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近年，地球温暖化や化石資源の枯渇問題を背景に，
再生可能なエネルギー源であるバイオマスを利用する
ことが，世界的な風潮である．バイオマス利用は食料
と競合することから，農作物非食用部や食品加工残渣
等の廃棄物系バイオマスを有効に利用する技術開発が
望まれている．この様なリグノセルロースを中心とし
たバイオマス利用の最大の問題点は，バイオマスを利
用する際にかかるコストが高いという点である．こう
した問題点を解決するために，バイオマスから複数の
化学製品を生産し，余すことなく利用することで，バ
イオ製品市場の拡大，収入の安定化，生産コスト低減
を実現すると同時に，新しい生産物を中心とした新規
事業展開を狙ったバイオリファイナリーという概念が
有望視されている．それゆえ，バイオマス中の特定の

成分のみを抽出，分離，分解する技術開発が必要であ
る．
製糖工場において甜菜より砂糖を絞ったカスとして
排出されるシュガービートパルプは，国内の年間発生
量が 20 万トンにも達する代表的な食品廃棄物の一つ
である1）．シュガービートパルプの構成成分は，乾重
量当たり，セルロースが 22‒30 ％，ペクチンが 24‒
32％，アラビナンが 24‒32 ％，リグニンが 3‒4 ％であ
る2）．構造の異なる多糖類をバランス良く含むことか
ら，多様な用途への利用可能性を検討し，バイオリファ
イナリーの技術開発を検討する上で良い材料である．
構成糖のうち，セルロースはグルコースを成分とする
ため，エタノール等への変換が期待される．一方，ペ
クチンやアラビナンはエタノールへの変換が困難な糖
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類であるが，柑橘類のペクチンはゲル化剤としてジャ
ム等の製造へ利用されており，シュガービートパルプ
のペクチンも増粘剤，ゲル化剤等への利用が期待され
る．また，アラビナンを構成する L‒アラビノースは
砂糖に似た甘さを持つ糖であり，体内に吸収されにく
い上3），砂糖と同時に摂取した場合には腸内シューク
ラーゼの活性を阻害し，腸管からの砂糖の吸収を抑制
する機能を持つことから4），ダイエット食品としての
用途が期待されており，アラビノースを有効成分とす
る特定保健健康食品も市場に出回っている．
担子菌はその多くが木材腐朽菌として知られ，リグ

ノセルロースを単独で完全分解できる唯一の生物であ
る．木材腐朽菌という名の通り，担子菌による木材の
分解に関する研究は精力的に行われているが，同じセ
ルロース性のバイオマスであるにもかかわらず，農作
物非食用部などの草本性バイオマスの分解に関する研
究例は少ない．
本研究では担子菌が有する優れたバイオマス分解能

を草本性バイオマスの利用に役立てるため，シュガー
ビートパルプを高効率で分解可能な担子菌の選抜を行
い，得られた担子菌のシュガービートパルプ分解メカ
ニズムを解明することを目的として検討を行ったので
報告する．

実験方法

1．実験材料および試薬
供試菌類として，表 1 に挙げる食用担子菌類 12 種
類を用いた．ヤマブシタケ（Hericium erinaceum）は，
富山県林業技術センター保存株を用い，その他の株は

独立行政法人製品評価技術基盤機構より取り寄せたも
のを用いた．シュガービートパルプは，北海道糖業株
式会社から供与頂いた．PNP 基質は，シグマアルド
リッチ社（St. Louis, MO）から購入した．D‒グルコー
ス，L‒アラビノース，D‒グルクロン酸は，和光純薬
株式会社から購入した．

2．試験管培養によるシュガービートパルプ分解
菌の選抜

あらかじめ秤量した試験管にシュガービートパルプ
0.5 g と蒸留水 1.5 ml を入れ，オー ト ク レ ー ブ 滅 

菌（121℃，20 分）した後，PDA プレートで生育させ
た担子菌を直径 1 cm にくり貫き，培地ごと接種した．
これを 22℃，70 日間，暗所で静置した後，凍結乾燥し，
秤量した．また，コントロールとして，担子菌を接種
せず，同様の実験を行った．得られた質量より，次式
で質量残存率を求めた．
質量残存率（％ )＝W/W0 x 100

W: 培養後の質量
W0: コントロールの質量

3．シュガービートパルプを基材としたヤマブシ
タケのボトル培養

プランタン角形容器（SIBATA）にビートパルプ 20 
g と 蒸 留 水 60 ml を 入 れ，オ ー ト ク レ ー ブ 滅 菌
（121℃，20 分）し た 後，ヤ マ ブ シ タ ケ Her‒ 1 株 

