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　担子菌類は，一般にチアミンを必須因子としており1），子実体における器官形成とチアミ

ンとの関係については，アミスギタケの報告2β）があるが，エノキタケ（迎α那彫漉2薦喫伽’

擁ρ65Curt．　ex　Fr．）については，筆者らは未だにその報告を見ていない。

　チアミンは，生体内で遊離型及びピロリン酸エステル型として存在し，後者は，細胞内に

取り込まれた遊離型チアミンとATPから生合成され4），クエン酸サイクルを中心とするエ

ネルギー転換系を代表として，幾つかの重要な生体内物質代謝系に関与する酵素の補酵素と

して，生化学的役割を果たすことはよく知られている5）。

　したがって，エノキタケの生活史とチアミンとの間に何らかの関連が存在するのではない

かとの期待があり，本実験では，エノキタケの生育過程における形態形成に着円して，チア

ミンとの関連を検討した。

　又，生物界には，チアミンを分解する凶子の存在が確認されており，一つは分解酵素チア

ミナーゼ（アノイリナーゼ）であり6～7），他方は，チアミン分解耐熱性因子である8～玉⑪）。

　筆者らは，これらの面についても，エノキタケの生活史と関連させて検討したので，ここ

に結果を報告する。

材料及び方法

1　エノキタケの調製

　（1）エノキタケの生育段階と調製　エノキタケの生育段階を，担子胞子（stage　1），一次

菌糸（stage　2），二次菌糸（stage　3），原基形成（stage　4～5），子実体（stage　6～10）に分

け，それぞれの生育日数及び子実体の大きさをTable　1に示した。

　（2）担子胞子　子実体に5。C前後の低温処理を施すことによって落下を促進し，これを集

めた。

　（3）一次菌糸　子実体から分離して得た担子胞子を・，Czapeck液体培地により，20。　Cで

4週間振盈培養して得た。

　（4）二次菌糸　採取した担子胞子をCzapeck液体培地に直接懸濁して，30。　Cで2週間振

盤培養して得た。
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Table　1．　Growth　of　FJα彫規％1珈α麗1～‘’ψgs

