
ナメコ粘質物中の多糖構造に関する研究

　　〔ガラクツロン酸含有多糖の分離と同定〕

Structurul　studies　of　the　Polysaccharides　in　the

　　　　mucilage　of　Pholiota　Nameko

（lsolation　and　characterization　of　Galacturonic

　acid－containing　Polysaccharide）
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　ナメコ茸（Pholiota　Nameko）は，ブナの枯木などに群生することが多く，最近は人工栽

培も各地で行なわれている。その傘の表面は，きわめてなめらかなゲル状粘質物に覆われてい

るが，充分傘の開かない幼いものは，黄褐色を帯び，ナメコ汁，大根おろし和えその他広く食

用に供せられている。その特有の風味と舌ざわりは，表面の粘質物によると思われるので，そ

の組成，構造を調べる目的で，まず粘質物中の多糖類を分離精製した。

　以前に石沢1）は，粘質物中よりエタノール沈殿およびエーテル処理により，黄褐色繊維状の

粘質物と，灰白色粉末状の粘質物を得，冷水可溶性画分の多糖類から，マンノース，キシロー

ス，ガラクトースと，少量のフコース，グルコース，グルクロン酸およびオリゴ糖が検出さ

れ，熱水可溶性画分からは，以上の他に，リボースの痕跡が見られたと報告している。その後

槙2）は粘質物について再調査を行ない，温湯可溶，メタノール沈殿町分中の多糖から，ペーパ

ークロマトグラフィーおよび各種呈色反応を行なって，キシロース，アラビノース，ガラクト

ース，ガラクツロン酸を検出したと報告しているが，両者の間の構成糖の相違，また分画法の

相違なども考えられるので，著者らは今回，透析操作により低分子物質を除去し，メタノール

濃度差による分別沈殿，Dowex　50×2による除タンパク後，セチルピリジニウムクロライド

（C．P．　C．）により分画を試み，中性糖含有画分と酸性糖含有画分を得，各画分についてペーパ

ークUマトグラフィー，ガスクロマトグラフィー，更にアミノ酸分析をも行ない，若干の知見

を得たので報告する。

実験材料と方法

（1｝粘質物中よりCrude　Polysa㏄harides試料の調製
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　市販（豊岡農協産）のプラスチック製箱入りの幼いナメコ子実体を，約1如ずつ3倍容の

70。Cの温湯に一夜浸漬し，ガーゼを3重にして搾り，更に残渣のナメコに約2倍容の70。C温

湯を加えて一夜放置し，同様にしてこの操作を3回繰り返して，搾り汁を集め，東洋濾紙製

CellUlose　Powder　A（100～200　mesh）を濾層として吸引濾過し，微黄褐色半透明の粘液を得

た。なおこの際槙の方法に従って活性炭を加えて脱色を試みたが，無色とはならず，糖成分の

損失も考えられるので，この処理法は以後省くことにした。次に低分子物質を除く目的で，濃

縮した濾液をセルロースチューブに封じ，10倍容のイオン交換水に対して3回透析を行なっ

た。非透析性溶液を適当に濃縮して98％メタノールを，最終濃度がそれぞれ，20％，40％，60

％，80％となるように加えて分画を試みたが，分析の結果，20％と40％，60％と80％の画分で

は糖成分の著しい差異が認められなかったので，以後は50％となるようにメタノールを加えて

遠沈させ，メタノールとアセトンで洗って乾燥粉末化し，PNIとし，上清には過剰のメタノ

ールを加えて沈殿させ，PN　Iと同様の処理を行ってPN　llとし，それぞれCrude　Polysacc・

haridesの試料とした。

　PNIは黒褐色繊維状を呈し，乾燥物を粉砕するのは困難であり，その粉末は水に難溶であ

った。PNIは灰白色粉末状で，冷水にも比較的易溶であると思われた。

Fig　1．　Preperation　of　the　crude　Polysacharides　from　a　rnucilage　of　Pholiota　Nameko．

　　　　　　　　　　　　P．N．　Fruit　body

　　　　　　　　　　　　　　　　i
　　　　　Extracted　with　hot　water　（at　700C）　for　one　night

　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　Filtered　with　gause　and　cellulose　powder　A
　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　Filtrate　（pH3，5）

　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　Dialysed　against　water
　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　1”　’　’”　”v’一fi一’r
　　　　　D．F．
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（MeOH　Soluble　fraction）