と Her‒14 株をそれぞれ接種した．これを 25℃，57 日
間，暗所で静置培養した．得られた菌床に，氷冷した
100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 6.0）を 30 ml 加え，
6℃で 30 分間撹拌した．その後，グラスフィルターを

番号 和名 学名 株
1 ツクリタケ Agaricus bisporus NBRC 30774
2 キクラゲ Auricularia polytricha NBRC 30778
3 エノキタケ近縁種 Flammulina populicola NBRC 7777
4 エノキタケ Flammulina velutipes NBRC 7663
5 エノキタケ Flammulina velutipes NBRC 33210
6 ヤマブシタケ Hericium erinaceum Her‒1
7 ヤマブシタケ Hericium erinaceum Her‒14
8 シイタケ Lentinula edodes NBRC 30719
9 ナメコ Pholiota nameko NBRC 6141
10 エリンギ Pleurotus eryngii NBRC 32798
11 ヒラタケ Pleurotus ostreatus NBRC 30776
12 ニオウシメジ Tricholoma giganteum NBRC 31860

表 1　使用菌株
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用いて吸引濾過した．この操作を 3 度繰り返し，得ら
れた残渣を凍結乾燥した後，残渣の質量を秤量した．
また，3 度の洗浄で得られたろ液を回収し，混合した
ものを粗酵素液とした．

4．成分分析
ウィリーミルにより粉末化した試料約 20 mg に，

72 ％（v/v）硫酸 450μl を加え，よく混合した後，
蒸留水 8.05 ml を加えて沸騰水中（100℃）で 2 時間
加水分解した．その後流水で室温まで冷却し，1.5 ml 

蒸留水を加えた．そこから 1 ml 分取し，9 ％（w/w）     
NaOH 溶液を 595μL 加えて中和し，メスフラスコで
20 ml に定容し，硫酸加水分解液とした．硫酸加水分
解液中のヘキソース量は，D‒グルコースを標準物質
としたアンスロン硫酸法5）により測定した．ペントー
ス量は，L‒アラビノースを標準物質としたオルシン‒
Fe3+‒塩酸法6）により測定した．ウロン酸の量は，D‒ガ
ラクツロン酸を標準物質とした m‒ヒドロキシビフェニ
ル法7）により測定した．また，リグニン含量は，アセ
チルブロマイド法8）により測定した．本分析における
リグニンの吸光係数は，ε・＝ 20.0091 g－1cm－1とした．

5．酵素活性測定
PNP 基質の分解活性は，各基質からの PNP の遊離

量を定量することにより測定した．酵素反応は，2 
mM PNP 基質 50 μ l と 100 mM リン酸カリウム緩衝
液（pH 6.0）40 μ l の混合液を 45℃で 5 分間予熱した
後，10μl の酵素液を加え，45℃で 10 分間反応した．
反応停止は 0.2 M の炭酸ナトリウム水溶液を 100μl

加えることにより行った．本反応液の 400 nm におけ
る吸光 度 を 測 定 し（ε400＝17.1 mM－1cm－1），PNP 

基質から 1 分間に 1 μ mol の PNP を遊離する酵素活
性を 1 ユニット（U）とした．

6．走査型電子顕微鏡（SEM）観察
凍結乾燥した試料を 5 mm 角に切り，厚さ 300 nm

になるように金蒸着した．この試料を走査型電子顕微
鏡（JEOL 製  SCANNING  MICROSCOPE  JSM‒5200）
を用いて，印加電圧 10 kv，作動距離 25 mm の条件下
で観察した．

実験結果および考察

1．シュガービートパルプ分解性に優れた食用担
子菌の選抜

表 1 に示した担子菌をシュガービートパルプと水の
みを入れた試験管内で培養し，その生育を調べた（図
1）．生育の度合いは培養している試験管を凍結乾燥
し，その重量減少を測定することで評価した．その結
果，シュガービートパルプに生育できる菌とできない
菌が顕著に区別された．また，興味深いことにヤマブ
シタケ Her‒14 株では子実体が観察された（図 2C）．
シュガービートパルプ中にはアラビナンが多量に含ま
れるが2），その構成糖である L‒アラビノースは真菌類
によりアラビトールと呼ばれる糖アルコールに変換さ
れる9）．子実体形成法として一般に行われている食用
菌の低温処理が，菌体内のアラビトール含量を増加さ
せること10），また，ヤマブシタケの菌体内のアラビトー
ル含量が子実体収穫後に著しく減少すること11）等，子
実体形成とアラビトールには密接な関係があることが
示されており，本研究において，培養過程で子実体の
形成が観察されたのは，ビートパルプからアラビトー
ルが形成され，子実体の形成が促進されたことが原因
と考えられた．
ヤマブシタケは中国では「猴頭茹」（ホウトウクウ）
とよばれ，熊の手・ナマコ・フカヒレとともに四大山
海珍味の一つとして知られており，昔から珍重され，