Stage　No．

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

　Days　of

Cultivation

Size　of　basidiocarps

Diameter
　（cm）

Length
　（cm＞

5
7
9
2
0
n
◎
5

4
4
4
F
O
ρ
0
6
7
「

0．1

0．2

0。8

2．5

3．0

2．5

5。0

12．0

王6．0

20．0

basidiospore

primary　mycelium

secondary　rnycelium
rudirnent

rudiment

一basidlocarps

2　チアミンの定量法

　0．1N硫酸酸性下で抽出し，パームチット吸着，フェロシャン化カリウム酸化によるチオ

クローム法11）で行った。日立203型螢光光度計を用い，硫酸キニーネ0．1N硫酸水溶液を標

準物質に用いて測定した。

3　チアミナーゼ活性測定法

　藤田の方法11）に準拠し，エノキタケと同量の0．0！Mリン酸緩衝液（pH7．0）を加えて磨弛

した後，遠心分離した上澄液を粗酵素液として使用した。

　チアミナーゼ∬は，粗酵索液1mlに0．2M　Mcllvaine緩衝液2ml，チアミン塩酸塩1～

4μgを舶えて所定の温度で一定時間反応させた後，10％メタリン酸2m1を添加し，10分間

の沸騰浴で反応を停止させた。Biank実験は，抽出液の王0分間沸騰浴を行い，同様の反応を

試みた。

　チアナーゼ1は，皿の反応混合液に，最終濃度10一3Mとなるようにアニリン塩酸水溶液

0。5m1を加え，以下上記同様に反応させ，　Blank実験結果との差により，チアミンの損耗率

を計算し，チアミナーゼ工及び工［の活性度とした。

4　チアミン分解耐熱性因子活性測定法8～12）

　抽出液は，チアミナーゼ活性測定の場合と醐様にして得た。！0分間の沸騰浴によって酵素

を失活させた抽出液11nlに0．2M　Mcllvaine緩衝液（P｝｛7．0）2ml，チアミン塩酸塩4～10

μgを加え，800Cで一定時闘反応させた後，！0％メタリン酸2mlを加えて反応を停止させ

た。

　Blank実験は，80。Cで反応させなかったもの及び蒸溜水で嗣様に反応させたものを用い

た。分解活性は，加えたチアミンの分解率で示した。

5　SS残測定法
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　Murataの方法12）に準拠した。まず，抽出液は，チアミナーゼ粗酒素謡と同様にして得た。

抽出液1mlに0．2M　Mcllvaine緩衝液（pH2．0）2m1，チアミン塩酸塩5μ9（A）を加え，80。

Cで1時閥反応させた。この反応量，一方は10％メタリン酸2mlを加えて反応を停止させ

（B），他方は，システイン2mg／mlを加えて，さらに80。　Cで1時間反応させた後，10％メ

タリン酸2mlを加えて反応を停止させた（C）。

　両者のチアミン蚤を定量して，（C－B）／（A－B）×100の計算結果をSSI31とした。　Blank

実験は，抽出液のかわりに蒸留水を用いて同様に反応させて実施した。

実　験　結　果

1　エノキタケの生育に伴うチアミンの盤的・質的変化

　Fig．1に示すように，担子胞子中に最も多量のチアミンが含まれ，しかも大部分がエステ

ル型であった。次いで多かったのは，傘の組織中であった。

　一次，二次菌糸では，エステル型，遊離型ともに僅かに存在するに過ぎなかった。

　原基形成からチアミン含墨は増加し，特に，最も生育の盛んな時期，すなわち，stage　4

から6にかけて傘に急激に増加し，stage　6では傘に二次菌糸中に含有されるチアミンの6

倍以上の量に達した。

　傘で形成された担子胞子は，stage　7から8にかけて落下が姶まり，以後エノキタケの生

育速度は衰え，同時にチアミン含量も減少したが，stage　9以後では，チアミン含量に大き

な変化がなかった。

　どの生育段階でもエステル型が遊離型を上まわったが，担子胞子において特に著しかっ
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た。

　茎部位のみについて同様の実験を行ったが，その結果をFig．2に示した。茎として採取

可能なstage　6以後を測定した結果，各生育段階を通してチアミン含量に大きな変化がなく，

又，エステル型と遊離型との比率にも変化が認められなかった。

　なお，茎で示されたチアミン含量は，担子胞子の落…ドしたstage　9時後の傘のチアミン含

量とほぼ一致した。

2　チアミナーゼの検索

　エノキタケ子実体，担子胞子，一次菌糸，二次菌糸におけるチアミナーゼ工及び］工は，藤

田の方法ωで繰返し検討した結果，いずれもその存在が確認されなかった。

3　チアミン分解耐熱性因子の検索

　エノキタケに耐熱性のチアミン分解因子の存在することを確認した。

　まず，傘部位について，分解活性の経時的変化を測定した結果をFig．3に示した。これ

によると，反応時闘60分までは直線的にチアミンを分解し，50分の反応で，加えたチアミン

の半分を分解した。

　各器官の組織申に含まれる汁液について，p蕪を変えて分解活性を測定した結果をFig．4

に示した。これによると，pR　6以上で活性が認められ，　pHの増加とともに活性を増大し

た◎

　温度を変えて行った同様の実験結果をFig．5に示した。これによると，40QC以上で分解
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栄井・飯島　エノキタケ（F♂α7筋z24伽α”61κ彦げρθ3）のチアミソとその分解函子について 97

