に低い活性を示 した。KWEと AGを それぞれ

添加した培地のセルラーゼ,AGase活 性の差は,添加濃度が高 くなるに従って大きく

なり,添加濃度15%では,KWE添 加培地のセルラーゼ,AGase活 性は,AG添 加培

地のそれらの6,2～6.5倍 (セルラーゼ活性 ),8.1～ 9.2倍 (AGase活 性 )と なった

(Fig.皿 -10)。
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4` 考  察

ヒラタケ菌の菌糸体成長に対する炭素源としてマンノース,グルコース,可溶性デンプ

ンは資化性が高く,ア ラビノース・ガラク トース,ラ ク トースは利用し難いことが示され

た (Tableュ ー1)。 このような結果は]ヒ ラタケ菌糸体成長の栄養環境を検討したHash―

imoto et al.・ (1974)の結果と同様な傾向を示した。グルコースの資化性が高く,そ し

て,ア ラビノース,ガラク トース,ラ ク トースのいずれかが低い資化性を示すことが,シ

イタケ (Ishikawa,1967),エ ノキタケ (北本ら,1985),ナ メコ (早川・吉村,1991),

ヤナギマツタケ (木内,1985),マ イタケ (松本・大平,1982),ブナシメジ (寺下ら,

1995)と 現在生産されている主要な食用担子菌において報告されている。このことから,

ヒラタケ菌の炭素源の資化性は,他の食用担子菌とほぼ同様な傾向を示すと考えられる。

基本培地 (AsG培地 )お よび基本培地よリグルコースを除いたAs培地にKWE,A

GおよびKWE構 成単糖を添加したところ,KWEを 添加した培地ではKWEを 添加する

に従い, ヒラタケ菌糸体は成長促進を示し,特に5%以上の高濃度の添加では顕著に成長し

た。AGや KWE構 成単糖ではKWE添 加のような著しい促進作用を示さなかった (Fig.

Ⅲ-1,2)。 したがってKWEの ヒラタケ菌糸体成長に対する促進作用は,AGや KWE

の構成単糖とは異なる成分の関与が示唆された。

ウロン酸はシイタケ菌の菌糸体成長や子実体形成に促進作用を示すことが報告されてい

る (池 ヶ谷ら,1993)が ,本研究において1 ヒラタケ菌の菌糸体成長にも促進作用を示す

ことが明らかとなり,最適濃度はAsG培 地では5000pp皿付近で,無添加培地の1.7倍の菌

糸体重量を示した (Fig.Ⅲ -5)。 KWEや AGに もウロン酸が合まれており,その合有率

は0。 7～0.8%であった。KWE,AGを 15%濃度で添加した場合,1000～ 1200ppmの ウロン

酸が含まれていることとなる。AsG培 地にKWEを 10～15%濃度で添加した場合, ヒラ

タケ菌糸体重量は無添加培地の9倍前後となり,AGを 10～15%濃度で添加した場合,無添

加培地の1.8倍前後となった (Fig.皿 -1)。 KWE添 加効果とウロン酸添加効果には大き

な隔たりがあり]KWE中 のウロン酸はKWE添 加の著しい促進作用の一助にはなってい
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るが,主たる要因であるとは考え難い。一方,AG添 加とウロン酸添加の促進作用はその

添加濃度と促進効果が符合することから,AG添 加効果の主たる要因はAG中のウロン酸

に起因する可能性が高いと考えられる。

AsG培 地,As培 地の両培地における,KWE,AGの 添加によるヒラタケ菌の還元

糖消費量の変化は,菌糸体重量の変化とよく似た傾向を示した (Fig.皿 -1,2,6)。 この

ことは,還元糖の消費量は菌糸体成長と関連 しており,菌糸体に消費された還元糖は新た

な菌糸体の形成と代謝に利用されたことを反映していると考えられる。

本研究では培養10日 目において,KWE添 加濃度の増加とともに,菌糸体重量が顕者に

増加し,フ ェノール酸化酵素と多糖分解酵素の産出が著 しく活発になった。 Leathamの 合

成培地でシイタケ菌を培養 した場合,接種後の培養経過とともに菌糸体重量が増加し,フ

ェノール酸化酵素と多糖分解酵素の活性も高 くなること (Leatham,1985),,ま た,P′θロー

rοιμd Mブοr―θガ/1P,P,9r/4g声の菌糸体からのプロトプラス トの再生菌で,ラ ッカーゼ欠

損株は親株に比べて菌糸体成長速度が著 しく遅 くなること (Eguchi et al.,1994)が報告

されている。これらのことから,きのこ菌糸体の成育とフェノール酸化酵素,多糖分解酵

素の産出とは密接な関連性のあることが推察される。

DPO,ラ ッカーゼはフェノール類を酸化し, β―グルコシダーゼはフェノール類と糖

とのグルコン ド結合を分解する酵素である。いずれも基質により誘導される酵素であるこ

とからl KWE添加培地においてこれらの酵素活性が著 しく増加 したことは,KWE中 の

フェノール性成分が関与していると考えられる。

カラマツ材中の水溶性フェノール性成分の主要なものはタキシフォリンである。さらに,

カツラニン,ケルセチン,ケ ンフェロールなども少量共存してお り, これらのフラボノイ

ド類以外には リグナン類の存在が確認されている (笹谷 ら11980;笹谷,1987)。 カラマ

ツ材中のフラボノイ ド類は熱水可溶部より単離されており (出町ら,1968), これ らのフ

ェノール性成分がKWE中 には,0.5%程度合まれている (高畠・水本,1994)。 したがっ

てKWE中 の主要なフェノール性成分もタキシフォリンを主体としたフラボノイ ド類であ
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る可能性が高い。ところが,タ キシフォリンやケルセチン箸のフラボノイ ド類やリグナン

類には担子菌の菌糸体成育に対して阻害作用のあることが知られている (善本,1983)。

したがって,KWE中 のフェノール性成分が単独でヒラタケ菌の成育を促進させたり,フ

ェノール酸化酵素や多糖分解酵素の産出を促したとは考え難い。また,KWE中 のAG

(K― AG)は ,KWEの 添加濃度が高くなるに従い]ヒ ラタケ菌糸体に著しく資化され

て菌糸体成長の促進作用に寄与したのに対し,AG単 体の添加培地ではAGの資化性が低

く!菌糸体成長に顕著な促進作用が認められず,KWE:AG添 加培地におけるセルラー

ゼ,AGaseの 産出状況と符合する結果となった。これらのことから,KWE中 のフェ

ノール性成分とAGが混在した状態,あ るいはそれらが結合した状態において始めて, ヒ

ラタケ菌糸体成育の急激な促進およびフェノール酸化酵素や多糖分解酵素の顕著な産出が

もたらされるものと推察される。

植物ホルモン214-ジ クロロフェノキシ酢酸は,10ppmの 添加でカワラタケ菌の菌糸体成

長を高め,酵素生産を活性化させることが報告されている (Tsujiyama et al.,1993)。

しかし,本研究のKWEは 5～15%の多量の添加によって菌体外酵素の産出が活発となり,

K― AGが資化されて菌糸体成長が顕著に促進されたことから,KWEは ヒラタケ菌に対

して炭素源としての栄養源の作用を有していると推察される。

5. 結  論

ヒラタケ菌によるカラマツ水抽出物 (KWE)の 資化性およびヒラタケ菌の菌体外酵素

の産出に及ぼすKWEの 影響について検討した。アスパラギン培地 (As培地 )およびア

スパラギン・グルコース培地 (AsG培地 )と も,KWEを 添加した場合,添加濃度が高

くなるに伴って菌糸体の重量は著しく増加した。しかし,KWEの 主要構成成分であるア

ラビノガラクタン (AG)やKWEの 構成単糖類を単独で添加した場合には,KWEの 様

な成長促進作用は認められなかった。一方,KWEと グルコースの両者を同時に添加した

場合には,KWEの みを添加した場合より著しい成長促進作用があり,KWEと グルコー
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スには相乗的な作用が認められた。KWE添 加培地では,AG添 加培地に比べてグルコー

ス,還元糖の消費量が多かった。したがってl KWE中 のAG(K― AG)は ,AG単 体

の場合よりも資化されやすく, このことはAG添加培地に比べてKWE添 加培地で菌糸体

重量が著しく増加したことに寄与していると考えられる。KWE添 加培地では,添加濃度

の増加にともなってフェノール酸化酵素の産出が著しくなり,多糖分解酵素の産出も著し

くなった。しかし,AG添 加培地では,そのような酵素活性の増加は認められなかった。

これらのことからi KWEの ヒラタケ菌糸体成長に対する促進作用は,KWEの 構成単

糖やAGに よって生じるのではなく,KWE中 のフェノール性分が関与しており,AGと

フェノール性成分が混在,あ るいは,結合していることによって生じることが推察される。

また,KWEの 促進効果は,5～15%の多量の添加濃度で顕著となり,K― AGの資化性が

高くなることから,KWEは ヒラタケ菌に対して炭素源としての栄養源の作用を有してい

ると考えられる。
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第Ⅳ章 カラマツ水抽出物によるヒラタケ菌の菌糸体成長と

菌体外酵素活性の経時変化との関係

カラマツ水抽出物は,有用な食用担子菌の菌糸体成長に促進作用を示し,特に, ヒラタ

ケ菌に対して顕著であった。カラマツ水抽出物の主要構成成分はアラビノガラクタン (A

G)で あり,カ ラマツ水抽出物中に90%以上含まれている。しかし,AG単 体やカラマツ

水抽出物の構成単糖ではヒラタケ菌糸体成長に促進作用を示すことがなく,カ ラマツ水抽

出物中のAG,即 ちAGと フェノール性成分が結合あるいは混在した状態のAGは ,AG

単体よりも資化性が高く, さらにカラマツ水抽出物を添加した培地では菌体外酵素のフェ

ノール酸化酵素,多糖分解酵素の産出が活発であった。

きのこ栽培過程における菌糸体の栄養要求性と菌体外酵素活性の変化とは密接な関係が

ある。例えば,シイタケ菌の栄養成長や子実体形成において, リグニン前駆物質のフェノ

ール化合物やウロン酸は,菌体外のセルラーゼ,ラ ッカーゼ,グルタミン酸脱水素酵素の

各活性に変動をもたらすことが報告されている (河村ら,1983i池 ヶ谷ら,1988,1998,

1994)。 このことから,カ ラマツ水抽出物はヒラタケ菌糸体の成育過程で菌体外酵素の産

出動向に影響を及ばしている可能性がある。

そこで木章では,カ ラマツ水抽出物およびAG単体を添加した培地でヒラタケ菌糸体を

培養し,培養10日 目までの初期成長時での菌糸体重量と菌体外酵素活性の経時変化を沢1定

し,カ ラマツ水抽出物添加培地におけるヒラタケ菌の初期成長と菌体外酵素産出との関連

性について検討した (高畠ら,1996)。

1.菌糸体成長の変化

1.1 材料および方法

(1)供試菌およびカラマツ水抽出物の調製

供試菌には当センターに保存されているヒラタケ P′θμrοι口δ Ostrθβιμ5(」acq.:Fr.)

