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　The 　degradation　of 　xylan 　by　an 　impcrfect　fungus，凡 ∫雌 麗 醒 sp ．　BX ・1，　was 　remarkably

enhanced 　in　a　medium 　cQntaining 　glyceroL　Under 　these　conditions ，　the 　amount 　of 　xylan
・

degrading　cnzymes 　prQducじd　extracellular ｝y　by　strain 　BX −1　was 　about 　15　times 　larger　than

that　 Qf 　the 　 medium 　 containing 　 only 　 xylan 　 as　 a 服 lbDn 　 source ，　 A 　xyla 胆 se 　from 　these

enzy 皿 es　was 　purified　and 　proved　to　be　electrophoretically　homogeneous ．　 Its　molecular
mass 　was 　estimated 　tQ　be　about 　36，000．　 The　optimum 　pH 　for　its　activity 　was 　5．5．　 The

optimum 　tcmpcrature 　was 　600C 　The 　enz γmc 　was 　stable 　wi 出 in　the 　range 　of 　O−50°C 　and

at　 pH 　4．0−9．0．　The 　 enzyme 　 could 　degrade　 xylotriGse 【o 　 xylose 　 and 　 xylobiose ，　 but　 it

was 　inert　to　xylobiose 　and 　phenyl一β一xylos 玉de．

　微生 物 に よ る キ シ ラ ソ の 分解 に 関 して は こ れ ま で に

多数 の 報告が あ り，1
−3）キ シ ラナ

ーゼ の 生産性 に 触れ

て い る最近 の 報告に 限 っ て 見 て もか な りの 数が あげ ら

れ る．← le ｝し か し な が ら，酵 毋 な らび に 酵 母 様 に 生 育

す る 微生物 に よ る キ シ ラ ナ
ーゼ に 関 す る報 告 は 比 較的

少な い ．2・s・13・19）一般 に キ シ ラ ナ ーゼ の 生産 は キ シ ラ ン

に よ っ て 誘導 され，グ ル コ ー
ス や キ シ 卩 一ス に よ っ て

抑 制 され る場 合が多い が，キ シ ロ
ー

ス の 存在下で も酵

素を 生産す る もの
4・S川 2 洞 や ア ミ ノ 酸 に よ っ て 酵素の

生産量 が 増加す る 例
2°）も存在 し ， 生産量 を 制御す る

因子 は 単純で は な い ．

　土 壌 よ り分離 した 不 完全菌 Fusidium　sp ．BX −1 は 広 範

囲 の炭素源を利用 して 良好 に生育 し，グ リセ ロ
ール を

炭素源 に して 培養 した場合，細胞 の 形態 は 酵母状 に な

＊

連絡先 ， Corresponding　author ，

り，ア ミ ラ
ーゼ を 中心 に キ シ ラ ナ

ー
ゼ などの 複数 の 酵

素を細胞外 に 分泌す る．21）BX −1 株 の ア ミ ラ ーゼ に 関

して は ，す で に い くつ か の 事実 が 明 ら か に な っ て お り

酵素 も 単
一

な ま で に 精製 され て い る．22）特 に ，ア ミ

ラ
ーゼ は デ ン プ ン や マ ル ト ース 等 の 酵素生産 の 誘導炭

素源 を そ れ ぞ れ 単 独 に 用 い て 培養 し た 場合 よ り，グ リ

セ 卩 一ル 単独あ る い は こ れ らの 少量 を グ リセ P 一ル と

併用 して 用い る こ とに よ り，そ の 生産量が い ち じ る し

く増加す る こ とが 明 らか ecされ て い る．21）そ こ で ，本

報 で は キ シ ラ ン へ の Fusidium　sp ．　BX −1 の 作 用 に つ い て

調 べ る と と も に 生 産 され るキ シ ラ ナ
ー

ゼ の 精製ならび

に そ の 酵 素化学 的性質 に つ い て 若干 の 検討 を 加 え た ．

　菌株は ， 土壌よ り分離し， 保存してあ っ た 不完全菌

Fusidium　sp ．　BX −1 を 用 い た ．供試菌株 は ，前報
21 ）に

従 っ て 1％ プ ル ラ ソ （林原 生物化学 〉を 炭素源，O．5％

酵母 エ キ ス （オ リ エ ン タ ル 酵母）を 窒素 源 と し て含 む
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培地 を 用 い て 作成 した 寒天斜面培地 で 30 °C に て 5 −

