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論 文 内 容 の 要 旨

きの こに含まれる呈味成分は、きのこのおいしさに関わる化学的

要因として、また、きのこの食品栄養学的な有用性を知るために

も重要であると考えられている。きの こに含まれるうま味成分と

してはグアニル酸(5'-GMP)が よく知 られているが、本成分と相

乗的に作用 し、うま味が増強され るグルタミン酸 も比較的多 く含

まれてお り、その他にも呈味性のアミノ酸であるアラニン等 も含

まれている。また近年、生理活性 を有する機能性アミノ酸 として

注目されるようになったオルニチンや γ一アミノ酪酸(G超A)と

いった非タンパク質性アミノ酸 も多く含有していることが報告さ

れて いる。しか し、食用きのこにおけるこれ らの成分の含量につ

いては詳細に検証 された例は少なく、日本栄養 ・食糧学会が公表

して いるアミノ酸組成データベース においてもきのこ類 として

情報の公開がされてはいるものの、文献ごとに含量の表記が統一

されてお らず、また、機能性アミノ酸の含量についても他の食品

と比較 し、その位置付けにあるかについては明らかでない部分 も

多い。

GABAは 自然界に広 く分布 してお り、中枢神経では抑制性神経伝

達物質 として作用 し、血圧上昇抑制、利尿作用、ス トレスの緩和、

糖尿病の予防 といった様々な効果が期待される機能性食品素材の
一種である。GABAは 、生体内においてグルタミン酸デカルボキシ

ラーゼ(GAI))に よりグルタミン酸のα一カルボキシル基が脱炭酸

され生成することが確認されている。これまでに哺乳動物、高等

植物、細菌な どの様々な生物種由来のGADが 精製され、その性質

について報告 されている。きのこにおいてもGABA蓄 積 とGAD活 性

の関連性を調べることで、GABA含 量とGAD活 性を制御し、商業的

にきのこの価値 を向上させ ることができる可能性があるが、食用

きの こを含む担子菌由来のGAI)についての報告はいまだない。

そ こで本研究では、食用きのこ中に含まれる機能性アミノ酸の
一・種であるGABAに 着目し、食用きのこ中のGABA含 量を明 らかにす

ると共にGABA生 合成に関与する酵素としてGADを 精製 し、その性

質を明らかにした。



きのこの ミ

市販の食用きのこ9種 類(エ ノキタケ、エ リンギ、シイ タケ、

タモギタケ、ツクリタケ、ナメコ、ブナシメジ、ホワイ トブナシ

メジ、マイタケ)を 用いて、GABA含 量と近年注 目され るように

なったアンモニア解毒作用、成長ホルモ ンの分泌促進、コラーゲ

ン合成促進、免疫力の向上 といった様々な活性を有するオルニチ

ンの含量を明 らかにした。その結果、各きのこのアミノ酸含量 を

乾燥重量100g当 た りに換算 し比較 したところ、エノキタケがきの

こ類の中で最 も高いGABA含 量を示 し、9種 類全てのきの こが一般