Kummer P o-03菌 株を用い,供試菌をMYA培 地で24°Cにて6日 間平面培養し,コ ルク
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ボーラーで直径5mmに打ち抜いたディスクを接種源とした。カラマツ水抽出物は,シベリア

産カラマツ (とβr′χ sP.)の製材鋸屑を水抽出し,抽出液を減圧濃縮後,乾燥して粉末状に

調製した (以下,KWEと 略する。 )。

(2)菌糸体の培養および菌糸体重量の測定

基本培地にはアスパラギン・グルコース培地 (AsG培地 )を用い:基本培地にKWE

あるいはアラビノガラクタン (Sigma社製, minimum98%(TLC)iAG)を 15%(W/V)

添加し,lN― HCと でp H5.5に調整して供試培地とした。供試培地20mlを 100ml容三角フ

ラスコに分注して滅菌し,供試菌を接種した。暗所にて24°Cで静置培養を行い,所定期間

培養後,菌糸体を濾別,洗浄して乾燥重量を沢1定した。

1.2  結  果

KWE,AG添 加培地および基本培地における培養10日 目までのヒラタ劣菌の菌糸体重

量の変化をFig.Ⅳ -1に示す。KWE添 加培地における菌糸体重量は培養4日 目まで緩やか

な増加を示し:その後,急激に増加して培養8日 日で110mg/flask,10日 日で316皿g/flaskと

なった。一方,AG添 加培地および基本培地では,菌糸体は培養3日 目までほとんど成長せ

ず,培養4日 日以降より僅かに成長し始め,10日 日で各 4々1皿g/flask,31mg/flaskと なった。

このように,KWE添 加培地での菌糸体成長はAG添加培地,基本培地に比べて終始良好

であり,KWEの 有無による培地間の菌糸体童量の差は,培養4日 日以降において著しく大

きくなった。

2.フ ェノール酸化酵素の経時変化

2.1 材料および方法

供試菌株,供試培地および菌糸体の培養は,前節「菌糸体成長の変化」の記述した通り

である。粗酵素液は,培養濾液をセルロースチューブ (和光純薬製 )に よって,lmM酢酸

緩衝液 (p H4.2)で24時間透析して調製した。フェノール酸化酵素としてラッカーゼ,ジ

フェノールオキンダーゼ (DPO)を 既報 (Ohga,1992 b i Matsumoto,1988)に 準拠して
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測定した。ラッカーゼ,DPO活 性は,それぞれフェニレンジアミン (和光純薬 ),L一

ジヒドロキシフェニルアラニン (L― DOPA,和 光純薬製 )を基質とし,波長525nmお よ

び475nmの吸光度を測定し,1分問当たりに吸光度を0.001増加させる酵素量を1酵素単位と

した。

2.2  結  果

KWE,AG添 加培地および基本培地における培養10日 目までのラッカーゼ活性の経時

変化を測定した。その結果をFig.Ⅳ -2に示す。KWE添 加培地において,ラ ッカーゼ活性

は,培養1日 日において既に認められ,その後,培養経過とともに著しく高くなった。AG

添加培地,基本培地では,培養2日 目に活性が微かに認められたが,その後,培養日数が経

過しても低い活性のままで推移した。KWE添 加培地では,ラ ッカーゼ活性が培養1日 目に

て認められたので,培養24時間以内の活性の経時変化,すなわち培養1,3,フ 6,12,24時 間

における活性を沢1定した。その結果をFig.Ⅳ -3に示す。KWE添 加培地では,活性は培養

1時間後で認められ,その後,培養時間の経過とともに高くなった。AG添加培地や基本培

地では,培養24時間以内において,活性は認められなかった。

KWEI AG添 加培地および基本培地における培養10日 目までのDPO活 性の経時変化

を測定した。その結果をFig.Ⅳ -4に示す。KWE添 加培地では,活性は培養1日 目で5un―

its以上を示し,その後,培養日数の経過とともに漸増した。AG添加培地,基本培地では,

活性は培養4日 目にて微かに認められたが,その後,培養日数が経過しても非常に低い状態

のままで推移した。KWE添 加培地では,培養1日 目において,すでにDPO活 性が認めら

れたので,ラ ッカーゼの場合と同様に培養24時間以内のDPO活 性の経時変化を測定した。

その結果をFig.Ⅳ -5に示す。KWE添 加培地では,活性は培養1時間後に既に認められ ,

その後,培養経過とともに高くなった。AG添加培地や基本培地では,培養24時間以内に

おいて活性は認められなかった。

このようにKWE添 加培地では,培養後1時間でラッカーゼ,DPOの 活性が認められた

ことから,フ ェノール酸化酵素はヒラタケ菌を接種した後に直ちに誘導され,培養経過と
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ともに著しく産出されたと考えられる。

3.多糖分解酵素の経時変化

3.1 材料および方法

供試菌株]供試培地および菌糸体の培養は1節「菌糸体成長の変化」,粗酵素液の調製は

前節「フェノール酸化酵素の経時変化」の記述した通りである。多糖分解酵素として, β

―グルコシダーゼ,セルラーゼおよびアラビノガラクタナーゼ (AGase)の 各活性を

既報 (Ohga,1992 b i MastuⅢ oto,1988)に 準拠して測定した。β―グルコシダーゼは,p

―ニ トロフェニルーβ一D―グルコピラノシド(Sigma社製 )を基質とし,遊離したp― ニ ト

ロフェノールを波長400nmの吸光度で測定した。1分間にl μ molの p一 ニ トロフェノールを

遊離する酵素量を1酵素単位とした。セルラーゼ,AGase活 性は,それぞれカルボキシ

メチルセルロース (CMC一Na,和 光純薬製 ),AG(Sigma社製,minimum98%(TLC))

を基質とし,生成された還元糖をSomOgyi一Nelson法 (SomOgyit 1952)で定量した。1分間

にグルコース換算でl μ mOlの還元糖を遊離する酵素量を1酵素単位とした。

3.2  結  果

KWE,AG添 加培地および基本培地における培養10日 目までのβ―グルコシダーゼ】

セルラーゼ ,AGaseの 経時変化を測定した。その結果をFig.Ⅳ -6～8に示す。

β―グルコンダーゼ活性に関して,KWE添 加培地では,活性は培養6日 目で認められ ,

その後,培養日数の経過とともに急激に高くなった。AG添加培地および基本培地では,

活性は培養8日 日で認められ.その後,10日 目に向けて僅かに高くなったが,KWE添 加培

地に比べて非常に低い活性であった (Fig.Ⅳ -6)。

セルラーゼ活性に関して,KWE添 加培地では,活性は培養4日 日で認められ,その後 ,

培養日数の経過とともに著しく高くなった。AG添加培地および基本培地では培養10日 目

で活性が認められたが,KWE添 加培地に比べて非常に低い活性であった (Fig.Ⅳ -7)。

AGase活 性に関して,KWE添 加培地では,活性は培養4日 目で認められ,その後 ,
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培養日数の経過とともに高くなった。AG添加培地および基本培地では培養10日 目で活性

が認められたが,KWE添 加培地に比べて非常に低い活性であった (Fig.Ⅳ -8)。

KWE添 加培地におけるβ―グルコシダーゼ,セルラーゼ ,AGaseの 多糖分解酵素

は,フ ェノール酸化酵素が充分に産出された後の培養4～6日 日以降で確認され,その後 ,

培養経過にともなって活性は著しく高くなった。これに対してAG添加培地や基本培地で

は,フ ェノール酸化酵素と同様に多糖分解酵素においても,KWE添 加培地に比べて誘導

時期が遅く,非常に低い活性で推移した。

4.考  察

ヒラタケ菌の菌糸体成長に関して,KWE添加培地では培養4日 目まで緩やかに成長し,

4日 日以降で急激に成長し始めたことから,培養4日 目までが菌糸体成長の誘導期であり,

4日 日以降に対数増殖期に入ったと考えられる。一方,AG添加培地や基本培地では培養

10日 目まで緩やかな成長を示し, この培養期間は誘導期に相当すると考えられる (Fig.Ⅳ

-1)。

菌糸体の栄養成長とともにラッカーゼ活性が高くなることが,キ コブタケ 肋θ′r liβ口s

尭即力r力S(SZklarz et al.,1989)・ カワラタケ 良どデο力δ79rSゴθο′οr(Szklarz et

al.,1989), ックリタケ И▼ruicps brsPOrps(Wood,1980)i シイタケ とθηιゴЛμd

θ力」es(池ヶ谷ら,1993,Ohga,1992 b i LeathaⅢ  o Stahmanni 1981), スエヒロタケ

髭炉zDpb/′ ′LrT C02″ Lrpθ (Leonard・ Phillips,1973)と 数多くの担子菌で報告されてい

る。食用担子菌であるヒラタケ菌を供試した本研究において,KWE添 加培地では培養経

過とともに菌糸休重量は著しく増加し,ラ ッカーゼ活性も顕著に高くなった。一方,AG

添加培地や基本培地では,培養日数が経過しても菌糸体重量はさほど増加せず,ラ ッカー

ゼ活性も低い状態で推移した。このように本研究のヒラタケ菌の場合も, これまでに報告

されている担子菌の場合と同様に菌糸体重量とラッカーゼ活性の経時変化は相似した傾向

を示した。
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また,フ ェノール酸化酵素のDPO,多 糖分解酵素のβ―グルコシダーゼ,セルラーゼ〕