図１　食用担子菌を用いたシュガービートパ
ルプ分解菌の選抜
食用担子菌を，シュガービートパルプを単一
の栄養源とする培地で 70 日間試験管培養し，
重量減少を測定した．菌種番号は，表 1 の番
号に準ずる．実験は 2 連で行い，その平均値
を記載した．
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宮廷料理に用いられている付加価値の高いキノコであ
る．キノコ栽培をバイオマス利用工程に組み込むこと
ができれば，バイオリファイナリーの一環として大い
に役立つことが期待されることから，本研究ではシュ
ガービートパルプの高い分解性に加えて，子実体の
形成が観察されたヤマブシタケ Her‒14 株を用いて更
に詳細な実験を行うこととした．また，同菌種間での
分解特性の差異を明らかにするため，ヤマブシタケ 

Her‒1 株も以後の実験に用いた．

シュガービートパルプへの生育の可否はシュガー
ビートパルプに含まれる多糖を分解できる担子菌とで
きない担子菌の別であると考えられた．甜菜は双子葉
植物であることから，その細胞壁構造は単子葉植物と
は大きく異なり，その分解に関与する酵素は単子葉植
物の細胞壁を分解する酵素とは異なると予想される．
そのことを証明する為に，ヤマブシタケ Her‒1 株及び
Her‒14 株を同条件下で，サトウキビバガス，イナワラ，
シュガービートパルプへの生育を調 べ た（図 2）．両
菌ともに予想通りシュガービートパルプのみに生育し
た（図 2）．このことから，ヤマブシタケは双子葉植
物の細胞壁を特異的に分解可能であることが示唆され
た．
ヤマブシタケ両菌株では，どちらもシュガービート
パルプを分解していたものの，菌床の形態は大きく異
なっていた．両菌の質量減少は同程度だったにも関わ
らず，図 2B に見られるように，Her‒1 株の菌糸はバ
イオマスに這うように生育し，バイオマスの嵩高さの
低下が見られたのに対して，Her‒14 株では菌糸がバ
イオマス全体を覆うように著しく成長した（図 2C）．
両菌の分解挙動の差異を詳細に調べるため，それぞれ
の菌床を SEM により観察したところ，分解挙動に形
態的な差異は観察されなかった（図 3B，C）．これら
の菌床を未分解のものと比較したところ，共に著しい
分解跡が見られたことから，両菌株ともにシュガー
ビートパルプ分解菌として適したものであると考えら
れた．

2．ヤマブシタケによるシュガービートパルプの
分解

ヤマブシタケ Her‒1 株および Her‒14 株によるシュ
ガービートパルプの分解特性を明らかにするため，そ
れぞれの菌をビートパルプ上で 57 日間培養し，主要
成分の分析を行った．各菌に対して同組成の培地を 2

つ調製し，同条件で培養した後，質量減少を測定した．
その結果，ヤマブシタケ Her‒1 株の質量残存率は，そ
れぞれ 43.2 ％，28.8 ％であり，ヤマブシタケ Her‒14 
株においては，それぞれ 45.6 ％，45.9 ％であった．
得られた菌床の主要成分を解析した結果を図 4に示し
た．未分解のシュガービートパルプの成分含量に基づ
き，それぞれの菌床における各成分の残存率を算出
した．ヤマブシタケ Her‒14 株では，ヘキソース含有
多糖が最も分解されたのに対し，ヤマブシタケ Her‒
1 株においては，ペントース含有多糖の優先的な分解

図２　ヤマブシタケ Her‒１株および Her‒14 株に
よる各種バイオマスの分解挙動
ヤマブシタケを，バガス，イナワラ，シュガー     

ビートパルプを単一の栄養源とする培地で 70 日  

間試験管培養した．（A）未分解サンプル，（B）ヤマ
ブシタケ Her‒1，（C）ヤマブシタケ Her‒14．
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が観察された．既往の研究において，ビートパルプ中
の主要なヘキソースは，セルロース由来のグルコース
であり，主要なペントースはアラビナン由来のアラビ
ノースであることが示されている12） 13）．したがって，
ヤマブシタケ Her‒14 株はセルロースを優先的に分解
し，ヤマブシタケ Her‒1 株においては，アラビナンの
分解が優先的であると考えられた．また，同程度の質
量残存率を示した両菌株の菌床中のリグニン量を比較
したところ（図 4A, C, D），いずれの菌床においても
多糖に比べ，リグニンの残存率が高かったが，ヤマブ
シタケ Her‒14 株と Her‒1 株では Her‒1 株のリグニン
残存率が低かったことから，ヤマブシタケ Her‒1 株は 