的にGABAを 多 く含む と言われている トマ トなどの食品 と比較 して

同等もしくは高い値を示 した。オルニチンにおいても、ブナシメ

ジ(白)が きのこ類の中で最 も高い含量を示 し、ほとんどのきの こ

がオルニチンを多 く含む代表的な食材と言われているシジミと比

較 して同等もしくは高い値 を示す ことを明らかにした。

きのこ ル ミン'カ ル小 シー一ゼの 、

きのこに含まれるGADの 特性を明 らかにするため、GAD酵 素を精

製 し、その性質について調べた。9種 類の食用きのこを用いて、

きの こ中のGAD活 性と局在性について調べた結果、マイタケのGAD

で調製 した破砕液の上清でのみ安定 して活性が確認できた。検討

したきのこの中で最 もGABA蓄 積量の高いエノキタケにおいて最 も

高いGABA生 成が確認されたが、GAD精 製のために調製 した破砕液

の上清に活性が認め られず、沈殿で強い活性が確認できた。これ

らの結果より、それぞれ酵素の局在性が異なるエノキタケ とマイ

タケを用いてGADの 精製を試み、その特性について検討 した。

1.マsル ミン.rル ・・ シ ー一ゼの 主 ど

市販マイタケ(Grrfolafrondosa)子 実体を50mM酢 酸バッ

ファー(pH4.0)と 共に破砕後、遠心分離によ り得 られた上清 を

硫安塩析、疎水性クロマ トグラフィー、イオン交換クロマ トグラ

フィー、ゲル濾過を用いて精製し、収率1.24%、 精製倍率ll.9倍

で、電気泳動的に単一の酵素を得た。精製酵素の分子量はSDS-

PAGEよ り約42000、HPLC-GPCよ り約97000で あった ことか ら、本

酵素は二量体であることが示唆された。最大活性はpH3.5で37℃

の と き に観 察 され 、pH2.5-5.5でGAD活 性 は 安 定 で あ った 。G.

frondosaよ り精 製 したGADは 、L一グル タ ミ ン 酸 で の み 特 異 性 を示

した 。 酵 素 の 血 は7.5酬 で 、 吻8滋 ま450μmlmin-'で あ った 。 酵

素 活 性 はHg+とAg+よ り著 し く阻 害 され た(0%、32%)。GADのN一 末 端

ア ミ ノ酸 配 列 を解 析 し た 結 果 、 既 知 の タ ンパ ク 質 に高 い 相 同性 の

あ る もの は 認 め られ な か っ た 。

2.エ ノ タ 由aル タ ミ ン ーカ ル し 一一 ゼ の と'

市 販 エ ノ キ タ ケ(.//!/〃nave!v〃pes)子 実 体 を用 い 、GAD

活 性 の 破 砕 上 清 へ の 溶 出 方 法 を4種 類 の 可 溶 化 剤 を 用 いて 検 討 し

た と こ ろ 、非 イ オ ン界 面 活 性 剤 で あ る ポ リオ キ シ エ チ レ ン(9)

オ ク チ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル(lgepalCA-630)で の み 沈 殿 に 残 留