AGaseの 菌体外酵素は,産出される時期が供試培地に応じて異なるが,菌糸体重量が

増加するに従い,各々の酵素活性も高くなり,ラ ッカーゼ同様に菌糸体重量成長と運動す

る傾向が認められた。

ところでi培養10日 間でKWE添 加培地では菌糸体成長が誘導期から対数増殖期へと移

行した。これに対してAG添加培地や基本培地では,菌糸体成長は誘導期のままであった。

したがって,KWE添 加培地においてAG添加培地や基本培地と比較して菌体外酵素活性

が高いのは: ヒラタケ菌の成育ステージの相違による菌糸体重量の差によって生じている

とすれば,AG添 加培地や基本培地においても菌糸体成長が対数期に入ると,KWE添 加

培地と同様に菌体外酵素が活発に産出されることが予想される。しかし,KWE添 加培地

において菌体外酵素活性が著しく高くなるのは,培養初期時にKWEを 資化する上で特異

的に菌体外酵素を産出することにより生じていると推察することもできる。そこで,KW

E添加培地における初期成長時のヒラタケ菌の菌糸体成長と菌体外酵素活性との関連性を

検討するために,KWE,AG添 加培地および基本培地と各供試培地ごとに菌糸体乾燥重

量当たりの酵素活性,即ちラッカーゼ ,DPO,セ ルラーゼ ,AGaseの 比活性

(units/ml・ mg)の経時変化を求めた。その結果をFig.Ⅳ -9～11に示す。

KWE添 加培地において,ラ ッカーゼは培養1日 目に認められ,培養経過とともに上昇し

て4日 目に最大となり]その後,急激に低下して10日 日には4日 日の1/4以下となった。DP

Oは ,培養1日 目が最大となり,その後!培養日数が経過するにつれて急激に低下した。セ

ルラーゼ,AGaseは 培養4日 目より認められ,セルラーゼは8日 目まで上昇して最大と

なり,AGaseは 4日 目が最大となり,その後低下した (Fig.Ⅳ -9)。

このようにKWE添 加培地ではiラ ッカーゼ,DPOの フェノール酸化酵素は培養開始

後,直ちに産出され,菌糸体が緩やかな成長を示す初期成長時に著しく産出し,菌糸体成

長が顕著になるに従い急激に低下する傾向を示した。一方,多糖分解酵素の活性はi菌糸

体成長が旺盛になり始めた培養4日 日以降で認められた。これらのことは,フ ェノール酸化
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酵素がKWEを 構成するフェノール性成分の領域により培養開始後直ちに誘導され,培養

1～4日 目の菌糸体成長の誘導期に著しく産出され,その後KWE中 のAG等の多糖成分の

領域を分解・資化するために多糖分解酵素が顕著に産出されたことを示唆している。ヒラ

タケ菌がKWEを 構成するAGを効率的に分解・吸収して資化するには,できるだけ早期

に多量の多糖分解酵素を産出することが求められる。したがって,多糖分解酵素はフェノ

ール酸化酵素と同時に,あ るいはフェノール酸化酵素に先立って産出する方が,フ ェノー

ル酸化酵素を産出した後に産出する場合より,KWE中 のAGを効率的に資化できるはず

である。しかし,KWE添 加培地では,フ ェノール酸化酵素が多糖分解酵素に先立って顕

著に産出されており, このことは,多糖分解酵素を産出するための欠くことの出来ない過

程であり,KWEを 構成するAGを資化して成長する場合のヒラタケ菌の生理特性である

ことを示唆している。                        フ

AG添加培地および基本培地において,ラ ッカーゼ,DPOは ,培養2日 目ないし4日 目

に微かに認めれ,培養日数が経過しても非常に低い活性のままで推移した。また.セルラ

ーゼ,AGaseは ,培養8日 目まで認められず,10日 目に認められた。このようにAG添

加培地と基本培地における菌体外酵素の産出動向は,極めて類似した傾向を示したが,K

WE添加培地とは著しく異なる動向を示した (Fig.Ⅲ -10,11)。

AG添加培地や基本培地においても,培養期間が経過するにつれて,菌糸体重量が増加

してフェノール酸化酵素の産出量が微かに増加する傾向が認められた (Fig.皿 -1～2,4)。

また,培養10日 目までは,AG添 加培地i基本培地ともに菌糸体成長の誘導期に相当する

ことから,培養10日 日以降で誘導期から対数増殖期に入ることによって菌糸体重量が増加

してフェノール酸化酵素の産出量も増大することが推測される。したがって,菌糸体重量

の増加にともなってフェノール酸化酵素の産出量が多くなる点に関して,KWE添 加培地

と同様な傾向を示した。しかし,菌体外酵素の比活性に関して,KWE添 加培地とAG添

加培地・基本培地を比較した場合,KWE添 加培地では,培養1～24時間後の菌糸体の成長

開始期に既にフェノール酸化酵素が産出され,著 しく高い比活性を示した。一方,AG添
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加培地や基本培地では,菌糸体の成長開始期におけるフェノール酸化酵素の比活性は極め

て低い状態であった。これらのことから,菌糸体の成長開始期に示されるKWE添 加培地

におけるフェノール酸化酵素の著しく高い比活性は, ヒラタケ菌に対してKWEを 構成す

るフェノール性成分がフェノール酸化酵素の誘導物質として直接関与したことを示唆して

おり, ヒラタケ菌に対するフェノール酸化酵素の誘導はKWEの 特性であると考えられる。

培養過程において菌糸体の蔓延とともにフェノール酸化酵素が産出され,その後,子実

体原基形成,子実体形成へと成長段階が進展するにつれて,フ ェノール酸化酵素の活性が

低下し,多糖分解酵素の活性が高くなることが, これまでにシイタケ (池 ヶ谷ら,1993i

Ohga,1992 b i Matsumotoi 1988;石 )||ら ,1983;Tokimoto et al.,1987), ヒラタケ

(岩原ら,1981),ブナシメジ (天野ら,1992), ツクリタケ (Wood・ Goodenough,1977)

等の多数の食用担子菌で知られている。これらの食用担子菌の子実体形成前後に示す酵素

産出の動向とKWE添 加培地でのヒラタケ菌の初期成長時における酵素産出の動向は類似

した傾向を示した。エノキタケでは,栄養菌糸体中のグルコースの大部分が トレハロース

に代謝されて子実体に転流することが推沢1さ れている (Kitamoto・ Gruen,1976)。 子実体

形成時に多糖分解酵素の活性が高くなるのは,栄養菌糸体から菌糸体に配向性のある子実

体に分化するため,呼吸代謝が激しくなることにより多量の炭素源の確保が必要となるた

めであると考えられる。KWE添 加培地で多糖分解酵素の活性が高くなるのは,KWEを

構成するAGを分解・資化して栄養菌糸体が成長するためであると考えられる。子実体形

成時の代謝には,外界!栄養菌糸体,子実体ゐ三者が相互に関与しているのに対し,栄養

成長時の代謝には,外界と栄養菌糸体が相互に関与しているだけであり]子実体形成の代

謝は,栄養成長時に比べて,よ り複雑な代謝経路に基づいていると考えられる。したがっ

て,KWE添 加培地においてヒラタケ菌が初期成長時に示す酵素産出の動向と食用担子菌

が子実体形成期の前後で示す酵素産出の動向は,それぞれ異なる代謝経路より生じている

可能性が強い。

また,シイタケ菌の木材細胞壁の分解において, リグニン成分が優先的に除去され,二
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次壁の分解途上でセルロースミクロフィブリルが露出し,腐朽の進展にともないセルロー

ス領域が分解されることが形態的に観察されることから,シイタケ菌は木材細胞壁を分解

する際に,先ずリグニン分解酵素を産出し,その後セルロース分解酵素を産出するものと

推察されている (Ohira et al.,1992 i Tsuneda et al,1989;林原ら,1983)。 このこと

からi ヒラタケ菌と同様の自色腐朽菌であるシイタケ菌が木材細胞壁を腐朽する過程で分

泌するリグニン分解酵素と多糖分解酵素の産出順序とヒラタケ菌がKWE添 加培地でKW

Eを構成するAGを資化する過程で分泌するフェノール酸化酵素と多糖分解酵素の産出順

序は,断片的に符合する傾向を示した。

シイタケ]ヒ ラタケ等の白色腐朽菌の子実体は,通常では枯死した広菜樹幹木から発生

しており,基質となる樹木は高分子多糖類のセルロース,ヘ ミセルロースとフェニルプロ

パンが構成単位であるリグニンの複合体で構成されている。自然界において木部組織の分

解は主に担子菌類が担っており,他の真菌類では分解しがたい木部組織を担子菌類である

白色腐朽菌が基質として利用している。白色腐朽菌が,腐朽進展する過程でリグニンを選

択的に,あ るいはリグニンとセルロースを同時に資化するために, リグニン分解酵素を先

に産出し,次いで多糖分解酵素を産出する傾向は,自色腐朽菌が自然界で他の微生物と競

合せずに成長する上で理にかなった酵素産出動向であり, このことは白色腐朽菌の特性と

して見なすことができる。仮に,自色腐朽菌には栄養成長する上で,必ずフェノール酸化

酵素 (リ グニン分解酵素 )を まず産出し,そのフェノール酸化酵素の産出に基づいて多糖

分解酵素を産出する生理的な特性が備わっているとすれば,KWEは 白色腐朽菌が有する

酵素産出の特性を誘導し,強調する役割をも果たしていると考えることができる。しかし,

この点に関しては今後KWEの 構造を明らかにすることにより検討していく必要がある。

5.結  論

カラマツ水抽出物 (KWE),ア ラビノガラクタン (AG)を 添加した基本培地 (ア ス

パラギン・グルコース培地 )で ヒラタケ菌糸体を培養し,初期成長時での菌糸体重量と菌
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体外酵素活性を測定し,それらの関連性を検討した。KWE添 加培地では,培養1～4日 目