　　　　　1
　　匙鰹墨些…壁
　　　　　i
Mixed　with　excess　MeOH

＿三態唖㎞・・甑
　　　　　　　　　　　I
　　　　　　　　　　Residue
　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　Washed　and　dried
　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　P．N．　ll
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　子実体1kgより

S・m・1・・1 o蹴｝糊・699霞叢。鷺｝…69％

S・m・le・
ﾑ鶏：：ll；・669援量1：1篶｝α366％

　（2）Crude　Polysa㏄harides（PN　I，PN　H）試料の検討

A）透析前後の溶液について糖およびタンパク質の減少量を検討した。糖の定量はグルコー

　ス，マンノースをStandardとしてオルシノール硫酸法3，を用い，タンパク質の場合は，ボ

　パインアルブミンをStandardとしてラウリー法4）を用いた。

　　同時に6N－HCI，100。　C，12時間加水分解を行ない，日立アミノ酸分析計KLA－2形によ

　りアミノ酸分析を試みた。

B）PNI，　Hを少量の水に溶かし，オルシノールー硫酸法を用いてヘキソーズの定量を，シ

　ステインー硫酸法5）を用いてペントースの定量を行ない，更にカルバゾールー硫酸法6）によ

　ってウロン酸を定量した。

C）PN　1，llの構成糖のP．　P．　C．は，2H－HCI，100。C，3時間加水分解し，　HC1を真空ポン

　プで充分除去したものおよび，2N－H2SO，，100。C，3時間，9時間，16時間加水分解して，

BaCOsで中和したものを，下記の濾紙，展開溶媒，発色試薬を用いて行なった。

　　Standardとしては，グルコース，フラクトース，マンノース，ガラクトース，キシロース，

　アラビノース，フコース，ラムノース，ガラクッロン酸，グルクロン酸を用いた。なお，同

　じ溶媒で2回展開することにより，Rf値の接近しているものの判別が可能となった。

濾　　紙

展開溶媒

東洋濾紙　％51

n－BuOH＊：Pyr＊：AcOH“：H20＝60：40：3：45

n－BuOH：AcOH：H20＝4：1：1および2：1：1

n－PrOH＊：EtOAc＊：H20＝6：1：3

iso－PrOH：H20＝4：1

　　発色試薬

　　還元糖　アルカリ性硝酸銀一アセトンreagent

　　Pentose　：　aniline　hydrogen　phtharate　reagent

　　uronic　acid　B．P．B．　reagent

　　N一含有物質　　Ninhydrine　reagent

D）ガスクロマトグラフィー（日立ガスクロマトグラフィーK53形，島津ガスクロマトグラフ

　ィ＿5APE形）

　PN　I，　llをそれぞれ2N－HCI，100。C，2時間加水分解し，　HCIを除去したものを，ビリジン

　＊　BuoH：Butanol，　Pyr：Pyridine，　AeOH：Acetic　acid，　PrOH：Propanol，　EtOAc：Ethyl　acetate
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のTailing防ぐために，山川らの方法7）に従ってTMS化したものをCC1‘に溶かして注入し

160。Cまたは180。Cにおいて中性糖のガスクロマトグラフィーを行った。更にウロン酸検出の

目的で，正田ら8，の方法を用い，N－TMCS，　BSTFAおよびTMCSを10：5：3の割合に加

えて注入し，140。Cにおいて施行した。　Standardとしては，　C）に用いたものと同様の単糖

を使用した。

E）グルクロン酸とガラクッロン酸の分離

　得られたウPン酸がグロクロン酸かガラクッロン酸かを再確認するために，M．　GeeとR．

M．McCreadyの方法9）を用いてペーパークロマトグラフィーを行った。即ちPN　I，　fiを

pH2に調製し，80。　Cで30分間加熱し，グルクロン酸，ガラクツロン酸，グルクロノラクトン

の標品と並べて濾紙にスポットし，EtOAc：pyr：H：20：AcOH＝5：5：3：1を展開溶媒と

し，

　1．　Aniline－trichioroacetic　acid　reagent　（for　Uronie　acid）

　2．　Hydroxamic　acid－Ferric　ion　reagent　（for　Lactone）

　3．　Saturated　basie　lead　acetate　reagent　（for　Galacturonic　acid）

などの発色試薬を用いて検出した。

　（3）Crude　polysa㏄harideの精製および分画

　先に調整したPN　1，　fiを少量の水にとかし，不溶部分は遠沈で除いて，上清をDowex

50×2（H＋form）column　1．9×66㎝を通して除タンパクを行ない，溶出液を集めてpHを6．6

に調整して，5％一C．P．C．を加え最終濃度を0．4％としてウロン酸を含むと考えられる画分

を沈殿分離し，

　　　　　　　Fig　2．　P田rificalion　and　fractionation　of　Crude　Polysaecharides．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PN　1　or　PN　ll
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　Passed　through　Dowex50×2　（H’form）　column　（1．gx66cm）　Eluted　with　Water