して い たGADが 上 清 に 溶 出 す る こと が確 認 で き た 。 この こ と か ら、

子 実 体 破 砕 後 、 遠 心 分 離 よ り得 られ た 沈 殿 をIgepalCA-630を 含

む 破 砕 液 で10回 洗 浄 して 得 られ た 上 清 を 集 め 、 限 外 濃 縮 に よ り調

製 した 酵 素 液 でSDS-PAGEを 行 った と ころ 、27kDa付 近 にGADと み

られ る バ ン ドが 確 認 で き た 。 ま た 、 残 渣 を 酵 素 試 料 と して..::一

の 性 質 を検 討 した と ころ 、 最 大 活 性 はpH6で28℃ の と き に 観 察 さ

れ 、pH2-5でGAD活 性 は安 定 で あ っ た 。F.ve!a〃pesよ り部 分 精

製 したGADは 、L一グ ル タ ミ ン酸 で の み 特 異 性 を示 した 。 酵 素 のKID

は4.85副 で 、 吻ヨ嘉ま0.86pgmirlで あ っ た 。 酵 素 活 性 はCuz+

Hg2+、Ag+よ り著 し く 阻 害 され た(20%、25%、0毘)。



論 文 審 査 結 果 の 要 旨

本 申請者は本学位論文において、食用きのこ中に含まれる機能性 ア

ミノ酸の一種であるGABAに 着目し、食用きのこ中のGABA含 量を明 ら

か にすると共 にGABA生 合成に関与する酵素 としてGADを 精製 し、そ

の性質を明 らかにしている。

申請者は先ず、食用きのこの機能性アミノ酸含量を明らかにし、そ

の他の食品 と比較するため、市販の食用きのこ9種類(エ ノキタケ、

エ リンギ、シイタケ、タモギタケ、ツクリタケ、ナメコ、ブナシメ

ジ、ホワイ トブナシメジ、マイタケ)を 用いて、GABA含 量 と近年注

目されるようになったアンモニア解毒作用、成長ホルモンの分泌促

進、コラーゲ ン合成促進、免疫力の向上といった様々な活性 を有す

るオルニチンの含量を明 らかにした。その結果、エノキタケがきの

こ類の中で最 も高いGABA含 量を示すとともに、測定した全てのきの

こが一般的にGABAを 多 く含む と言われている トマ トなどの食品と比

較 して同等もしくは高い値を示すことを明らかにした。またオルニ

チ ンにおいても、ブナシメジ 伯)が きのこ類の中で最も高い含量を

示 し、ほとんどのきのこがオルニチンを多く含む代表的な食材と言

われているシジミと比較して同等 もしくは高い値を示す ことを明 ら

かにした。

上記の結果を受け、申請者はきのこに含まれるGADの 特性を明 らか

にす るため、破砕液の上清で安定 して活性が確認できるマイタケ

(Grifolafrondosa)のGADと 検討 した中で最 もGABA蓄 積量の高 くGAD

活性 も高いが破砕沈殿で強い活性が確認できエノキタケ

(F/ammU〃naFθ/〃 〃pes)の 酵素の局在性が異なるきのこを用いて

GADの 精製を試み、その特性について検討した。

マイ タケ子実体を50mM酢 酸バッファー(pH4.0)と 共に破砕後、遠

心分離により得 られた上清を硫安塩析および各種クロマ トグラ

フィーを用いて収率1.24%、 精製倍X11.9倍 で、電気泳動的 に単一

のGAD酵 素を得た。精製酵素の分子量はSDS-PAGEよ り約42000、

HPLC-GPCよ り約97000で あった ことか ら、本酵素は二量体であるこ

とが示唆された。最大活性はpH3.5で37℃ のときに観察され、pH

2.5-5.5でGAD活 性は安定であった。 また、精製 した酵素は、L一グル

タミン酸のみを基質とするGADで あること、L一グルタミン酸に対す

Kmは7.5酬 で、 吻∂滋ま450μmolmir1で あること、gg+とAg+よ り著

しく阻害され ること(0%、32%)を 明らかにした。酵素のN一末端アミ

ノ酸配列について も解析を行ったが、既知のタンパク質に高い相同

性のあるものは認められなかったとしている。

エノキタケについては、破砕後の上清に活性が見 られないため可溶

化剤を用いて沈殿か らの活性の回収を検討した ところ、非イオン界

面活性剤であるポリオキシエチレン ⑨ オクチルフェニルエーテ

ル(IgepalCA-630)に よりGADの 一部が上清に溶出することが確認

できた。 このことか ら、子実体破砕後、遠心分離よ り得 られた沈殿

をIgepalCA-630を 含む破砕液で処理 し得 られた上清を集め、限外

濃縮により調製した酵素液でSDS-PAGEを 行ったところ、27kDa付 近

にGADと み られるバン ドが確認 している。また、破砕沈殿を酵素試

料として酵素の性質を検討 したところ、最大活性はpH6で28℃ のと

きに観察され、pH2-5でGAD活 性は安定でることを明らかにしてい

る。F.ve!utrpesよ り部分精製 した酵素 もレグルタミン酸のみを基

質とし酵素のKmは4.85酬 で、 吻8罰ま0.86ugmir1で あり、Cunt

Hg2+、Ag+よ り著 しく阻害 される(20%、25%、0%)こ とを明らかにし

た。

よって、本論文は博士(農 学)の 学位論文として価値あるものと認

める。なお、審査にあたっては、論文に関する専攻内審査および公

聴会な ど所定の手続きを経たうえ、平成25年2月8日 、農学研究

科教授会において、論文の価値な らびに博士の学位を授与される学

力が十分であると認められた。