が菌糸体成長の誘導期となり,4日 日以降対数増殖期を示した。AG添加培地や基本培地で

は,培養10日 目まで誘導期のままであった。ヒラタケ菌糸体の重量成長が増加するに従い,

フェノール酸化酵素,多糖分解酵素の菌体外酵素は活発に産出される傾向を示し,菌糸体

重量が顕著に増加したKWE添 加培地では,AG添 加培地や基本培地に比べて菌体外酵素

の産出が顕著であった。特に,フ ェノール酸化酵素は培養1時間後に認められ,菌糸体の培

養開始後直ちに産出されるものと推察された。

ヒラタケ菌がKWEを 分解・資化するために菌体外酵素を特異的に産出しているのか否

かを明らかにするために,菌糸体重量当たりの酵素活性 (比活性 )の経時変化を検討した。

KWE添 加培地では,フ ェノール酸化酵素は菌糸体成長が緩やかな培養1～4日 目で最大と

なり,その後急激に低下した。多糖分解酵素はフェノール酸化酵素が充分に産出された後

に認められ,菌糸体成長の旺盛な時期に高くなった。AG添加培地や基本培地ではKWE

添加培地でのような酵素産出の動向を示さず,いずれの酵素も低 く推移した。これらのこ

とから, ヒラタケ菌はKWEの フェノール性成分の領域によリフェノール酸化酵素が培養

開始後直ちに誘導されて産出が著しくなり,その後,KWE中 の多糖成分の領域を分解し,

資化するものと推察される。

KWE添 加培地におけるヒラタケ菌のフェノール酸化酵素と多糖分解酵素の産出動向は,

ヒラタケ菌と同様の白色腐朽菌であるシイタケ菌による木材細胞壁の腐朽形態と符合する

ものであり,白色腐朽菌の栄養成長時の成長特性と関連性があるものと推察される。
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第 V草 カラマツ水抽出物のヒラタケ栽培への利用

シイタケにおいて,ホダ木や菌床培地内の菌休量が多くなるに従い,子実体の発生量が

多くなることが知られている (Tokimoto・ Fukuda,1981 1 0hga,1990a)。 これまでに,

カラマツ水抽出物はヒラタケ,エノキタケ,ヤナギマツタケ,シイタケ,ナメコ,マイタ

ケと主要な食用担子菌の菌糸体成長に促進作用を示すことを明らかにした。このことから,

カラマツ水抽出物を添加することにより菌糸体重量の増加を促し,子実体収量の増加を見

込むことが可能である。しかし,担子菌類では菌糸体蔓延の栄養成長から子実体原基形成 ,

子実体形成の生殖成長へと進展するには,光照射,低温処理,冠水処理等の物理的刺激が

必要であり,シイタケ (Ishikawa,1967;Matsumoto・ Kitamoto,1987 i Leatham o Stahm―

ann,1987 i Song・ Cho,1991),エ ノキタケ (Kinugawa・ Furukawa,1965),P′ θprοιws

r′οrゴどβ(Egar, 1970), ウシグソヒトヨタケ  jttrカロsc」ηθrθ口s (Mor ttoto・ Oda, 19

73)等 ,多数の菌種で報告されている。また,栄養成長と生殖成長では栄養生理的な特性

が異なることが,スエヒロタケ (大山ら,1976),シ イタケ (Ishikawa,1967;Tokimoto

・Kawai,1975),エ ノキタケ (北本ら,1985),ア ミスギタケ 拘ゴ〃οrps prじp′βrrps

(北本ら,1978,1980)で 報告されている。したがって,カ ラマツ水抽出物はヒラタケ菌

に対して培養初期の菌糸体成長に顕著な促進作用を示すが,成育ステージの異なる培養後

期の子実体形成に対しても同様な促進作用を示すとは限らない。そこで本章では,鋸屑・

米ぬか培地にカラマツ水抽出物を添加してヒラタケのビン栽培を行い,子実体形成に及ぼ

すカラマツ水抽出物の影響を検討した (高畠ら,1994)。

ところで,昨今,菌床栽培用鋸屑の供給不足,価格高騰の問題が顕在化し,食用きのこ

生産者に深亥Jな影響を与えている。この問題の解決策の一つとして,鋸屑などの木質材料

に替わる安価で,安定して入手可能な培地基材の開発が望まれている。カラマツ水抽出物

は木質成分を代表するものであると考えれば,保水性などの物性が鋸屑と同等の基材であ

れば,カ ラマツ水抽出物と組み合わせることにより鋸屑と同等の機能を有する菌床栽培用

培地基材として利用可能となる。そこで本章では,安価で,入手が容易なモミ殻,多孔質
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石 (バーミキュライ ト),セルロースアセテー ト,故紙 (新聞紙 )に着 日し,それぞれに

カラマツ水抽出物を添加してヒラタケのポット栽培を行い,菌床栽培用培地基材としての

適性を検討 した。

1.鋸屑培地による栽培への利用

1,1 材料および方法

供試菌にはヒラタケ P′θprοιws Osιrθptps(」 acq.:Fr。 )Kummerの市販種菌 (森39号 )

を用い,850ml容ポリプロピレン製 ビンによるビン栽培を行った。培地組成はスギ鋸屑 :米

ぬか=18:17(全乾重量比 )と し,合水率は65%(湿量基準 )に調整 した。カラマツ水抽

出物にはシベ リア産カラマツ水抽出物 (KWE)を 供試した。KWEの 添加量は, 培地の

全乾重量当たりのW/W比で0.5,1,2,3,5,10,15%と し,各処理区とも12本 を供試し

た。培地重量は480g/本 とし,120℃ で45分間滅菌後,種菌を接種し,19± 2°Cで 28日 間培

養した。培養終了後,菌掻きを行い2時間冠水処理後,14± 2°CI湿度90%以上に保ち子実

体形成を促した。収穫は8分開きとし,発生操作から収穫までに要した日数と子実体収量を

調査した。

1.2 結  果

各種濃度のKWEを 添加した鋸屑培地を調製し, ヒラタケのビン栽培を行った。KWE

添加培地での子実体形成状況をFig.V-1に 示す。いずれの添加濃度の場合も対照区と同様

に正常な子実体を形成し,KWEの 添加量が増加するに従い,子実体のサイズが大きくな

る傾向が認められた。

発生操作から収穫までの子実体形成に要する日数,子実体収量をTable V-1に 示す。子

実体形成に要する日数はKWEの 添加量を増加するにしたがい若千長 くなるものの最大2日

程度にとどまった。子実体収量は,KWE添 加濃度が高いほど増加した。0.5%の添加濃度

では対照区と有意差が認められなかったが,1%以上添加した場合には,1%水準で子実体

収量の増加が認められた。2～3%の添加濃度では対照区の収量の約1.2倍,10～15%の添加
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Fig.V-1. Fruiting bodies of P■θtrrθιtrs οstrθβιys on sawdust― ricebran

mediulll with added KWE.

Notes I Shown are duplicate cultures of O° /。  through 15% addition

from top to bottom, left to right.
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Table  V-1. Effects of KWE一 addition on the fruiting body fOrmation

Of PFθEfrOιfrs 9strθβをErS.

Added amounts

of KWE

(%)

required for

body formationB)' b)

(Day)

Fresh weights Of

fruting bodyb)

(g/bottle)

Days

fruiting RatioC)

0

0.5

1

2

3

5

10

15

1,0

0.7

1.1

0.9

0。 9

1,1

0.9

0,7

6.5

5.6

6.5

7.7

7.4

8.1

4.5

5,3

1.00

1.07

1.16*d)

1.19*

1.23*

1.26*

1.29*

1.29*

13.7  ±

13,4  ±

14.3  ±

15,0  ±

15.6  土

16.3  ±

16.3 ±

16.2  ±

71.6  ±

76.4  ±

82.9 ±

85.4  ±

88,2 ±

89.9  ±

92.3  ±

92.1  ±

a)PeriOdS from the start of fruiting indduction tO harvest.

b)Each data represents meanttLstandard deviations with tweleve repliCates,

The fruting bodies were harvested at 809る  pileus opening.

c)Values based on the fresh  weight Of fruiting bodies of the control.

d)Significant differences from the control at P<0.01.
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濃度では約1,3倍となった。

2.未利用基材培地による栽培への利用

2.1 材料および方法

(1)供試菌

供試菌にはヒラタケ P′θlFrοιys Ostrθ ttι口s(」acq.:Fr。 )Kummerの市販種菌 (森39号 )

を供試した。

(2)供試培地

未利用培地基材として:モ ミ殻 (粉砕モミ殻 ),多孔質石 (バーミキュライ ト),セル

ロースアセテー ト,故紙 (新聞紙 )を供試し,スギ鋸屑 (1年間以上:散水屋外堆積処理し

たスギ製材鋸屑 )を対照に用いた。培地組成は,培地基材 :米ぬか=18:17コ (全乾重量比 )

とし,合水率は約65%(湿量基準 )に調整した。KWEの 添加量は:培地の全乾重量当た

りのW/W比で15%と した。

(3)栽培条件

供試培地をバイオポット (日 医製,直経80mm,高 さ100mm)に 100g詰め,120°Cで 45分間

滅菌処理した後,供試菌を接種した。19± 2°Cで 19日 間培養し,培養終了後,14± 2°C,湿

度90%以上に保ち,子実体形成を促した。各処理区に15検体を供試し,栽培日数と子実体

収量を調査した。栽培日数は1供試菌を接種してから菌糸体が培養基全体を蔓延するまで

の「蔓延日数」,菌糸体の蔓延完了から子実体の発生操作を行うまでの「熟成日数」,子

実体発生操作から収穫までに要した日数,即ち「子実体形成に要する日数」およびそれぞ

れの栽培過程における培養開始からの「延べ日数」を調査した。なおi培養過程が終了す

る「熟成日数」までの「延べ日数」を各試験区ともに19日 間に統一して子実体発生操作を

行った。収穫は8分開で行い,子実体の生重量を沢J定した。

(4)水分活性の測定

各試験区において,滅菌処理後の接種時および培養過程を終了した子実体発生操作時の
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培地について,水分活性測定装置 (Rotronic社 製,HygrOSCOpe DT― Ⅱ型 )で水分活性値

