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　Immunotitration 　experiments 　using 　the　specific 　 antibody 　which 　was 　raised 　 against 　 the　 intra−

cellular 　lipase　purified 　from 　Rhizopusゴaponicus 　NR400 （M ．　Suzuki　and 　M 　Mizugaki ：J．　Biochem り

100，1207 （1986））demonstrated 　the　 existence 　 of　 another 　lipase　in　the　 lipase　 preparation　 from

the　same 　microorganisms ．　The 　extracellular 　lipase，　which 　was 　mainly 　follnd　in　the　culture 　filtrate，

had　an　optimum 　pH 　between　4　and 　6．　About 　75％ of 　its　activity 　remained 　after 　the　heat　treat−

ment 　 at 　500C　for　15　minutes 　at 　pH 　7，2，　 and 　its　activity 　 s　Iightly　increased　in　the　presence 　 of

lmM 　ferrous　ion．　 The 　 extracellular 　lipase　 as 　 well 　 as 　the　intracellular　lipase　had 　 such 　suitable

properties　as 　 a　 component 　 of 　digestive　drugs．

　Keywords − Rhi20pus 　iaPonicus　NR400 ； extracellular 　Iipase； ferrous　ion； immunotitration ；

pH 　dependency； heat　stability

　RhizoPus　コ
’
aPonicus （R ，知ρ伽 ’cπ 5）NR400 が産生す

る菌体内 リ パ ーゼ は ，ア ル カ リ性条件下 で 容易 に 抽出 さ

れ ，しか もか な り安定な と こ ろか ら数種類 の 市販 消化酵

素製剤 の 構成 成 分 と して 採用 され て い る．著者 らは 先に

こ の 菌体内 リパ ーゼ の 精製単離を 行 い ，そ の 性状を 明 ら

か に した 1・2）．こ れ をす で に 報告 され て い る R ．ノ4 ρo π伽 s

KY5213 ⊃
の 菌体外 リ パ ーゼ の 性状 と比較 した とこ ろ ， 次

の よ うな相違 が認 め られ た 、すな わ ち至 適 pH は NR400

で は酸性 側 に ，KY521 で は ア ル ヵ リ側 に 存在 し，二 価の

鉄 イォ ン に よ り，NR400 では 酵素活性 は阻害 されな い が

KY521 で は 90％ 酵素活性が 阻害され る．次に ，単離し

た 菌体内 リパ ーゼ の 特異 抗体を 作製 し，本 リパ ーゼ 製剤

に つ い て 免疫滴定を 行 っ た と こ ろ，滴定後も リパ ーゼ 活

性 の 約20％が 残存 し てい る こ とが 観察され，こ の 残存活

性 は NR400 の 産生 す る他 の リパ ー一ビに 依 る こ とが 示 唆

された．そ こ で NR400 の 培養を行 っ て 検討 した 結果 ，

その 培養ろ 液中に 別種 の リーa・一ゼ が放 出 され る こ とが 判

＊
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明 した．

　今回，こ の 菌体外 リパ ーゼ の 性状に つ い て 検討を 加え

NR400 菌体 内 リパ ー
ゼ と比 較を 行 うと共に ，

　 KY521 由来

の 菌体外 リパ ーゼ の 性状 と比 較 した 結果 を 報告す る ．

実 験 の 　部

　1・ 試料，試薬

　R．知ρo耽 欝 NR400 の 菌体及び 本菌体の 製剤で あ る

リバ ーゼ サ イ ケ ン とオ リパ ーゼ は 大阪細菌研究所 か ら提

供 を受け た ．寒天末，牛肉 エ キ ス （極 東），ポ リペ プ ト ン

（大五 栄養），酵母 エ キ ス （Difco）， 日局オ リ ブ油 （保栄

薬工 ） は市販 品 を そ の ま ま用 い た ．そ の 他 の 試薬は 市販

の 特級 を用 い た．

　 2． 培養

　Table 　1 に 示 す 組成 の 培地 を 用 い た．初 め に A の 組成

の 寒天平板培地 に 滅菌蒸留水 で 希釈 した菌体を移植 し ，

22° C で 増殖 させ る．形成 した菌集落を B の 組成の 液体

培地 4）
に 移植し，27QC で 振 と う培養を 行 っ た ．

　3． 粗 酵素液の調製

　48時間 培養後，吸 引ろ過 に よ りろ液を 分取 した．ろ液

N 工工
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Table　 1．　 Culture　 Medium