Her‒14 株と比較し，より高いリグニン分解能を有し
ていると考えられた．さらに，ヤマブシタケ Her‒1 株
の場合，分解が進むにつれ，ヘキソース，ペントース，
リグニンの残存率が減少したものの，ウロン酸の残存 

率 に 変 化 は 見 ら れ な か っ た（図 4A, B）．ビート
パルプ中の主要なウロン酸は，ペクチン中のガラクツ
ロン酸であることから12），本菌は培養初期にペクチン
を分解するものの，培養後期にはペクチン分解能は低
下することが示唆された．

3．ヤマブシタケがシュガービートパルプ分解時
に分泌する糖質加水分解酵素

菌床の成分分析により，ヤマブシタケ Her‒1 株と
Her‒14 株はシュガービートパルプ中の異なる成分を
選択的に分解することが示唆された．そこで，両菌が
シュガービートパルプ分解時にどの様な糖質加水分解
酵素を生産するか解析を行った．100 mM リン酸カリ
ウム緩衝液（pH 6.0）により，菌床からタンパク質の
抽出を行い，その抽出液中の酵素活性を PNP 基質を
用いて測定した（図 5)．全ての菌床由来の抽出液中で，
PNP‒α‒D‒ガラクトピラノシドに対する高い分解活性
が観察された．一般に，多くの糸状菌は，固体培養系
で大量のα‒ガラクトシダーゼを生産することが報告
されている14）～17）．よって，本研究で観察された PNP‒
α‒D‒ガラクトピラノシドに対する高い活性は，固体
培養の影響を反映したものであると思われる．また，

図３　SEM によるヤマブシタケ Her‒1 株および
Her‒14 株のシュガービートパルプ菌床の
観察
ヤマブシタケをシュガービートパルプを単一の
栄 養 源 と す る 培 地 で 70 日 間 試 験 管 培 養 

し，SEM 観察を行った．（A）未分解サンプル，
（B）    ヤマブシタケ Her‒1，（C）ヤマブシタケ Her‒    
14．

図４　ヤマブシタケ Her － 1 株および Her‒14 株
のシュガービートパルプ菌床の成分組成
（A）ヤマブシタケ Her‒1株菌床 重量残存率 43.     

2 ％，（B）ヤマブシタケ Her‒1株菌床　重量残存 

率 28.8 ％，（C）ヤ マ ブ シ タ ケ Her‒14 株 菌 床    

重量残存率 45.6 ％，（D）ヤマブシタケ Her‒14 　株
菌床　重量残存率 45.9 ％．
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シュガービートパルプは砂糖の絞りカスであるが，
微量のシュークロースやラフィノース等が含まれてお
り，これらの糖がα‒ガラクトシダーゼを誘導した可
能性もある．α‒L‒アラビノフラノシダーゼ活性も全
ての抽出液で観察されたが，ヤマブシタケ Her‒1株に
おいては，最も主要な酵素であった．この結果は，本
菌の菌床の成分分析により観察されたアラビナンの優
先的分解（図 4A および B）と一致する結果である．
また，PNP‒β‒D‒ガラクトピラノシドに関しても，ヤ
マブシタケ Her‒1 株で高い活性が観察された．一方，
ヤマブシタケ Her‒14 株の抽出液では，Her‒1株のも
のと比較し，PNP‒β‒D‒グルコピラノシドおよび PNP‒
β‒D‒セロビオシドの活性が高いことが明らかとなっ
た．これは図 4C および D で観察されたセルロースの
優先的分解を裏付ける結果である．したがって，ヤマ
ブシタケ Her‒ 14 株は，Her‒ 1 株と比較し，高いセル
ロース分解能を有していると推察される．
ペクチンの分解においてはエンド型のエンド‒ポリ

ガラクツロナーゼが主要な役割を果たすことが知られ
ているが 18），今回試験した基質ではペクチン主鎖を
分解する活性を測定できなかった．しかしながら，ペ
クチンの側鎖の構成糖であるα‒L‒ラムノシダーゼ活
性が検知されなかったことから，ヤマブシタケ両菌株
はペクチンをあまり分解できない可能性が高い．実際
に，成分分析の結果より，ガラクツロン酸の残存率は，
分解が進行してもほとんど変化が見られなかった（図 