(Aw)を測定し,次式  ψ=(RT/Vm)× In(p/pO)

ψ :水ポテンシャル ;R:気体定数 iT:絶対温度 i Vm:lmol当 たりの水体積 ;

p/po(相 対湿度 )=Aw より

培地中の水ポテンシャルを求めた (森川・丸山,1987;Lang,1967)。

(5)グルコサミンの定量

培養過程終了後の各試験区の培地を80℃ にて乾燥し,充分に乾燥した培地を乳鉢で粉末

化した。この粉末試料を用いて Arima・ Uozumi,時本の方法 (Arima・ Uozumi,1967i時本 ,

1985)に準拠して試料中に合まれるグルコサミンの部分純化を行い,溶出したグルコサミ

ンを Rondle・ Morgan法 (Rondle・ Morgan,1955)で 定量した。

2.2 結  果                            フ

スギ鋸屑,モ ミ殻:バーミキュライ ト,セルロースアセテート,新聞紙を培地基材とし

て供試し,KWEの 有無により菌床培地を調製してヒラタケのポット栽培を行った。

栽培日数に関してi TableV-2に結果を示す。培養基内を菌糸体が一通り蔓延するために

要する日数 (蔓延日数 )では,培地基材間で著しい差は生ぜず,菌糸体は12～ 15日 間で蔓

延した。また,KWE添 加の影響はほとんど認められず,いずれの培地基材においてもK

WEの添加によりせいぜい1～2日 間短くなる程度であった。これに対して,子実体形成に

要する日数では,供試した培地基材間で差が生じた。KWE無 添加の各未利用培地基材に

おいて,スギ鋸屑を対照区として比較すると,バーミキュライトは対照区より11日 間長く

なった。しかし,他の培地基材ではいずれも短 くなり,モ ミ殻および新聞紙で8日 間iセル

ロースアセテー トで4日 間短 くなった。また,子実体形成に要する日数に及ぼすKWE添 加

の影響は,培地基材によって異なって現れた。子実体形成に要する日数はKWEを 添加す

ることによリスギ鋸屑では3日 間,新聞紙では1日 長くかかったのに対してパーミキュライ

ト,セルロースアセテー トでは,それぞれ4日 間,3日 間短 くなり,モ ミ殻では無添加区と

同じ日数であった。
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Fig.V-4. Fruiting bodies of PFeprOι ys οstrθ』をtrs on

Sugi sawdust― ricebran ttedium with or without added KWE.
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Fig.V-5。  Fruiting bodies

medium wlth or

of Pゴθprοιws Ostrθ β ιErS On

without added KWE.

rice hulls― ricebran
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′ゞ ∫ヽ柱男ト

′ヾ S`上ュライト

Fig.V-6. Fruiting bodies of P■θyrOι Ers

(vermiculite)一 ricebran llledium

οstrθコιys on polyporus stone

with or without added KWE.

- 90 -



七「b口 。

Fig.V-7. Fruiting bodies of P′ θprοιtrs οstrθコιws on

cellulose acetate― ricebran medium with or without added KWE.
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Fig.｀「
-8. Fruiting bodies of Pゴ θvrOιys οstrθコιys On used paper

(newspaper print)一 ricebran mediutt with or without added KWE.
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各試験区における接種時および培養過程終了時の培地の水分活性値を測定して培養基中

の水ポテンシャルを求めた。その結果をFig.V-2に示す。いずれの培地基材においても接

種前では,KWEを 添加することにより水ポテンシャルは低くなった。しかし,19日 間の

培養により,KWEを 添加した各試験区では,無添加区と同等あるいは無添加区よりも高

い水ポテンシャルを示した。したがって,接種時と培養過程終了時の水ポテンシャルの差

は,いずれの培地基材においてもKWEを 添加した試験区で大きくなって現れた。

各試験区における培地中のグルコサミン合有量を定量した。その結果をFig.V-3に示す。

いずれの培地基材においてもKWEを 添加することによリグルコサミンの合有量が増加し

た。0,6～1.2mg/mgidry wt.増 加したスギ鋸屑,バーミキュライ ト,セルロースアセテート

に比べ,モ ミ殻,新聞紙では,0。 1～0,2mg/mgodry wt.と 少量の増加にとどまった。

スギ鋸屑および未利用培地基材について,KWE添 加の有無によって調製した各々の供試

培地からの子実体形成状況をFig.V-4～8に示す。いずれの未利用培地基材においても対照

区であるスギ鋸屑と同様に正常な子実体を形成した。

各試験区における子実体収量の結果をTable V-3に示す。モミ殻,新聞紙では対照区より

子実体収量が多くなった。KWE添 加の作用は,培地基材によって異なって現れた。即ち,

モミ殻,新聞紙ではKWE添 加による影響が現れなかったが,スギ鋸屑,バーミキュライ

ト,セルロースアセテー トでは無添加区に比べて子実体収量が13～33%増加した。セルロ

ースアセテー トおよびバーミキュライ トは,それぞれスギ鋸屑区と有意差がないか,あ る

いはスギ鋸屑区より子実体収量が劣った。しかし,KWE添 加による効果が著しいため,

KWEを 添加したバーミキュライ ト1セルロースアセテー トではスギ鋸屑区に比べて子実

体収量が2割前後増加した。

栽培日数および子実体収量の結果 (TableV-2,3)ん らヽ未利用培地基材の適性およびK

WE添加の有効性を検討した。未利用培地基材の適性に関して,モ ミ殻と新関紙は,スギ

鋸屑区に比べ栽培日数が短 く,子実体収量が多いことから,スギ鋸屑より優良な培地基材

であることが示された。また,セルロースアセテー トは,スギ鋸屑区に比べ栽培日数は短
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くなり,子実体収量は有意差が無いことから,スギ鋸屑の代替材になる可能性が示された。

しかし,パーミキュライ トは,スギ鋸屑区に比べて栽培日数が長く,子実体収量も少ない

ためi培地基材として適さないことが示された。KWE添 加の有効性に関して,モ ミ殻や

新聞紙では,KWEの 添加によって子実体収量に有意差が認められず,KWEの 添加効果

は明らかではなかった。セルロースアセテー トでは,KWEを 添加した場合,無添加区に

比べて栽培日数が短 くなり,子実体収量も2割余り増加することから,KWE添 加は有効で

あった。バーミキュライ ト,スギ鋸屑では,KWEを 添加した場合,無添加区に比べて栽

培日数が3～7日 間長くなったが,子実体収量は1～2割余 り増加した。したがって,子実体

収量に重点を置 く観点では,KWEの 添加は有効であった。

3.考  察                          ´

鋸屑培地におけるKWEの 添加量は,培地の全乾重量比で添加したため,培地中の水分

量に対する割合は,KWE添 加濃度が等しい場合,鋸屑培地では,液体培地 (PD培地 ,

AsG培 地 )や寒天培地 (PDA培 地 )の約1/2に相当する。したがって,培地中の水分量

に対する鋸屑培地における15%濃度の添加割合は,液体培地・寒天培地での添加濃度7.5%

に相当することとなる。このことから,液体培地・寒天培地と鋸屑培地におけるヒラタケ

菌糸体に対するKWEの 添加効果が同様であると仮定すれば,次のように考えることが出

来る。すなわち, PD,AsG培 地, PDA培地といずれの培地においてもKWEの 添加

濃度が10%ま では, ヒラタケ菌の菌糸体重量はKWEを 添加するにしたがい著しく増加し

たことから (Fig.Ⅱ -11,12,Fig.皿 -1),鋸屑培地において15%濃度までKWEを 添加す

るにしたがい菌糸体重量が増加することが推察される。

一般に,食用担子菌の子実体形成には,培養基中の菌体量が多いほど子実体発生量が増

えることが知 られている (TokiⅢ oto・ Fukuda,1981;Ohga,1990a)。 このことから,本

研究における子実体形成試験において,前述のように鋸屑培地中の菌糸体重量がKWEの

添加により増加したものと推察すれば,それによって子実体収量が増大 したものと考えら
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れる。

これらのことから,KWEは 1培地基材として鋸屑を用いた鋸屑・米ぬか培地等の菌床

培地による食用担子菌類の栽培に増収剤としての利用が可能であると考えられる。

鋸屑以外の未利用培地基材として,モ ミ殻,バーミキュライト,セルロースアセテー ト,

新聞紙について, ヒラタケ菌床栽培に対する適性を検討した。これまでに, ヒラタケ栽培

において新聞紙等の故紙,モ ミ殻,稲藁はi米ぬかやフスマの栄養材を混合して使用する

ことにより鋸屑と同等以上に子実体を形成することが報告されている (大森ら,1976i

Hashimoto・ Takahashi,1974;古 川ら,1995)。 本研究においても,モ ミ殻 (粉砕モミ殻 )