7 日間培養した の ち，4°C で 保存 した ．な お，継代は

約 1 ヶ 月 ご とに 行 っ た ．本菌株 の 培養は ，基本的 に は

前報 2 り に 従 い 2 ％ キ シ ラ ン （Sigma ）と 2 ％ グ リ セ P 一

ル を 炭素源 と し て 含む 保存培 地 と 同 じ 組 成 の 培 地 の

30m1 ，200m ［をそれぞれ 100m 】，1’容 の 三 角 フ ラ ス コ

に い れ，こ れに 供試菌株を接種 し，30 °C に て 3 −・5 日

間 回 転振盪 （180rpm ）し て 行 っ た ，酵素 の 生産 の た め

に は ， 上 記培 地 を 含 む 11容三 角 フ ラ ス コ で 5 日間培

養した．

　 キ シ ラ ナ
ー

ゼ の 活性 は ，前報鋤 に 準 じて ，最終濃

度 が 0．5％ キ シ ラ ソ を 基質 と し，25mM 酢酸
一

酢酸 ナ

ト リ ウ ム 緩衝液 （pH 　5．0）か ら な る組成 の 反応液 4ml

を含む L一字試験 管中で 30 °C に て 測定 した ．酵素活

性 の 1 単 位 （U ）は ， 1 分 間 に 生 成 す る 還 元 糖 量 を 3，6−一

ジ ニ ト Pt フ タ ル 酸法
23）に て キ シ ・

一
ス 相当量 （μm ・ 1）

と し て 求 め て 表 示 し た ．比 活 性 は ， Ptrnol　xylose

released 〆min ！mg 　prOteinで 表し た．β
一キ シ 卩 シ ダーゼ

の 活 性 は ，最終濃度 10mM フ ；ニ ル 鱒
一キ シ ロ シ ド

を 基質と し て ，100mM 酢酸一酢酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液

（pH5 ．0）か らなる 組成 の 反応液 1．Oml 中で 30 °C に て

測 定 した ．上 記 の 条 件 で 15分 間 イ ン キ ュベ ー
ト し た 反

応液 に O．55M の Na2CO3 を 5．O　ml ，フ ェノ ール 試薬を

1．Oml 加 え て 約30分間放置 し，660nm に お け る吸光

度を測定 し て 求 め た ．2i ）ア ミ ラ ーゼ の 活性 は ，前報 21 ⊃

に 準 じて 最終濃度 が 0．5％可 溶性 デ ソ プ ン を 基質 と し，

25mM 酢酸
一

酢酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液 （pH 　5．0）を含む

反応液中 で 30°C に て 測 定 した ．酵 素活性 の 1 単位

（U ）は ， 1分間に 生成す る還元糖量 を 3，6一ジ ニ ト 卩 フ

タ ル 酸法23＞に て グ ル コ ース 相当量 （μ mol ）と して 求 め

て 表 し た ．比活性 は ，pmol　glucose 　re 】easeClfminfmg

prOtein で 表 示 し た．な お ，培養 ろ 液中の 酵素活性 に

つ い て は 上 記 の 方法 で測 定 して 求め た 総活性量 を も っ

て ， そ れ ぞれ キ シ ラ ナ
ーゼ お よ び ア ミ ラ ーゼ の 活 性 と

して 表示 した．

　タ ソ バ ク 質は ，牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標準 と し て 用 い ，

L 。 w ・y らの 方法
25｝に 従 っ て 定量 した．

　 キ シ ラ ナ
ーゼ は ， 供試菌株を上 記 の キ シ ラ ソ

ーグ リ

セ Pt　一ル 培地 を 用 い 5 日 間培養 して 得 られ た 培養ろ 液

よ り次 の よ うな 操作 に よ っ て 精製 した ．

　（1）粗酵素標品の 調製 ： 培養 ろ 液は フ ラ ッ シ ＝・エ

パ ボ レ ータ ー （東京理 化 MF −5）を 用 い て 30° C に て

約 1110量 に 濃縮 した の ち ，10mM 酢酸ナ ト リ ウ ム 緩

衝 液 （pH 　5．0）に 対 し て
一

夜 透 析 し た ．そ の 透 析 内 液

を遠心処理 して 不溶性物質を取 り除き，さらに凍結遠