A ．Meat 　 extract

　　Yeast　 extract

　　Peptone

　 　NaCl

　　Agar

　 1，09

　 0．59

　 LOg

　 O．39

　 1．59in
　 100m1

B ．Glucose

　　Peptone

　　KH2PO4

　 　KCl

　　MgSO4 ・7H20

　　Soybean　lecitbin

　 　 　 　 　 　1．09

　 　 　 　 　 　3．09

　　　　　　0．29

　 　 　 　 　 　0，059

　 　 　 　 　 0，059

　 　 　 　 　 　0．29
in　100ml　at 　pH 　5，5

は 一部 を残 し て （NH ，）2SOa 　85％ 飽和と し，生 じた沈殿

を少量 の 水に 溶解 し，Diaflo　ultrafiltration 　membrane

（Amicon ）を用 い て 脱塩濃縮 し，菌体外 リパ ーゼ 試料液

と した ．吸引残渣 （菌体）79 に N120 　Na2HPO450m1

を加え ， 30分閥攪拌後 ろ過 し ， ろ液は 同特異抗体に よ る

免疫滴定用 の 菌体内 リパ ーゼ 試料 と した ，

　R 》 砂 oηf6％sN 　R400 の ろ液を各 pH の Mcllvaine 緩

衝液で 10倍に希釈し ， 希釈直後及 び 24時間後 0．1M リ ン

酸緩衝液 （pH 　7．2）で 10倍に 希釈 して リ パ ーゼ 活性を 測

定 し た ．リパ ーゼ サ イ ケ ン 及 び オ リパ ーゼ は pH 　7．2，
5mM の リン 酸緩衝液 で それぞれ 12．5mg ！ml ，

　O．391
ml 濃度 と して 抽 出を行い ，抽 出液は 各 pH の McIlvaine

緩衝液 で 10倍に 希釈 後，25° C に 放置し ， 各 pH に よ る

リ パ ーゼ 活性 の 変化を検討 した ．

　4．　菌体内 1丿パーゼ 特異 抗体の 作製

　前報 1） に従 い ，本菌体 の 生産す る菌体内 リ パ ーゼ 精製

品 を 家兎に 免疫 し ， 特異抗体を得，DEAE −cellulose （生

化学工 業）カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ に 付 しIgG 画分を得

た ．

　5．　 リパーゼ活性測定法

　基質は 超音波 （Tomy 　Seiko，　UR −200P ）処理 に よ り，

10％ オ リーブ 油 エ マ ル ジ ョ γ を調製 し て 用 い た ．基質

0．5ml ，緩衝液O．4ml を含む反応液に 酵素液 100μ1 ある

い は 150μ1を 加 え て 379C で 30分酵素反応を行 っ te．リ

パ ーゼ 活性測定は Rhodamin 　6G 法
5） を 主 に 用 い ，

一
部

は 中和滴定法 （免疫化学的特性に お け る残存活性測定）

に よ り行 っ た．中和滴定 法 は 酵素反応 30 分後，ア セ ト

ソ ，エ タ ノール （1 ： 1） の 混液 2ml を加え酵素反応を 止

め て か ら 0．05N 　NaOH 　lm1 を加え，1％ フ ェ ノ ー
ル フ

タ レ ソ を 指示薬と して 0．05N　HCI で逆滴定を行 っ た．

結果及び考察

　1． R ．　japonicus　NR400 の培 養 の経 時変化

　R ．知ρoπ蜘 sNR400 を 培養 した場合の 培養液 の pH ，

及び 菌体の 湿重量 の 経時的変化を Fig．1に 示 した ．24時
間後か ら対数増殖期に 入 り，72時間後に は ピーク に 達 し

た ．培養液 の pH は 5．5 か ら48時間後に は 5．0 に 下降

し，その 後72時間後に は 7．8 まで 上昇 した．

　2．免疫化学的検討

　R ．ノaPonicus 　NR400 菌体外及び菌体内リバ ーゼ の 相

違を明らか にす るた め ，菌体内 リパ ーゼ の 特異抗体を 用

い 免疫滴定 を 行 っ た ．そ の 結果を Fig．2 に 示 した が ， 免

疫滴定 の結果，培養菌体 よ りア ル カ リ抽出を行 っ た 粗酵

　　　 　12 窃

萋　 ・嚇
§　 ・ s
　 　 　 　 　 租
巨　　 6e

l　 ・ 羣
tl　 2 冒
畳　　 　o

身

　 　 　

　 　 　 　 　 　 　 Cultiva 亡ion　Tiロ匸e　（h： 》

　 Fig．1，　Lipase　Production　and 　pH 　Changes
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广