や新聞紙は,培地基材としてスギ鋸屑より良好な適性を示した。また,シ ンガポールやフ

ィリピンでは,P′θ口卿tws属 のきのこが oyster mushroomと してcotton waste

で栽培されている (Leong,1980 i Qiumino et al.,1990)が ,cotton wasteに 類似した

素材であるセルロースアセテー トもスギ鋸屑の代替材になることが示された。

ヒラタケ菌床栽培において,鋸屑の主な役割は,菌床の保持,水の供給,酸素供給のた

めの間隙の形成にあり,鋸屑が栄養源として利用されることは少ないといわれている (中

村,1982)。 このことに基づいてi山下ら (1983)は ,吸水した多孔質石 (ヒ ウガ石 )と

米ぬかによリヒラタケ栽培を試み,栄養源として米ぬか単独で子実体が形成され,米ぬか

添加量の82～88%を子実体収量として得ることができることを示した。本研究では,多孔

質石としてパーミキュライ トを使用し,1ポ ット当たり17gの米ぬかを添加して栽培したと

ころ!子実体収量は13.2g(添加した米ぬかの78%に相当する。 )であったことから,栽培

条件が異なるので一様に比較できないが,山下らの結果とほぼ同様な傾向を示した。しか

し,バーミキュライ トは培地基材としてスギ鋸屑より劣ることが示された。

菌糸体細胞壁の構成成分であるキチンはグルコサミンより構成されていることから,培

養基中のグルコサミンの合有量は菌休量を反映している。シイタケ栽培においてホダ木中

や菌床培地中のグルコサミン量,即ち菌体量と子実体発生量とは相関関係があることが知

られている (Tokimoto・ Fukuda,1981i時本,1985,Ohga,1992a)。 KWEを 培地に添
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加することにより,いずれの培地基材においても,培養基中のグルコサミン合有量は増加

した。KWEの 添加によリグルコサミン含有量の増加が顕著であったスギ鋸屑,バーミキ

ュライ ト,セルロースアセテー トでは,子実体収量に対するKWEの 添加効果が顕著であ

り,グルコサミン合有量があまり増加しなかったモミ殻,新聞紙では,子実体収量に対す

るKWE添 加の効果は明らかでなかった。したがって,KWEの 添加により,いずれの培

地基材においても菌体量が増加する傾向を示したが,KWE添 加による子実体形成への効

果は,KWEの 添加によって菌体量の増加が著しい培地基材で明らかであることが示され

た。

シイタケ菌床栽培において,培養基中に菌糸体が蔓延するに従い,培地中の水分状態は,

水ポテンシャルが大きくなって子実体を形成するために利用されやすい状態になることが

報告されている (Ohgal 1992b)。 シイタケ菌の菌糸体成長が最大となる最適水ポテンシャ

ルは-0.5～ -1.OMPaで あり,水ポテンシャルが低下するにしたがい菌糸体成長は低下

し,-5,3～ -6.7MPaが菌糸体成長の限界水ポテンシャルであるとされている (Ohgai

1990b i Badham,1989)。 供試したいずれの培地基材においても接種時の水分状態は,KW

Eを添加することにより,水ポテンシャルが小さくなり, ヒラタケ菌にとって利用できに

くい状態となった。しかし,培養過程終了時における供試培地の水ポテンシャルは,KW

Eを添加した試験区では無添加培地と同程度,あ るいは無添加培地より大きくなった。し

たがって,培養過程における水ポテンシャルの増加量は,無添加培地よりKWE添 加培地

で大きくなって現れた。このことは,KWE添 加培地では, ヒラタケ菌はKWEを 分解・

資化して菌糸体成長が促されi無添加培地より菌体量が多くなり,多 くなった菌糸体によ

って,よ り多くの水分が集積されたことを示唆しており,KWE添 加培地においてグルコ

サミン合有量が多くなったことと符合するものと考えられる。

子実体収量に対するKWE添 加の効果は,培地基材によって異なって現れた。即ち,ス

ギ鋸屑より優れた適性を示した新聞紙,モ ミ殻は,KWE添 加の効果が認められず,培地

基材としての適性がスギ鋸屑と同等あるいは劣ったセルロースアセテー ト,バーミキュラ
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イ トは,KWE添 加の効果が現れた。

KWE添 加の効果は,栽培形態や培地詰め量によっても異なって現れると推察される。

前節「鋸屑培地による栽培への利用」のビン栽培では,850ml容ポリプロピレン製 ビンに供

試培地を480g詰めて栽培 し,スギ鋸屑にKWEを 15%(W/W)添 加した場合,子実体収量

は無添加区に比べて30%余 り増加した。本実験では,バイオポット (直経801111n, 高さ100

mm)を 使用し, 前節と同様にスギ鋸屑にKWEを 15%(W/W)添 加して調製した培地を

100g詰 めて栽培したところl子実体収量は無添加区に比べて13%の増加にとどまった。し

たがって,KWE添 加による効果が同程度であっても,培地詰め量が多ければ,子実体収

量はより多 くなって現れることが推察される。これらのことから,モ ミ殻,新聞紙ともに

KWEを 添加することによって培養基中の菌体量が増加し,子実体収量は有意差が認めら

れない程度で増加する傾向を示した。したがって,培地詰め量の多い実用規模の栽培形態

であれば,モ ミ殻,新聞紙においてもKWEを 添加することにより子実体収量は明確な増

加を示すことが推察される。

4.結  論

ヒラタケのビン栽培において,KWEを 鋸屑 。米ぬか培地に添加することにより栽培期

間が1～2日 間長くなったが,子実体のサイズが大きくなり,子実体収量は増加した。添加

濃度が2～3%の とき子実体収量は,対照区の約1.2倍 ,10～15%の添加濃度では約1,3倍 と

なった。このことから,KWEは 菌床栽培における増収剤としての利用が可能であると考

えられる。

ヒラタケ菌床栽培の未利用培地基材 (モ ミ殻,バーミキュライ ト,セルロースアセテー

ト,新聞紙 )の適性に関して・モミ殻,新聞紙はスギ鋸屑よりも適した。また,セルロー

スアセテー トもスギ鋸屑の代替材になると考えられた。しかし,バーミキュライ トはスギ

鋸屑より劣った。KWEを 添加することにより,供試したいずれの培地基材においても培

養過程終了時の培地中のグルコサミン合有量および水ポテンシャルが増加したことから,
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培地中の菌体量が増加したことが推察された。子実体収量に及ぼすKWE添 加の効果は培

地基材によって異なって現れ,スギ鋸屑,バーミキュライ ト,セルロースアセテー トで顕

者に現れた。特に,バーミキュライ ト,セルロースアセテートはKWEを 添加することに

よリスギ鋸屑より適した培地基材となった。
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第Ⅵ草 総合考察

食用担子菌への成長促進剤の開発は,培養基内における菌糸体の蔓延を促し,その後の

子実体形成を容易にするのでi きのこ栽培における生産効率の向上,省力化等の今日的な

技術課題を解決する上で重要な要件である。本論文はカラマツ水抽出物を食用担子菌への

成長促進剤として利用するために,食用担子菌の成育に及ばすカラマツ水抽出物の影響を

検討した。

カラマツ水抽出物は, ヒラタケ,エノキタケ]ヤナギマツタケ,シイタケ]ナメコ,マ

イタケと供試した全ての食用担子菌類の菌糸体成長に促進作用を示した。食用担子菌の菌

糸体成長に促進作用を示す樹木抽出物として, これまでに数例の報告があり (松尾,1957

i鮫島 。善本,1984),シ イノキ辺材部の温水抽出物はシイタケに,アカマツ・スギ内樹

皮温水抽出物はシイタケ,ア ラゲキクラゲに促進作用を示す。しかし同時に,シイノキ辺

材部の温水抽出物はヒラタケ,ナ メコに,アカマツ・スギ内樹皮温水抽出物はヒラタケ,

エノキタケiナメコに阻害作用を示す。このように, これまで報告された樹木抽出物は促

進作用を示す食用担子菌の菌種は1,2の菌種に限定され,同時に阻害作用を示す菌種を有

するものであった。したがって広範囲な食用担子菌類に及ぼすカラマツ水抽出物の促進作

用は,樹木抽出物中の特殊成分に起因して特定の木材腐朽菌の成長を促す作用,即ち担子

菌の宿主選択性に基づく作用とは異なるものと考えられる。また,食用担子菌の菌糸体成

長に促進作用を示す樹木由来の成分として,木酢液蒸留成分,亜硫酸パルプ廃液成分が知

られている。木酢液蒸留成分はヒラタケ,ナ メコ,マイタケiヤナギマツタケ,シ ョウロ

励′z9四♂河rμわθscθηdに,亜硫酸パルプ廃液成分はシイタケ,ナメコ, ヒラタケ,エ ノキ

タケに促進作用を示し: いずれも広範囲な食用担子菌類に作用することが報告されている

(Yoshimura・ Hayakawa,1991,1993;稲葉ら,1979,1981)。 しかし,木酢液蒸留成分 ,

亜硫酸パルプ廃液成分の最適添加濃度は,食用担子菌の菌種によって異なるが,各々2%,

4%以下であった。これに対してカラマツ水抽出物では,添加するに従い菌糸体成長は促進

され,特に5%以上の添加濃度で顕著であった。したがって,カ ラマツ水抽出物は木酢液蒸
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留成分や亜硫酸パルプ廃液成分と同様に広範囲な食用担子菌類に促進作用を示すものの ,

菌糸体への作用は各々で異なるものと考えられる。

カラマツ水抽出物は主要構成成分としてのアラビノガラクタン (AG)と 微量成分とし

てのフェノール性成分より構成され,分子量20000前後の高分子であった。カラマツ材のA

Gは β―D(1→3)結合したポ リガラク トースを主鎖として: これにO-6位でD―ガラク トー

ス】L一 アラビノース,グルクロン酸からなる狽J鎖が分岐していることが報告されている

(Fu・ Timell, 1972;Lynch et al., 1968:Aspinall et al., 1968; Teratani et al.,

1989)。 また,カ ラマツ材の主要な水溶性フェノール性成分はタキシフォリン等のフラボ

ノイ ドである (笹谷 ら,1980,1987)。

カラマツ水抽出物の主要構成成分であるAG単体の添加では菌糸体成長に対して顕著な

促進作用を示さず,カ ラマツ水抽出物の主要なフェノール性成分であるタキシフォリン単

体の添加は菌糸体の成長を抑制した。また,AG単 体とタキシフォリン単体をカラマツ水

抽出物を構成するAGと フェノール性成分の割合で混合して添加した場合も,AGと タキ

シフォリンの混合物の添加濃度が高くなるに従い,菌糸体の成長は抑制された。これらの

結果は,水溶性多糖類であるAGと水溶性フェノール成分のタキンフォリン祭が,カ ラマ

ツ水抽出物と同様な状態で混合あるいは結合している場合に限って,菌糸体成長に促進作

用を示すことを示唆するものであり,カ ラマツ水抽出物におけるそれらの存在状態や構造

に興味がもたれるところである。

カラマツ水抽出物の菌糸体成長に対する促進作用は5%以上の高濃度の添加で著しく現れ

ること,ま た,カ ラマツ水抽出物を構成するAGが菌糸体に資化・消費されていることか

ら,カ ラマツ水抽出物は菌糸体成長に対して炭素源としての栄養源の役割を果たしている

と考えられる。カラマツ水抽出物およびAG添加培地における菌体外酵素の産出状況と菌

糸体成長との関係をFig.Ⅵ -1,2に模式図とした。カラマツ水抽出物添加培地では,接種さ

れた食用担子菌はカラマツ水抽出物を構成するフェノール性成分を直ちに感知し,そのフ

ェノール性成分が誘導物質となってフェノール酸化酵素が誘導され,菌糸体の成長開始期
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より著しく産出される。そしてフェノール酸化酵素が充分に多量に産出されたことに基づ