心乾燥機 （ヤ マ ト科学 RC ・11）を 用 い て 濃縮し，粗

酵素標品を得 た．

　 （2）DEAE −ccllu ］ose 処理 ： 粗酵素標品を 上 記酢酸 ナ

ト リ ウ ム 緩 衝液 に て 平 衡 化 さ れ た DEAE −cellulose

DE52 （Whatman ）を加えて 緩や か に 撹拌 した の ち ろ 別

した．樹脂を少量 の 同上 の 緩衝液 で 洗浄 して 得られ た

洗液 と先 の ろ 液 とを 合 わ せ ，DEAE ・cellulose 処 理 液 と

した ．

　（3）CM −
ce1 】ulese カ ラ ム ： あらか じめ 同 上緩衝液で

平衡化 さ れ た CM −cel 】ulese 　CM32 （Whatman ）カ ラ ム

（φ1．4x30cm ）に DEAE −cel ］ulose 処理液 を 付 し た ．こ

れを，塩化 ナ ト リ ウ ム の 0−soe　mM 直線濃度 勾配 の

同緩 衝液 500ml を 用 い て 溶 出 し た ．溶 出 は 流 速

25m 】1h で 行 い ，各 フ ラ ク シ ョン は 5．Oml ／tube ず つ 集

め た ．キ シ ラ ナ
ーゼ 活性を 持 つ 画 分 を 合 わ せ て 團 収 し，

こ れ を 凍結 遠 心 乾 燥機 を用 い て 濃縮 し た の ち ，

10mM 酢酸ナ ト リ ウ ム 緩衝液 （pH 　5．0）で
一

夜透析 し

た ．

　（4）Sephadex　G −150 カ ラ ム ：透析液 を ， 上記緩衝

液 で 平 衡化 して あ る Sephadex　G ・150（Pharmacia）カ ラ

ム （φ1．6xgOcm ）に 付 し ，同 緩 衝液 を 用 い て 流 速

8 ．Oml ／h で 溶 出 し た ．各 フ ラ ク シ
ョ

ン は 2、Oml！tube

ず つ 集 め た．得 られた キ シ ラ ナ ーゼ 活性画分を集め ，

凍 結 遠心 乾燥機を 用い て 濃縮 し，こ れ を 精製 酵 素 と し

て 一20 °C で 保存 した ．

　朱変性 の酵素の 電気泳動 は ，D 胛 isの 方法
26）に 準 じ

て 7．5％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 行 っ た．変

性酵素 の 電気泳動 は，試料を 1 ％ ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ

ウ ム （SDS ）と 1％ 2一メ ル カ プ トエ タ ノ ール で 60°C に

て 5 分 間処 理 し た の ち ，Weber と Osborn の 方法
η ）に

準 じて 12％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を 用い e．2％ SDS

を 含む緩衝液中 で 行 っ た （SDS
−PAGE ）．

　 タ　ン ノく
　ク 質 むま ，　0．25％ Coomassie　brilliant　b］ue 　R −

250 を用 い て 染色した，

　 分 子 量 は ，上 記 の SDS −PAGE を 行 っ て 求め た ，分

子 量 マ ーカ ーは LMW 　Kit　E （Pharmacia）を用 い た ，

ま た ，分子量 は 別 に 高速液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ
ー

（HPLC ，島津液相 ボ ソ プ LC −9A ，デ ィ テ ク タ ーSPD −

6AV ）と カ ラ ム （東 ソ ー　TSK 　G2000SW ）を用 い て 求

め た ．分 子 量 マ ー
カ
ー　Ol　Mann 　Researeh　Laboratories

の cytochrome 　 c （12，eOO ）1　
myoglobin （17，800 ），　 chymo ’

trypsinogen 　（25，000），　 ovalbumin 　（45，000），　 albumin

（67，000）を用 い た ・

N 工工
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　酵素反応生成物は ，
ベ ーバ ーク 卩 マ トグ ラ フ ィ