素標品 の 活性は 同抗体 8μ1まで は 徐 々 に 低下 し，約209

で ブ ラ ト ーに達した ．一方，ろ 液中の リパ ーゼ 活性は 初

め の 2 μ1の 抗体 で 30％低
一
ドした が，以 後抗体量 を 増や し

て も数％ の 低下 に 留 ま り，残存活性 は約60％で プ ラ ト
ー

に 達 した ．す な わ ち，R ．1
’
aPonicus の 菌体 よ り抽出 した

リパ ーゼ 試料に は ，著者ら がさ きに精製を行 っ た 菌体内

リパ ーゼ D と免疫化学的に 交差 しな い P パ ーゼ が 約20％

存在 し，ろ 液中の 菌体外 リパ ーゼ 試料に は 40％の 菌体内

リパ ーゼ が存在 して い る こ とが示唆 された．

　3， 菌体外 リパーゼ の 至適 pH 及び二 価鉄イオ ン の 影

響

　R ．faPonicus　NR400 培養 ろ液 の 各 pH 処理 後に お け

る リパ ーゼ 活性 を 測定 し ，結果 を Fig．3 に 示 した．至適

pH は 4，0 な い し 5，0 付近 に 認め られた が ，　 pH 　7・0 な

い し 8．0に お い て も至適 pH の 60〜70％の リパ ーゼ 活性

を示 した ．

　 これ ま で 著者 らは種 々 の リパ ーゼ 製剤 に 関 し て 二 価鉄

イオ ン の 存 在に よ リ リ パ ー
ゼ 活性が上 昇す る こ とを 報告

して きた 617）．そ こ で 二 価鉄 イ オ ン の 影響を 検討す るた め

に 硫酸第
一

鉄溶液 （最終濃度 1mM ）を反応系に 加え た

と こ ろ，い ずれ の pH に お い て もわ ずか な がら活性の 上

昇が認 め られ た ．

　4． 菌体外 リパーゼの 熱安定性

　R ．japonicus　 KY521 由来 の 菌体外 リパ ーゼ は ，　 pH

6．5 で 50°C に 15分保 温 す る と そ の 酵 素活性 の 80％が 失

わ れ た と報告され て い る
s）．そ こ で R ．知ρ砌 蜘 sNR

400 の 培養ろ液を PH 　7・2 で 50° C に 15分保温 し酵素

1．61

．4

活性を 測定した と こ ろ，75％ の 活性が残存 して お り ，
NR

400 由来の 菌体外 リパ ーゼ も菌体内 リパ ー
ゼ と同様に 熱

に 対 し 比較的安定で あ る こ とが 示 された ．した が っ て ，

NR400 株 と KY521 株で は 同 じ菌体外酵素で も熱安定性

カミ異な る こ とが判明 した ．

　 5． R ．　japonieus　 NR400 菌体外 リパーゼ及 び R ・

japonicus由来リパーゼ 含有酵素製剤の pH 安定性

　 R．1
’
aPoniCttS 　NR400 ろ 液中の リパ ーゼ 活性に 対す る

pH の 影響を 検討 した ．結果 を Table　2 に 示 した．各 緩

衝液に 希釈直後は い ずれ の pH に お い て も高い 活性を 示

し た ．24時間後に は ，pH 　 3。0 に 放置 し た 場合の み 著し

く活性は 低下 し た が ，他 の pH に お い て 活性の 低下は 認

め られなか っ た ．

　R ．知ρ伽 纏 3NR400 由来 の リパ ーゼ を含有す る リパ

ーゼ サ イ ケ ン 及 び オ リパ ーゼ 抽出液 の リパ ーゼ 活性に 対

す る pH の 影響を 測定 した 結果を Table　3 に 示 した．