4）．このことはヤマブシタケを用いてシュガービート
パルプよりペクチンのみを選択的に抽出できる可能性
を示唆している．
本研究では，シュガービートパルプのバイオリファ
イナリーの可能性を検討するために，シュガービート
パルプ分解菌としてヤマブシタケ 2 株（Her‒1 株およ
び Her‒14 株）を選抜した．両菌共に，シュガービー
トパルプを高度に分解したが，ペクチンの分解能は低
かった．また，両菌によるシュガービートパルプの分
解パターンは異なっており，Her‒1 株ではアラビナン
を優先的に分解し，Her‒14 株ではセルロースがより
多く分解された．これらの事実は本研究で選抜した 2

種類のヤマブシタケを用いて，シュガービートパルプ
に含まれるセルロース，アラビナン，ペクチンを分画
できる可能性を示唆しており，シュガービートパルプ
のバイオリファイナリーに有用であると考えられる．
また，担子菌をシュガービートパルプに生育させるこ 

とで特段の処理をすることなく，容易に子実体を形成

　  図５　ヤマブシタケ Her‒1 株および　　　
　　Her‒14 株の PNP 基質分解活性

（A）ヤマブシタケ Her‒1  株菌床　重量残存率 43.2 ％，
（B）ヤマブシタケ Her‒1  株菌床　重量残存率 28.8 ％，
（C）ヤマブシタケ Her‒14 株菌床　重量残存率 45.6 ％，
（D）ヤマブシタケ Her‒14 株菌床　重量残存率 45.9 ％，
1. PNP‒α‒D‒Glucopyranoside, 2. PNP‒β‒D‒Glucopyr‒ 
anos ide ,  3 .  PNP‒β‒D‒Cel lob ios ide ,  4 .  PNP‒β‒D‒
Lactoside, 5. PNP‒α‒D‒Xylopyranoside, 6. PNP‒β‒D‒
Xylopyranoside,  7.  PNP‒α‒L‒Arabinofuranoside, 8.   PNP‒
α‒L‒ Arabinopyranoside, 9. PNP‒ β‒L‒Arabinopyranoside, 
10 .  P N P‒α‒D‒G a l a c t o py r a n o s i d e ,  11 .  P N P‒α‒D‒ 
Galactopyranoside, 12. PNP‒α‒L‒Rhamnopyranoside, 13. 
PNP‒α‒L‒Fucopyranoside, 14. PNP‒β‒D‒Fucopyranoside, 
15 .  P N P ‒α‒D‒M a n n o py r ‒a n o s i d e ,  16 .  P N P ‒β‒D‒
Mannopyranoside, 17. PNP‒β‒D‒Glucuronide, 18. PNP‒β‒
D‒Galacturonide.
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できたことは付加価値の高いキノコであるヤマブシタ
ケをシュガービートパルプのバイオリファイナリーに
組み込める可能性を示唆している．以上の様にヤマブ
シタケはシュガービートパルプの利用に有用な菌であ
り，今後の研究の進展により，アラビノース，ペクチ
ン，キノコ等の産物で，利益を得ながら，残ったセル
ロースから安価にバイオエタノールを生産するシステ
ムが構築されることが期待される．
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要　　約

シュガービートパルプを効率的に分解する食用担子
菌を探索し，ヤマブシタケ Her‒1 株および Her‒14 株
を選抜した．これらの菌をシュガービートパルプに
57 日間生育させ，成分分析に供したところ，Her‒1株
ではアラビナン，Her‒14 株ではセルロースが優先的
に分解された．両菌の菌床から酵素を抽出し，PNP 基
質に対する活性を測定した結果，Her‒1 株では PNP‒
α‒L‒アラビノフラノシドに対する活性が高く，Her‒
14 株では，Her‒1 株と比較し，セルロース分解酵素が
多く生産されていた．さらに，いずれの抽出液におい
ても，ペクチンの成分である L‒ラムノースの結合を
分解する活性である PNP‒α‒L‒ラムノピラノシドの分
解活性は検知されなかった．これらのことは Her‒1 株
および Her‒14 株の 2 種類のヤマブシタケを用いて，
シュガービートパルプに含まれるセルロース，アラビ
ナン，ペクチンを分画できる可能性を示唆しており，
ヤマブシタケがシュガービートパルプのバイオリファ
イナリーに有用であると考えられた．
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