ーを

行い 同定した ．ベ ーバ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーは 東洋ろ

紙 No ．50 を 用 い ，　 fr一ブ タ ノ ール
ー ピ リ ジ ソ

ー
水

（6 ： 4 ： 3
，

vlv ！v ）の 展開溶媒中 で 上 昇 法 に よ っ て 行 っ

た ．糖の 発色に は ア ； リ ン 水素 フ タ ル 酸塩を使用 した．

　フ
呂

ニ ル ー
β
一キ シ ロ シ ドは 半井化学薬品よ り購入 し

た．キ シ ロ ビ t 一ス お よ び キ シ ロ ト リオ ース は ，日下

部 らの 方za2e・2ny　Ptよ り調製 した もの を 用 い た．

　 2 ％キ シ ラ ン を炭素源 と した培地 と こ れに さらに 2

％ グ リ セ ロ ール を 添 加 した 培 地 中 で の BX ・1 株 の 生育

とキ シ ラ ン の 溶解 の 状態を観察 し た （Fig．1），キ シ ラ

ソ
ー

グ リセ 卩
一

ル 培地 に お い て は，培養 4 日で キ シ ラ

ン 粒子 は 大部分 が 消失 し，こ れ と比例 し て BX −1 株 の

酵母状 の 細胞が い ち じる し く増加 して きた．一方， キ

シ ラ ン 単独の培地 で は，酵母状 の細胞は増加は して き

た もの の ，培養 S 日後に お い て もか な りの キ シ ラ ン の

粒子 が 残存 した ．こ の よ うに BX ・S株に よ るキ シ ラ ソ

の 分解は，グ リセ ロ
ール の 存在下 で 大 きい こ とが 示 さ

れた ．

　本菌 の 生育は，グ リ セ P 一ル の 他 に オ リ
ーブ オ イ ル

，

オ レ イ ソ 酸上 の 生育が きわ め て 良好 である．m ＞特 に オ

レ イ ソ 酸 に つ い て は 本 菌 の 利用 で きる炭素源 の 中で は

最大 の生育を 示す こ とが 知 られ て い る．ナ レ イ ソ 酸 と

グ リセ ロ ール は細胞膜 の 構成成分等生体内で は 相互 に

密接な関連に ある．そ こ で，上 記 の 結果 に 基づ きキ シ

ラ ソ や グ リセ ロ ール ，オ レ イ ン 酸等が BX −1株 に よ る

キ シ ラ ナ
ーゼ の 生産に 及ぼす影響に つ い て ア ミ ラーゼ

と比較 し て 調 ぺ た （Table　i）．ア ミ ラ
ーゼ に つ い て は ，

グ リセ ロ
ール 培地で多量の 酵素が生産され，また，す

で に 報告され て い る よ うに この グ リセ ロ ール 培地 に デ

ソ ブ ソ の 少量 （0，5％）の 添加 は 培養ろ 液中 の 酵素 の 生

産量を約 2 倍に増加 させ た が ，さらに 添加量を増加 し

た 場合 （2％）に は 酵素 の 生産量を デ ン プ ソ 単独の 培

地 の レ ベ ル に ま で 下 げ て し ま う こ とが知 られ て い

る．2i｝こ れ に 対 して ，キ シ ラ ナ
ー

ゼ は，グ リ セ ロ
ー

ル

単独培地 で は ， キ シ ラ ソ 単独培地 の酵素生産t よ りも

A

B C

F三g．1． Deg 鰌 dation　ofxylau 　by 伽 雌 岬 sp 　BX ・1．　 A ：2％ xylan 　med 二um （not 　inocujated）．　 B ：［［　he　organisrn

　　wa5 　incubated　in　2％ xylan 　med 洫 m 　w 童thout 　glyccm置正br　5　d．　 C ： The 　organism 　wa5 　iロ cubated 　in　2％

　　xy1 跏 medium 　w 仙 2％ 91ycer。1　fbr　4　d，　 Bars　in【雌cate 　a 　length。f　2eμm ，
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Table　1、　Effects　of 　glycerol　and 　oleic 　acid 　Qn 　production 　of　amy 】ase 　and 　xylanase 　by　Fusidium　sp ．

　 　 BX −1，

Carbon　source （％）
　 Growth
（OD 　61enm ）

Enzyme 　activity （U ／m1 ）

Amylase Xylanase

Xylan （2，0）
Glycerol（2．O）
Glycerol（2．0）十 Xylan （0．5）
Glycerol（2、0）十 〇 leic　acid （0．5）
Glycerol（2．0）十 Xylan （0．5）十 〇 leic　acid （0．5）