こ の 場 合 も各 pH に 修 TE直後は い ずれの pH で も高い リ

パ ーゼ 活性を示 した ．しか し ，
24時間衡 こ は pH 　3．0 及

び 8．0 に お い て 活性は 著 し く低下 した．リパ ーゼ サ イ ケ

ン の 場合は pH 　4，0 で ，ま た オ リパ ーゼ の 場 合は pH 　5・0

Table　2，　 Extracellular　Lipase　Activity
　 　 　 　 　 in　 the 　Culture　Filtrate　of

　　　　　RゐizoPus　jαPonicπ s　NR400

PH Time 　⊂hr ）

0 24
「
」

458

L ユ31

．541

．901

．97

0 。191

．561

．992

．02

1．201

日

口

80
ハ

鬥い

6軌
り

5コ

　

4
　

0

〔［
O

Table 　3．　 Intracellular　Lipase　Activity　 of

　　　　　PhizoPus ブψ oη∫σκ s　NR400

Time 　｛hr ｝

PH 0 24

0．2o

Fig．3．

3 　 　 4　　　　 5　　　　 6　　　　 7　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 8

　 　 　 　 　 　 　 pH

Effect　of　pH 　and 　 Ferrous 　 Ion　 on

Lipase　AGtivity　of　R んゴzoPus ブaponi −

c 麗 sNR400

lipase 　
鱈Saiken °° 3458 0．771

。701

。641

．55

0。091

．170

．900

．04

妻ipase　 activity 　in　 the　presence　 of 　FeSO
覗

　
……

○
……

lipase　activity 　in　the　 absence 　of　FeSO 住

　
一

●
一

Olipase 3458 0．861

．181

．521

．oo

0．210

。510

。680

．09
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で 最もよ く活性が保持 され，そ れぞれ 69％，55％の 活性

が 残存 して い た．

　な お，ろ 液中に 約40％混入 し て い る菌体内 リパ ー
ゼ

は，ろ 液中で は pH 　4．0 以 上 に お い て ほ とん ど失活せ ず

に 安定に 存在す る こ とが 示 された．

結 論

Vol．13，　 No ．4 （1987）

　1． RJ αρo雑 ‘c％ s　NR400 が産生 し ， ろ液中に放 出 さ

れる菌体外 リパ ー
ゼ の 至適 pH は，4，0か ら6．0の 酸性 側

に 存在する．

　2． ろ液中の リパ ーゼ 活性 の うち 約40％は，その 免疫

化学的挙動か ら著者 らが精製単離 し た 菌体内 リパ ・一ゼ に

よる もの と考え られ る．

　3． NR400 よ り得られる リパ ー
ゼ 製剤に は さきに 単離

された菌体内リパ ーゼ （約80％）の 他 に マ イ ナ ーな成 分

と し て 菌体外 リパ ーゼ （約20％） が含 まれ る が，後者も

経 口 用製剤と して 適 した 性状を有 し て い る．

　謝辞　オ リ パ ーゼ 及 び リパ ーゼ サ イ ケ ソ を供与い た だ
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