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　理墜t¢．（pH　3．5）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　Adjusted　to　pH　6．6，　mixed　with　5．Ooi　C．P．C．　（fival　concentrate　O．　496）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4000r．p．m．　，　for　20　min．

　　　　　　　　　　　　j　’…”一1　　　　　　　　　　ミupern壁即t．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sediment

　　　　　　　　　　　　l　　一．i　．　1　　　　　　　Mixed　with　excess　MeOH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　wasihed　anc　dried
　　　　　一．．　．．　…．一．mu．ELIr4．1．991・．p：t．：　fgf　20minb　lllN21E一：E2i　B　tr　g・b！一1！一：EN　ll－B

　　　　　l　’　””’一’r”’t’　’一一”一”’T　tl’

　　　Sup写照塗鮭　　　　　　　　　Sediment

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t
　　　　　　　　　　　　　　　Washed　and　drled
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　PN卜αor　PNH一α
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　　　5％C．P．　C．可溶画分をPN　I一α，　PN　ll　一cr

　　　5％C．P．　C．不溶画分をPN　I一β，　PN　ll　一β

とし，それぞれを②にしたがって分析に供した。

結 果

　1．Crude　polysaecharidesの調整

　PN温湯可溶子分をcellulose　powder　Aで戸別した濾液について，透析前後の糖およびア

ミノ酸（protein量）を定量した結果をTable　1．に示す。　Sample　1，2，3は材料の相違を表

わす。

　　　　　Table　1．　Propertion　of　Sugar　and　arnino　acid　（Protein）　in　each　fraction．

Sample　1

All　Sugar

　　　　　　　　　’
Before　dialysis（g）　］　4．69

After　dialysis　（g） 3．　47

蘭amino
acid
（Protein）

4．　72

O．　90

Sarnple　2

All　Sugar
All　amino
acid
（Protein）

Sample　3

Decrease　（％） 26

6．　84

3．　78

81 45

All　Sugar

All　am鉦｛o

acid
（Protein）

2．　77 2．　00 1．　42

O．　90

67

1．55

27

O．　83

42

　遊離の糖は平均約33％減少し，遊離のアミノ酸（Protein）は平均約63％減少した。

　糖の減少率に比べて，アミノ酸（Protein）は2倍近くも減少していることが確認された。

　また3回の透析により，殆んどの遊離アミノ酸（Protein）や遊離の糖が除去されたことが，

透析外液の定量値の比較により明らかとなった。

　2．PN　1，∬；PN　I一α，β；PN豆一α，β中におけるヘキソーズ，ペントース，ウロン酸の定量

を行なった結果をTable　2．に示す。ヘキソーズはマンノースとして，ペントースはキシP・一一

スとして，ウロン酸はガラクツロン酸として定量した。

　　　　　　　　　　　　Table　2．　Sugar　cen　tent　of　PN　fra¢tions．

Fraction Solubility

PNI

PNI－a

PNI－P

PN　ll

PN皿一α

PN　ll　一B

十

十
…
十

一

Uronic　acid（％）

11，　5

13，　6

15．　9

18．　3

15．4

21．　3

Hexose　（％）

75．　5

83．　6

79．　5

55．0

71．3

52．2

Pentose　（％）

12，　8

2．5

4．5

26．　2

12．　9

26．2
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3．各種展開溶媒，発色試薬を用いて行なったP．P．　C．の総合結果をTable　3．に示す。

　　　Table　3．　Sugar　component　of　PN　fractions　detected　by　Paper　chromatography．

i　Gal　A Gal Man Glc Ara

PNI

PN　I－cx

PN　1　一re

PN　ll

PN皿一α

PN皿一β

一

trace

i升
’一

柵 trace

一1－f一

一H一

trace

冊

trace

trace

trace

trace

xyl Fuc Rharn

”