12，325

，130

．645

，148

．0

0．037

．677

、790

．090

、08

0．6200

．90210

，10

．35410

．6

The 　organism 　was 　incubared　for　4　d．

多 い もの の ，ア ミ ラ ーゼ の 生 産 と比 較 して あ ま り生産

さ れず ， 前記の Fig．1 の 結果 とも関連す る よ うに ，キ

シ ラ ン （0．5％）と共存させ た 場 合 に 初 め て 多量 の 酵素

（グ リ セ ロ
ー

ル 単独の 約 15倍〉が 生 産 さ れ て きた ，こ

の と き，ア ミ ラ
ーゼ の 生 産量 に は ほ とん ど変 化 が 見 ら

れ な か っ た ．ま た，こ の よ うな グ リセ ロ
ー

ル 培地 な ら

び に グ リセ P 一
ル
ー

キ シ ラ ン 培地 へ の オ レ イ ン 酸の 添

加は ア ミ ラ ーゼ の 生産を い ち しる し く低下 させ た が，

キ シ ラ ナ
ーゼ の 生産性 に は ほ とん ど影響を与えなか っ

た．な お ，グ リセ 卩 一ル 培 地 へ の キ シ ラ ソ の 添 加 量 は

そ の 濃度 が 4 ％ に 増加 させ た 場含 に ，0．5％ の 場 合の

お お よ そ 2 倍 ほ どに 酵素 の 生 産 量 を 増加 させ た．こ れ

とは 別 に ，本菌の 培養ろ液中 に は，キ シ ラ ン の か わ り

に CM 一セ ル ロ
ース （和光純薬），微結晶セ ル ロ

ース （和

光純薬）を 基 質と して 遊離還元 塘 を 与 え る活性 は 見 い

だ さ れ な か っ た ．こ の よ うな グ リセ 卩
一ル 培 地 で の ア

ミ ラ
ービとキ シ ラ ナ

ー
ゼ の 生産様式に は 違 い が み られ

た が，そ れ は 炭素 源 で あ る デ ソ ブ ソ が 水 に 溶解 し，ア

ミ ラ ーゼ がそ の 酵素分解最終産物 の グ ル コ ース に よ っ

て 酵素 の 生成が 抑制 され る の に 対 して ，21）キ シ ラ ン は

水 に 不 溶 で ，本菌 に と っ て もか な らず し もその 分解 は

容易 で なく，また，キ シ ラ ナ
ーゼ が 分解産物の キ シ 卩

一

ス に よ っ て そ の 生 成 を 抑制 され ず，キ シ ロ オ リ ゴ 糖 に

よ っ て 誘導 され る こ と （未発表） に よ る もの と考えて

い る，本菌に よ るキ シ ラ ン の 分解 は ，グ リセ 卩
一

ル の

利 用 に よ っ て 生成 され た 酵素 に よ っ て 始 ま り，こ の 場

合 ， キ シ ラ ソ の 濃度が 高 い 方が ，は じめ に 生成 さ れ た

酵 素 の作用 を受け や す い 状態に な り，．誘導基質の オ リ

ゴ 糖 もよ り多 く蓄積 し て ，こ れ ら
一

連 の 生 理 的 な 反応

が酵素 の 生産 に 効 果 的 に 働 くも の と思 う，ま た，オ レ

イ ン 酸が BX −1株 の グ リセ P 一ル 培地 で の ア ミ ラーゼ

の 生産 に は い ち じ る し く抑制の 方向に 作用す る の に 対

して ，キ シ ラ ナ
ーゼ の 生産 に は ほ と ん ど影響 し な か っ

た 点も興味 の もた れ る と こ ろ で あ る が，そ の 理 由は ，

現在 ま で の と こ ろ 明 らか と され て い な い ．

　BX −1株 が 上 記 の よ うに キ シ ラ ン ーグ リセ Pt　一ル 培

地 に お い て 生産 した キ シ ラ ナ
ー

ゼ は ，培養 ろ 液に 80 ％

飽和に なる よ うに 硫酸 ア ソ モ ニ ウ ム を添加 し て み て も

回 収 され る 活性画分 は 10％ に 満 た な か っ た．そ こ で ，

培養 ろ 液 11を フ ラ ッ
シ

ュ
・エパ ボ レ

ー
タ
ー

で 濃縮 し

た の ち 1 濃縮液を DEAE 一セ ル ロ
ー

ス で 処理 した ．濃

縮液中 の キ シ ラ ナ ーゼ 活 性 の 約 15％ は DEAE 一セ ル

卩
一

ス に 吸着され た が ，本実験 で は 未吸着 の 活性画分

を CM −一セ ル ロ
ー

ス を 用 い た イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