いて多糖分解酵素が誘導され,著 しく産出された多糖分解酵素によってカラマツ水抽出物

を構成するAGが分解されて低分子の糖類となり,炭素源として菌糸体中に取り込まれ ,

菌糸体成長に寄与したと推察した。一方,AG単 体を添加した場合,フ ェノール酸化酵素

の誘導物質となるフェノール性成分が存在しないため接種された食用担子菌は,誘導物質

を感知することができず,菌糸体成長に伴つて培養4～6日 目にようやく微量のフェノール

酸化酵素を産出し, このフェノール酸化酵素の産出状態に基づいて培養8～10日 日に多糖分

解酵素が僅かに産出され,微量のAGが低分子の糖類に分解されて菌糸体に資化・消費さ

れるものと推察した。したがって,カ ラマツ水抽出物中に存在するフェノール性成分はフ

ェノール酸化酵素の誘導・産出に直接関与し, さらに多糖分解酵素の誘導・産出にも間接

的に関与しており,カ ラマツ水抽出物は食用担子菌の菌体外酵素の賦活に大きな影響を及

ばしているものと考えれる。シベリア産,北海道産,長野県産と産地の異なるカラマツ水

抽出物では,食用担子菌の菌糸体成長に対する促進効果は,それぞれの産地で異なって現

れた。各産地のカラマツ水抽出物の糖関連成分には著しい相違がなかったのに対して,フ

ェノール性成分に関して,本邦産カラマツ水抽出物の合有量はシベリア産カラマツ水抽出

物の約3.5倍であり,シベリア産と北海道産カラマツ水抽出物には長野県産カラマツ水抽出

物に存在しない高分子量のフェノール性成分の存在が示唆された。したがって,それぞれ

の産地の異なるカラマツ水抽出物を構成するフェノール性成分は,量的にも質的にも異な

っている可能性があり, このことが食用担子菌の菌糸体成長に対する促進効果の程度に差

となって反映されたのではないかと考えられる。

カラマツ水抽出物,AG添 加培地において,菌糸体成長に大きな相違が生じ,ま た,菌

体外酵素の産出動向に関して,フ ェノール酸化酵素と多糖分解酵素の産出時期と活性にも

大きな相違が生じた。しかし,菌体外酵素の産出順序,即ち培養開始後まずフェノール酸

化酵素を産出し,その後,多糖分解酵素を産出する順序はI両者で一致した。自色腐朽菌

であるシイタケ菌が木材細胞壁を分解する場合,ま ずリグニン成分を除去し,続いてセル
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ロースミクロフィブリルを分解することが形態的に観察されており, このような腐朽進展

には菌体外酵素の関与が指摘されている (Ohira et al.,1992;Tsuneda et al.,1989;

林原ら,1983)。 シイタケ菌以外にもカワラタケ菌,∂ゴc力0〃′tps sσμβ′θЛSル とθrOわβ伊

ゴ♂デorP 2刀ЛOSIrT等の数多くの白色腐朽菌は木材細胞壁を分解する場合に,ま ずリグニン成

分を分解し,続いてセルロース成分を分解することが知られている (Eriksson,1990)。

また,白色腐朽菌は,自然界において他の木材劣化菌類では分解し難い木部組織中のリグ

ニンを選択的に,あ るいはセルロースと共に分解・代謝して木部組織中に菌糸体を蔓延さ

せ,枯死した幹木上に子実体を形成する。これらのことから白色腐朽菌が木材組織を基質

として栄養成長している状況は,自色腐朽菌が本来有している他の木材劣化菌類とは異な

る特性を反映していると思われる。つまり,白色腐朽菌は栄養成長する場合に,ま ずフェ

ノール酸化酵素を産出し,フ ェノール酸化酵素の産出に基づいて,その後に多糖分解酵素

を産出する特性を有していると考えることができる。したがって,自色腐朽菌の多糖分解

酵素の産出は,フ ェノール酸化酵素と運動し,フ ェノール酸化酵素の産出に規定されて産

出するものと仮定すれば,カ ラマツ水抽出物は白色腐朽菌の酵素産出の特性を強調する作

用,即ち白色腐朽菌に本来備わっている栄養成長時の酵素産出動向を賦活する役割をも果

たしていると考えられる。

シイタケ, ヒラタケ,ナ メコ,エ ノキタケ等の食用担子菌類の栽培において,栽培用種

菌は菌床栽培を繰 り返す過程で菌糸体の成長速度や子実体形成能が低下する「種菌劣化現

象」を度々生じることが知られている (熊田ら,1995)。 この「種菌劣化現象」の発生機

構は未だに明らかにされていない。しかし,自 色腐朽菌が栄養源の豊富な培地で成育した

場合, 自然界とは基質条件が異なり, リグニンやセルロースを積極的に分解・資化する必

要がないため, リグニン分解酵素やセルロース分解酵素を産出する必要がなくなる。した

がって,白色腐朽菌に本来備わっている酵素産出の動向が損なわれ, このことが「種菌劣

化現象」と関連している可能性がある。そこで,白色腐朽菌由来の食用担子菌の種菌保存

には,カ ラマツ水抽出物を添加した培地を使用することにより,白色腐朽菌が本来有して
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いる菌体外酵素の産出動向が保持されて,「種菌劣化現象」の改善に寄与する可能性があ

る。

しかし,そのような白色腐朽菌の栄養成長時における酵素産出の特性の有無は]カ ラマ

ツ水抽出物の構造とその機能を明確にすることを通 して解明する必要がある。また,木粉

培地や未利用基材培地にカラマツ水抽出物を添加することにより子実体収量が増加したが,

この子実体収量の増加は,培養段階での菌体量の増加によって生じたことなのか,あ るい

は,カ ラマツ水抽出物は食用担子菌の生殖過程である子実体形成に対 しても影響を及ぼし

ているのかは,本研究では明らかにされていない。この点を明らかにすることは,食用担

子菌類の子実体形成機構の解明に関連 し,食用きのこ栽培における「 きのこの発生操作と

管理」に寄与すると考えられるが, この場合もKWEの 構造を明確にすることが求められ

る。
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結 言

カラマツ水抽出物を食用きのこ栽培の成長促進剤として利用することを目的に,食用担

子菌の成育に及ぼすカラマツ水抽出物の影響を検討し,以下の結果を得た。

1.シベ リア産,北海道産,長野県産とカラマツ材の産地が異なっても,カ ラマツ水抽

出物の主要構成成分は,いずれもアラビノガラクタンであり,糖関連成分は産地間で顕著

な差が認められなかった。しかしi全フェノール量に関して,本邦産 (北海道産,長野県

産 )の合有量は,シベリア産の約3.5倍であった。

2.シベリア産,北海道産,長野県産のいずれのカラマツ水抽出物も,供試した食用担

子菌 (ヒ ラタケ,エ ノキタケi シイタケ )の全ての菌種に対して:菌糸体成長に顕著な促

進作用を示した。1～3%の添加濃度では産地間で添加効果に差が生じなかったが,5%以上

の添加濃度では菌種に応じて産地間で差が生じた。

3.シベリア産カラマツ水抽出物 (KWE)は , ヒラタケ,エ ノキタケ,ヤナギマツタ

ケ,シイタケ,ナ メコ,マイタケと供試した全ての食用担子菌の菌糸体成長に対して,寒

天,液体!木粉と物理条件の異なるいずれの培地においても,顕者な促進作用を示した。

4.ア スパラギン培地 (As培地 ),ア スパラギン・グルコース培地 (AsG培地 )に

KWEを 添加してヒラタケ菌糸体を培養したところ,KWEの 添加濃度が高くなるに従い,

菌糸体重量は著しく増加した。しかし,KWEの 主要構成成分であるアラビノガラクタン

(AG)やKWEの 構成単糖類を単独でAs培地,AsG培 地に添加してヒラタケ菌糸体

を培養した場合には,KWEの ような成長促進作用は認められなかった。また,As培 地

にグルコースとKWEの 両者を同時に添加した場合には,KWEの みを添加した場合より

著しい促進作用があり,両者には相乗的な作用が認められた。

5.KWE添 加培地では,AG添 加培地に比べてグルコース,還元糖の消費量が多く,

KWE中 のAGは AG単体の場合よりも資化されやすいことが明らかとなった。また,K

WE添加培地では,添加濃度の増加にともなってフェノール酸化酵素および多糖分解酵素
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の産出が著しくなった。しかし,AG添 加培地では,KWE添 加培地でのような菌体外酵