十 trace

十 trace

十ト

十

trace

trace

　4．　ガスクロマトグラフィーは，山川らの方法と正田らの方法を用いて行なったが，ウロン

酸を除いて，ほぼ同様の結果が得られたので，正田らの方法によるものをTable　4．に示す。

いずれのFractionにもマンノースを含むので，マンノースのRetention　timeを1．00として

各PeakのRetention　timeを計算した。なおTable　4．の中のtは痕跡を示し，（＋），（一員），

（一斗．）などはPaekの高さを含有量として表わした。

　　　Table　4．　Sugar　component　of　PN　fractions　detected　by　Gas－lizuid　chromatography．

Ara

　NP

縦

β

「
｝
∬

困
最
羽

1
「
1
一
N覗

．
H
．

N．
一
P

β一．
H

N．
P

O
室
三
8
ヨ
一
　
〇
三
三
◎
の

出
O
o
　
Σ
一
軍
O
頃
．
出
O
o
］
Σ
1
硬
O
ゆ

t　　　t
O．40，　O．45i

　t
O．　45

　　　t
L一挙
　t　（＋）
O．40，　O．42

t　　　t
O．　39，　O．　44

t

O．　38

xyl Man ca Glc Gal　A

（＋）　（＋）

O．57，　O．75

（＋）　（＋）

O．　58，　O．　76

（＋）　（＋）

O．　57，　O，　75

（朴）（＋）
O．　57，　O．　75

（＋）　（＋）

O．　56，　O．　73

（一一）（卦）

O，　56，　O．　73

（一）

1．　00 繊彌
（一1十）　（＋）i

1．　00，　L　55

（什）（升）…

1．　00，　1．　55

　（辮）　1（十）　（→十）

　L　OO　ll．　as，　1．　55

（柵）　（帯）（十）　（惜）

1．　00　1．　5411．　24，　1．　54

（・日乾）　（什）

1．00，　1．53

？

（の
1．　53

盟1抵ll

（柵）GD
1．　44，　2．　42

（＋）　（＋）

1．　90，　2．　43

（＋）　（＋）

2．　07，　2．　38

Glc　A unkown

（一）

O　87

（＋）　（一）

O．　88，　3．　62

一一一一一一@
1

一　一1一一一一一
（一H一）

O．　88

（＋）

2．　97

　Authentic
　Sample　　　　　　O．38，　O．4310．59，　O．7611．OO，　1．5511．27，　1．55Ll．44，　2．40！1．94，　2．55　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．12，　3．19

　Table　4．の結果はP．　P．　C．の結果とよく一致していると思われる。なお，リボース，ラムノ

ース，フコースについても検討したが。リボースとアラビノース，ラムノースとキシロース，

更にフコースとキシe一スが，Retention　timeにおいてほぼ同値を示すので，これ等の存在

については確認できなかった。

　5．　アミノ酸分析

　透析前後の溶液を，ボバインアルブミンとして，一定量ずっとり出し，前述のごとく処理し
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てアミノ酸組成の概要を検討した結果を，Table　5．に示す。グルタミン酸を1．00として，各

アミノ酸のモル比を求めたものである。

　分析結果より，グルタミン酸，アスパラギン酸，グリシン，アラニンが比較的多量に含まれ

ていることが判明した。この表の他に，アルギニン，チロシンの痕跡が見られたが，ヒスチジ

ン，プロリンは認められなかった。

　　　　　　　　　　Table　5．　amino　acid　component　of　PN　fractions．

amino　acid Before　dialysis

Lysine

Ammonia

Aspartic　acid

Threonine

Serine

Glutamic　acid

Glycine

Alanine

Valine

Methyonine

Isoleucine

Leucine

Phenylalanine

O．　47

6．　87

O．57

O．　38

O．　42

1．　00

O．54

O．76

O．　30

O．　04

O．　21

O．　32

O．　08

After　dialysis

O．　34

2．　92

1．　08

O．　72

哩．

Noo－i
O．　95

1．19

0．　31

O．　05

O．　30

O．　47

O．　05

　6．　ウロン酸の検討

　PNI，皿の中に存在するウロン酸が，ガラクッロン酸であるか，グルクロン酸であるかを調

査するために行ったペーパークロマトグラムをFig　3．に示す。　spot付近の数値は，　Rf値を表

わす。

　Fig　3．はPN皿に含まれるウロン酸が，ガラクツロン酸であることを示している。またPN　I

にはウロン酸を含まないという他の分析結果を裏付けていると思われる。

考 察

〔1〕　ナメコ粘質物中の多糖構造に着目して，石沢，槙の方法を参考にし，更に透析操作を加

えることにより，アミノ酸，ペプタイド，単糖類，少糖類その他大部分の低分子物質を除去す

ることができた。またメタノール濃度による沈殿分画を試みて，PN　I，PN皿という異った2
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Fig　3．　Paper　chromatog　raphic　detection　of　uronic　acid　in　PN　1　，　ll
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皿：Detect量o皿of　Galacturonic　acid（Sa施1ated　Basic　lead　acetate　reagent）