001

50

（
違
濃
震
薫
こ
。
餐
暢
。
ロ
§
8
q
0

一一 S一plleus

一〇一
一鳳一primary　myce駈um
一△一secondary　mycelium
＿　 x＿噌一一　basldiOSpore

燃　／づ三
　　　　　　　　　　　メ

Tab王e　2。　Effect　of　several　compoし職ds　on

　　　the　　thermOStable　　anti＿thi．arnine

　　　activlty　三n　the　pileus　of　F1α，π甥κ〃ηπ

　　　ηε13｛彦ゆθs。

Additlve

ゑク鍾誓垂込／○

40 50　　　　　60　　　　　　70　　　　　80

　　　Temperature（℃）

90　　　100

Fig．5。　Effect　of　teτnperature　on　the　anti－

　　　thiamine　aCtiVity　at　eaCh　grOWth
　　　stage　of　F1媚㈱‘1∫πα循♂κ痂θ3．

　　　Reactio且mixture，　contaiaing　2　ml
　　of　thiarnine　solution（4μ9＞，　2　ml　of　O．2

　　MMcllvaine　buffer　solutio職（pH　7．0＞

　　and　l　ml　of　sQlution　conta瓶ing　ther－

　　rnostable　anti－thiarnine　factor　at　each

　　Stage，　WaS　inCUbated　at　VariOUS　tem－

　　peratures　for　40　mi遣。

None

AgNO3
NiSO4

CuSO4
CaCI2

MgC12
CoC12

FeSO4

MnCi2

EDTA
Cystei漁e

Aniline

Final　conc．（M）

10嚇3

10『3

10購3

10一3

10一3

1G『3

10『3

10碗3

10嚇3

10弾3

10殉呂

Activity
remaining（％）

0
1
0
9
8
0
5
0
3
0
0
9

0
7
0
9
8
2
4
9
3
3
8

1
1
1
1
　
　
1
1
　
　1

活性を示し，以後温度の上昇と共に活性を

増大した。

　二二の金属イオン及び2，3の化合物の

影響に関する実験結果をTable　2に示した。

これによると，エノキタケに存在するチア

ミン分解耐熱性因子は，Cu2＋，　Co2＋，　Mn2＋，

Ag2÷によって活性化され，著しい阻害金

属イオンは認められなかった。

　一方，EDTA，システインによって隈害

された。

　　Reaction　m三xture，　co耽aining　2　ml　of

thiamine　solution（4μg），1．5　ml　of　O．2M

Mcllvaine　bu鉦er　so亙ution，0．5塒l　of　O．01

MsolutioR　containi且g　severa王compounds

and　l　rnl　of　solutioロcontaining　thermo．

stable　aatレthiaml鍛e　factor　was　incubated
　　　　　　　　　　　　　　　　，
at　800C　for　40　min．

Table　3．　The　thermostable　anti－thiamine

　　　aCtivity　at　eaCh　grOWtll　Stage　Of
　　　F1α172初κ」伽σ”θ」ε4〃ρ83．

Stage

4　エノキタケの生育段階における各器官

　中のチアミン分解耐熱性因子の活性比較

　耐熱性凶子によるチアミンの分解活性を，

エノキタケの各器官について，それぞれ比較

した結果をTable　3に示した。

　これによると，傘を！00とした場合，

最高で150を示した。

　次に，この分解因子の活性が，

に以下の実験を行った。

Pileus

Stalk

Primary　myceliu鶏

Secondary　mycelium
3asidiospore

Activity　index

100

52

71

66

150

　　The　ther田ostable　antレt1玉iamine　acti－

vity　was　1τ1easured　at　pH　7．0，80。C　for　40

斑in．

　　　　　　　　　　茎で52，一次菌糸で71，二次笹子で66，担子胞子は

すなわち，分解活性は担子胞子，傘のものが大であった。

　　　　　　　エノキタケの生育段階中の各器宮で異なる原因を知るため
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Table　4．　Effect　of　several　compounds　oa　tぬe　thermostable

　　　　anti－thiamine　activi乞y　at　each　growth　stage　of

　　　　F1α郷π～41痂σ麗伽’ゆθ5．

　　　　　｝
Additive　iFinal　conc．（M＞
i

None
CuSO4

M漁Cl。

EDTA
Cysteine

10扁3

10胴s

lG皿3

10｝3

Activity　re正naining（％）

sta艮k

100

226

53

40

　0

P「工登1a「y

myceli翼rn

100

163

25

王0

　0

耀艦1・…d…p・・e

100

206

67

10

　0

100

374

155

　0

　0

　　Reaction　mixture，　containing　2．　O　ml　of　thlalnine　solution（4μg＞，1．5ml　of　O．2M

Mcllvaine　bu鉦er　solution（pH　7．0＞，0．5　ml　of　O。01　M　solution　containing　several
compounds　and！．O　ml　of　solution　c◎ntaining　thermostable　ant払thiamine　factor　at
each　stage，　was　incubated　at　80。C　for　40　min．

　pHの影響：Fig．4に示すように茎と傘ではpH　6以上のみで活性が認められたが，担子

胞子，一次菌糸，二次菌糸ではpH　6以下でも活性が認められた。

　温度の影響：Fig．5で示すように，茎では700C以上，一次菌糸は60。　C以上，傘では50。

C以上，担子胞子，二次菌糸では40。C以上で活性が認められた。

　二価金属イオン及び2，3の化合物の影響：傘で影響の大きかった二価の金属イオン及び

£DTA，システィンの影響について比較した結果をTab】e　4に示した。

　これによると，無添加区の活性を100とした場合，Cu2÷区では，担子胞子374，茎226，二

次繭糸206，一次菌糸163と，傘と同様に著しく活性を促進した。

　これに対し，M2＋は担子胞子のみ155と促進したが，第二次菌糸67，茎53，一次菌糸25と

逆に阻害した。又，EDTA，システインでは一様に阻害した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼
　SS鼠への転換：耐熱性因子によるチアミン分解反応により，チオクローム反応が陰性化