素の著しい産出は認められなかった。

6.KWEの ヒラタケ菌糸体成長に対する促進作用は,AG,KWEの 構成単糖によっ

て生じるのではなく:KWE中 のフェノール性成分が関与しており,AGと フェノール性

成分が混在,あ るいは結合していることによって生じることが推察された。

7.KWE,AGを 添加したAsG培 地 (基本培地 )で ヒラタケ菌糸体を培養し,初期

成長時での菌糸体重量と菌体外酵素活性を測定し,それらの関係を検討した。KWE添 加

培地では,培養1～4日 目は菌糸体成長の誘導期を,4日 日以降は対数増殖期を示した。AG

添加培地や基本培地では,培養10日 目まで誘導期のままであった。

8.ヒ ラタケ菌糸体の重量成長が促進されるに従い,フ ェノール酸化酵素,多糖分解酵

素の菌体外酵素は活発に産出される傾向を示し,菌糸体重量が顕著に増加したKWE添 加

培地では,AG添 加培地や基本培地に比べて菌体外酵素の産出が顕著であった。特に,フ

ェノール酸化酵素は培養1時間後に認められi培養開始後直ちに産出されることが推察され

た。

9.KWE添 加培地では,フ ェノール酸化酵素の比活性は,菌糸体成長が緩やかな培養

1～4日 日で最大となり,その後急激に低下した。多糖分解酵素はフェノール酸化酵素が充

分に産出された後に認められ,多糖分解酵素の比活性は菌糸体成長の旺盛な時期に高くな

った。AG添加培地や基本培地ではKWE添 加培地でのような酵素産出の動向を示さず ,

フェノール酸化酵素,多糖分解酵素の比活性は低く推移した。これらのことから, ヒラタ

ケ菌はKWEの フェノール性成分の領域によリフェノール酸化酵素が培養開始後直ちに誘

導され]フ ェノール酸化酵素を充分に産出した後に多糖分解酵素が誘導されてl KWE中

の多糖成分の領域を分解し,資化するものと推察された。したがって,KWEは ヒラタケ

菌に対して菌糸体の栄養成長時の炭素源を補給する栄養源の役割を果たしていると考えら

れる。

10.KWE添 加培地におけるヒラタケ菌のフェノール酸化酵素と多糖分解酵素の産出動
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向は, ヒラタケ菌と同様の自色腐朽菌であるシイタケ菌による木材細胞壁の腐朽形態と符

合した。栄養成長時に白色腐朽菌がフェノール酸化酵素を最初に産出し,その後多糖分解

酵素を産出する菌体外酵素の産出順序は, 自色腐朽菌の成長特性であると仮定すれば,K

WEは 白色腐朽菌の成長特性を強調する役割をも果たしていると考えられる。

11.ヒ ラタケのビン栽培において,KWEを 鋸屑・米ぬか培地に添加することにより,

栽培期間が1～2日 間長 くなったが,子実体のサイズが大きくなり,子実体収量は増加した。

添加濃度が2～3%の とき子実体収量は,対照区の約1.2倍,10～15%の添加濃度では約1.3

倍となった。このことから,KWEは 菌床栽培における増収剤としての利用が可能である

と考えられる。

12.ヒ ラタケ菌床栽培において,モ ミ殻・新聞紙は培地基材としてスギ鋸屑より適し

た。また,セルロースアセテー トもスギ鋸屑の代替材になるものと考えら′れた。しかし,

バーミキュライ トはスギ鋸屑より劣った。供試したいずれの培地基材 (スギ鋸屑,モ ミ殻 ,

セルロースアセテー ト,多孔質石,故紙 )においても,KWEを 添加することにより,菌

体量の増加が推察された。子実体収量に及ぼすKWE添 加の効果は,培地基材によって異

なって現れ,スギ鋸屑,バーミキュライ ト,セルロースアセテー トで明確に現れた。特に

バーミキュライ ト・セルロースアセテー トはKWEを 添加することにより,スギ鋸屑より

適した培地基材となった。
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Summary

The effects of Karamatsu (と prr/ sp.)water extracts on the growth of edible

basidiomycete fungi were investigated to determine the utilization of  the water

extracts in the cultivation of edible mushrooms as a growth activating substance.

The obtained results were as fo1lows:

1.Even though each of t4e Karamatsu water extracts tested was different in their

growing districts, Siberia, Hokkaido or Nagano― pref., the main component of the

Karamatsu water extracts tested was arabinogalactan which they had in common

and there were no remarkable differences among them. But the Karattatsu water

extracts from 」apan had phenolic compounds about 3.5 times than those

from Siberia.                                                      タ

2.Each of the Karamatsu water extracts from Siberia, Hokkaido and Nagano一 pref.

had remarkable accelerative effects on the mycelial growth of all the

basidiomycete fungi tested. There were no differences of accelerative

efficiencies among Karamastu water extracts tested by adding l - 3%, but

there were differences when adding more than 5フ る according to the species of

edible basidiomycete fungi tested.

3.The Karamatsu water extracts from Siberia(KWE)had remarkable accelerative

effects on the mycelial growth of all the edible basidiomycete fungi tested

which were PFθ prOι zrd οstrθ,ι 2rS, F′口〃″口′了22 79′ Lrι Jipθs, ЛどrOじ/bθ crJttJrpじθβθ,

Lθβι′η′s θどOdes, ′狗ο′デοιβ ttβ〃θたO and Grデ roFa rrOttJOsβ  in agar, liquid, or

sawdust media tested in which physical conditions were different.

4.When the mycelia of P.Ostrθ βιLrS WaS incubated in the asparagine (As)medium Or

asparagine・ glucose(AsC)medium with added KWE, as the concentration of added
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KWE in both media were investigated, the mycelial weight increased rellarkably.

However, the sole addition of arabinogalactan (AG), the main component of KWE,

and arabinose(Ara)and galactose(Gal), monOsaccharide components of KWE, to

the As medium or AsC medium did not result in an increace of mycelial growth,

unlike the case in which KWE was added to the media. The simultaneous addition

of KWE and glucose(Clu) brOught out the mycelial growth more remarkably than

the solitary addition of KWE.  Multiple accelerating effects of the KWE and Clu

on the mycelial growth were observed.

5.Consumed Glu and reducing sugar in the medium with added KWE were much greater

than those in the medium with added AG. It was evident that the AC contained in

KWE was utilized more for the mycelial growth of P.ο strθβιIPs than was solitary

AG. As the concentration of the added KWE increased,  phenoloxidases and

polysaccharases in the medium with added KWE were produced remarkably. However,

all extracellular enzymes tested in the medium with added AC did not produce

remarkably, unlike the case in which KWE was added.

6.The accelerative effects of KWE on the mycelial growth of P.Odtrθ βιlrs  was not

caused by AG or monosaccharide components of KWE and was related to

the phenolic compounds contained in KWE. lt was assumed that the accelerative

effects of KWE was caused by the mixture of AC and the phenolic compounds or

combalning them.

7.When the mycelia of P.οδιrθ2ι口d was incubated in AsC medium (basal medium)

with added KWE or AC, the mycelial weight and extracellular enzyme activities

were measured in early growth phase and their relationship was investigated.

The growth phase of mycelial incubated in the medium with added KWE showed a

lag growth phase during the four days incubation after inoculation, the growth
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phase showed an exponential growth phase, after that. The growth phase of

mycelia incubated in the medium with added AC was still in a lag growth phase

after ten days of incubation after inoculation.

8.With accelerating the mycelial growth of P.ο dιrθβιps, the extracellular

enzymes of phenoloxidases and polysaccharases were produced actively,

extracellular enzymes in the medium with added KWE in which mycelial weight

increased were produced remarkably compared with the medium with added AC.

Especially, the activities of phenoloxidases in the mediuⅢ  with added KWE were

detected after one― hour incubation and it was assumed that the extracellular

enzymes were produced as soon as the lncubation was started.

9.The specific activities of phenoloxidases in the basal media with added KWE

reached thelr maxlmum between one day― incubation to four day― lncubation when

mycelia grew gradually. After that, the activities decreased remarkably.

The activities of polysaccharases were detected after phenoloxidases were

produced enough and their specific activities indicated high during thriving

mycelial growth. The enzymatic production pattern in the basal medium with or

without added AC did not show like that in the basal medium with added KWE, and

the specific activities of all tested extracellular enzymes in those media

changed at low levels throughout the incubation period tested. From these above

facts, it was assumed that phenoloxidases from mycelia of P.Odtrθ βιLrs were

induced by the phenolic compound regions contained in KWE as soon as

the mycelia was incubated, polysaccharases were induced after enough

phenoloxidases were produced, and the polysaccharide regions contained in KWE

were degradated for utilization. Therefore KWE played the role of nutrient, as

the carbon source, in the vegitative mycelial growth.
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10.The enzymatic production pattern of phenoloxidases and polysaccharases in the

basal medium added KWE by P.Ostrθ ttι LrS COrresponded to the degradation form of

wood cell walls by と.θdodes of the same white― rot fungi as P.ο strθ2とLrS. It was

supposed that if the white―fungi had the characteristics in vegitative growth

about the order of the extracellular enzymatic production which phenoloxidases

were produced first and polysaccharases were produced after that, KWE also

played the part of intesifying the mycelial characteristics of the white― fungi.

11.According to sawdust bottle cultivation of P,Ostrθ 2ιtrs, with the addition

of KWE on the sawdust・ rice bran media, the period required for fruiting― body

formation was prolonged by l - 2 days, the sizes of the fruiting bodies got

gradually bigger, the yields of the fruiting bodies were significantly

increased by about l.2 or l,3 times compared with that of the control. Above

these facts, it was utilized in a sawdust― based culture of edible mushrooms as

an accelerative substance to yield the fruiting一 body.

12.Rice hulls and newspaper print(used paper)were mOre suitable substrate than

Sugi― sawdust for culutivation of P,Odι rθβι′s, It Was deduced that cellulose―

acetate was substituted for Sugi― sawdust, too. The suitability of vermiculite

(polyporus stone)for the substrate was inferior to Sugi一 sawdust.

The increases in mycelial mass by all the substrates tested (Sugi―sawdust,

rice hulls, vermiculite, cellulose― acetate, used paper)with KWE added were

appreciated. The effects of KWE addition to the substrate on the yield of

fruiting bodies varied with the substrates and there were substantial effects

in the Sugi― sawdust, vermiculite and cellulose― acetate substrates,

In particular, vermiculite and cellulose― asetate with added KWE proved to be

more suitable substrates than Sugi一 sawdust.
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