十分を得た。P．P．C，，また今まで行われていなかったG．L．C．更に一般分析法により，　PNI

は，黒褐色繊維状で，水に対する溶解度がきわめて小さく　（温湯にはやや溶ける（グルコー

ス，マンノース，キシロースと少量のアラビノースを含むこと，またPNIは，灰白色粉末状

で，水に対する溶解度は，PN　1に比べてやや大きいが完全には溶けなかったこと，構成糖と

しては，ガラクトース，マンノース，キシU一一ス，ガラクツロン酸と少量のアラビノースを含

むことが確認された。

〔2〕PN　I，llをそれぞれDowex　50×2のカラムを通過させたところ，ボバインアルブミン

として定量した結果，相当量のタンパク質が除去されたと思われる。更にこれらをpH6．6に調

整し，5％C．P．C．による分画を試みたが，　PNIは予想した如く，不溶および，可溶画分共ほ

ぼ等しい構成糖からなり，水に対する溶解度にも差は見られなかった。これに反し，PNHは

明らかにガラクッロン酸を含まず，ガラクトースを相等量含み，キシロースは痕跡のみのPN

且一αと，ガラクッロン酸，キシロ・一スを相当量含み，ガラクトースは痕跡のみのPN皿一βに

分画された。
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〔3〕PN　I，Eを少量のPhosphate　Buffer（pH　7．5）に溶かし，同Bufferでeluteして，

SephadexG－100によるGe1－filtrationを行なった結果，いずれも分子量20万のblue　dextran

のpeakと大体同じ位置にOne　peakを持つelution　patternを示したことから，分子量が

約20万前後のPolysa㏄harideを含有するのではないかと想像される。しかし，これだけでは

勿論確定的なことはいえないので，今後，Sephadex　G－150，　G－200などにより再分画を試み，

更に濾紙電気泳動，超遠心などを行なって均一性を検討すべきであると思われる。

結 び

　ナメコ粘質物中の多糖類について，主に70。C温湯可溶画分を検討したが，主成分は，石沢

により検出され，槙の報告には見られなかったマンノースを多量に含む多糖類であろうと考え

る。更にこのものを分画した場合，50％メタノール不溶油分では，水解後の構成糖として，グ

ルコース，マンノース，キシロースが大半を占め，50％メタノール可溶画分ではマンノース，

ガラクトースが大部分で，ガラクツロン酸はこれに次ぎ，P．P．　C．およびG．L．　C．のクロマト

グラムからは，主成分とはいい難いいが，一般にポリウロン酸は水解されにくく，一方こわれ

易いことや，一部がメトキシル化していること，ポリマーのままの定量値などから，少くとも

全心値の20％以上は含有されているのではないかと思われる。その他，少量ながらアラビノー

スが各画分に存在していることが判明したが，フコース，リボースについては，存在の有無を

更に検：位して見る必要を感じる。また，実験の部では省略したが，PNI，H共冷水に不溶の画

分を0．5Nおよび1NのNaOHで抽出し，水解したものからは，　P．　P．　C．のクロマトグラム上，

グルコース，キシロースが検出され，これらはヘミセルロースであると考えられる。要する

に，ナメコ粘質物中の多糖類は，以前に石沢，槙により調査され，推定された如く，本実験か

らしても，ガラクツロン酸重合体のペクチン様物質と，ヘミセルロースの複合体からなり，こ

れらが水分を含んでゲル化して粘質物を形成しているものと思われる。ただ，石沢の場合はグ

ルクロン酸が含有されているのに反し，本実験では，槙の報告と同じく，ガラクツロン酸とし

て検出されたという点が異なっている。

　また以上に挙げた各画分の構成糖が，一般に高等植物細胞壁多糖成分としてよく知られてい

るものと著しく類似していることは興味深い。即ち，ペクチン様物質としては，アラビノガラ

クタンや，エステル化したガラクツロン酸基の長鎖に，ガラクトース，ラムノース，キシロー

スなどの側鎖のついているものが知られており，またヘミセルロースとしては，グルコース，

キシロース，アラビノース，ガラクトース，マンノースなどからなるホモまたはヘテログルカ

ンで，中性のものが多いが，ウロン酸を含む場合も知られている。

　今後，ガラクツロン酸を含有する，PN皿，H一βを更に精製分画して，均一な多糖を得，糖構
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造の詳細をきわめて行きたい。
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