した量のうち，システイン添加によるチオクローム反応の陽性化をした量を，チアミンへの

戻り量として，これをSSB1量とし12），その比率を表示したのがTable　5である。

　これによると，チアミン分解耐熱性因子によりチオクローム反応が陰性化した量のうち，

担子胞子では65．2％，茎部位で47．7％，傘部位41．2％，一次菌糸39．5％，二次菌糸34．1％の

Table　5．　The　cGmpounds　which　have　negative　reactiG簸of　thiochrome

　　　　and　SSBI　due　to　the　thermostable　thia瓢1ne　decomosition
　　　　factors　in　F1α〃襯〃珈α〃θ傭珈S．

Materials

Pi工eus

Stalk

Primary　mycelium

Secondary　mycelium
BasidiOSPQre

Compounds　which　have簸egative
reaCtiOn　Of　thiOchrOme　　（％）

58．3

48．2

58．9

51．1

68．5

SSB里（％）

41．2

47．7

39．5

34，1

65．2
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戻り量が認められた。

考 察

　まず，エノキタケの担子胞子から，一次，二次菌糸を培養し，さらに子実体を形成させて，

この過程における五器宮中に含有されるチアミンの量的，質的変化を検討し，エノキタケの

ライフサイクル，すなわち，器官形成とチアミンとの関連を明らかにしょうと考えた。

　本実験の結果，担子胞子中に最大墨のチアミンが含まれ，次いで傘に多く，又，担子胞子

中のチアミンの90％以上がエステル型であった。このことは，担子胞子の発芽に備えての合

自的性を示唆した。

　又，傘では，その形態が大になるにつれてチアミン含量が増加し，担子胞子が形成される

時期に最大となり，担子胞子が落下するとともに，チアミン含量が減少したことは，菌糸や

茎にチアミン含量が比較的少なく，しかも変動の少ないことと対比して，きわめて興味深い

ものがある。このことは，傘と茎が異った機能を有し，茎に比して傘が生理的に活発な動的

組織を有することを示すものと考えられる。

　担子胞子にチアミンを最大に含有することは，高等植物において種子にチアミンを多く含

む13）こととよく似ている。ただし，高等植物の種子においては遊離型で蓄積され，発芽時に

エステル型となるとの報告14）が多いが，エノキタケの場合の担子胞子が，常にエステル型の

方が多いということは，常に発芽し得る状態にあるものと推測され，高等植物におけるよ

り，さらに動的であると考えられる。

　次に，チアミナーゼ1，∬について検索を行ったが，本実験では，傘，茎，一次菌糸，二

次菌糸，担子胞子のいずれにも，それらの存在は確認できなかった。

　しかし，チアミン分解耐熱性因子の存在は確認できた。この二子の活性は，傘にあるもの

を100とすると，担子胞子で150，茎，一次菌糸，二次菌糸で52～66で，前述のチアミン含

量の多い器官に大であることがわかり，興味深いものがあるが，この分解因子の存在と，チ

アミンの存在との間の因果関係については不明である。

　又，各器官で活性が異なることは，その因子の分布濃度の差によるものか，分解二子の本

体が異なることによるものかを明らかにするために，pH，温度，二丁金属イオン及び2，3

の化合物の影響を検討した所，共通点は多いものの，一部にばらつきがあり，特に，Mg2＋

が無添加区の活性を100とした場合，担子胞子のみ155と促進し，他は67～25と阻害した。

　これらのことから，エノキタケに存在するチアミン分解耐熱性因子は，その濃度が各器官

で異なることの外に，因子本体も複数ではないかとも推測された。この本体は，フラボノイ

ド系なのか，フェノール類なのか，あるいは，その他の化合物なのか8～10）についての検討は，

今後に残された。

　しかし，傘に存在するものを代表として，その性質を検討した所，経時的変化で，本実験

の条件下では，60分まで直線的にチアミンを分解し，50分で50％の分解能力があった。

　pHでは，6以上で活性1が認められ，　pHの増加で増大した。二言の金属イオンでは，　Cu2＋，

Co2＋，　Mn2＋，　Ag2＋で活性化され，著しい阻害金属は認められなかった。

　又，EDTA，システインによって阻害された。これらのことから，この分解反応には金属
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イオン及び酸化反応が要求されるものと考えられた。

　なお，温度では，40。C以上で分解活性を示し，温度の上昇とともに活性を増加した。

　次に，この分解因子によるチオクローム陰性化が，チアミンからSSB1へ転換するものか

どうかを検討するために，システイン添加によリチオクローム陽性化した比率を比較した所，

最大の担子胞子で65．2％，最少は二次菌糸で34．1％であった。したがって，SSB1への転換

は30～60％ぐらいあると見て良いと思われる。

　おわりに，人体への影響であるが，前述のように，人体温の37。C附近では，その分解活

性は殆んど見られないので体内での分解は心配ない。且つ，かりに調理加熱により分解があ

っても，最大で50％までであり，しかもそのうちの30～60％はシステインによるチアミンへ

の戻りが考えられるため，栄養上の障害は考えられない。

　エノキタケは，傘に多量のチアミンを含有する高チアミン含有食品であることに着屠した

い。

要 約

　エノキタケ（F㍍η捌読槻麗♂麗ψ8のの生活史を，担子胞子，一次菌糸，二次菌糸，子実

体として，それぞれに含まれるチアミンの量的，質的変化及び酵素的，非酵素的チアミン分

解因子について検討を行った。

　（1）　エノキタケは，多くのチアミンを含むが，生育段階によって著しい差があった。含量

は，担子胞子に最も多く，次いで子実体，この中で特に傘に多く，一次，二次菌糸に少なか

った。

　なお，子実体のチアミンは，生育につれて増加したが，担子胞子の落下に伴って減少した。

又，遊離型チアミンに比して，エステル型がいずれの段階においても多かった。

　（2）本実験の条件下では，エノキタケにチアミナーゼ王，工1：ともに，それらの存在が確認

できなかった。

　（3）エノキタケにチアミン分解耐熱性因子の存在を確認した。この因子は，pH　6．0，40。

C以上で活｛生が認められ，さらにCu2＋，　Mn2＋などで活性が促進されたが，検討範囲では，

著しい阻害金属イオンは認められなかった。一方EDTA及びシステインによって阻害され

た。

　（4）エノキタケの傘，茎，一次菌糸，二次菌糸，担子胞子に含まれるチアミン分解耐熱性

因子は，その分解活性及びその姓質にやや差異が認められた。

　本報告の一鶴は，昭和50年度日本農芸化学会で報告した。本研究に対し，御援助を戴いた

食：晶化学研究室黒沢辰一助教授，建石耕一教宮に対し厚く謝意を表します。
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   On the Thiamine in Flammulina velutipes

          and its Decomposition Factors

      By Akira SAKAI* and Takashi IIJIMA

Laboratory of Food Chemistry, Fac. Agric., Shinshu Univ.

                                Summary

   In this report, we investigated tke quantitative aRd qualitative relations of

thiamine among the basidiospore, the basidiocarps, the primary and secondary

mycelia in Flammzelina velutiPes, and its decomposition factors.

   The largest amount of thiamine was found in the basidiospore, the next one

was found in the basidiocarps.

   The primary aRd secondary mycelia, however, contained very little amount of

thiamine.

   Further, the content of thiamine in tke basidiocarps increased with a growth of

it, but decreased after the dropping of the basidiospore.

   The large amounts of ester-type thiamine rather than free-type one were det-

ected in each growth stage of tlte basidiocarps.

   Thiaminase I and ff in Flammulina velz{tiPes were not detected in our limited

experimental conditions.

   Finally, we observed the presence of the therrr}ostable factors of thiamine de-

composition in Flammulina velutiPes at each stage.

   The anti-thiamine activities of the thermostable factors in the basidiocarps were

accelerated uRder the condition of pH 6.0, temperature above 400C, addition of

Cu2+, Mg2', but were prevented by addition of EDTA and cysteine.

* Present address : Kaken Yakuka Kogyo Co., Ltd. Yamashina, Kyoto