7 さ ら ｝こ ，Sephadex 　G −150 を 用 い た ゲ ル ろ 過

を行 い ，比活性 235U ！mgprQtein の 3．57mg の ク P マ

ト グ ラ フ ィ
ー的 に 単

一
の精製酵素標品 を得 た ．なお，

上記 の フ ラ ッ シ ；エ バ ボ レ
ー

タ
ー
濃縮液中に は ，キ シ

ラ ナ
ーゼ の 活 性 に 対 し て 1／ユ0程 度 の β

一キ シ P シ ダ ー

ゼ の 活性が検 出 さ れ た．本活性 も DEAE 一セ ル 卩 一ス

に 吸着 され る 多量 の 画分 と少量の 未吸着の 画分 に 分か

れ た ．得られ た 最終 キ シ ラ ナ
ーゼ 精製標品は ，ポ リア

ク リル ア ミ ド ゲ ル ，SDS 一ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電

気泳動 （SDS −PAGE ）に お い て 単
一

の タ ン パ ク 染色バ

ソ ドを 示 した （Fig．2）．精製 の 各段階 は Table　2 に 要約

した ．

　 精製酵素 の 酵素化学的性質に つ い て は 以下 の よ うな

若干 の 検討を行 っ た ．本酵素 の 活性 の 最適 pH は 5、5

で あ っ た ．そ の 活性 ほ pH 塩 9 と比 較的広 い 範 囲 で 安

定で あ っ た ．活性 の 最適温度 は 60 °C で あ っ た．そ の

活性 は ，10mM 酢酸緩衝液 （pH 　5．0）中 で 30分間 の 加

熱 に 対 し て ほ と ん ど 低 下 す る こ と は な か っ た が，

55 ° C 以 上の 温度で 急激 に 低下 し始 め ，70° C に お い て

ほ ぼ完全に失わ れ た ，SDS −PAGE を用 い て 推定 した

本酵素 の 分子 量 は 約 36，000 と概算 され た （Fig．2）．こ

の SDS −PAGE の 結果 と別 に 行 っ た HPLC の ゲ ル ろ 過

N 工工
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The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1994年 第 1号 Fusidium　sp ．の キ シ ラナ
ーゼ 17

On91n 一や毒

Front→

ANati
》e 鵬

BMWxloa Table　3．　Effects　of 　various 　reagents 　on 　actiVity 　of

　　 xylanase 　frorn　Fusidium　sp ．　BX ・1・

Cempound （1mM ）
Relat’vee

嬲
゜ ea ‘dvity

9T．466

．245

．031

．0
【

04142

署

　　　　　　　　1　　　 2　　3
Fig．2．　Polyacryla皿 ide　gel　 electrophoresis 　of　xylan −

　　 ase ．　A ： Electrophorosi50f　native 　 xylanase （Lane

　　1）　on 　polyacrylam量de　ge1　（7．5％）．　B ：　Electro−

　　phoresis　 of 　 denatured　 xy 】anase 　 and 　molecular

　　markers 　en 　SDS 　po】yaα ylamid ¢ ge1（12％），　 Lane

　　2，x ）
rlanase ．　Lam 　3，　M ，　standards ： rabbit 　musdc

　　phosphorylase　（97，
400），　bovine　serum 　　albumin

　　（66，200），ovalbumin 　（45，000），　 bovine　carbenic

　　anhydrase 　（31，000），　soybean 　trypsin 　inhibitor

　　（21，500），　and 　hen　egg 　white 　lysezym¢ （14，「OO）・

の 結果 もほ ぼ一
致 し た （デ

ー
タ 省略）．こ れ よ り，本

酵素 は ， 分子量約 36，000の モ ノ マ ーか らな る と推定 さ

れ た．金属塩を 中心 に 各種 の 化合物 の 本酵素 の 活性 に

及 ぼ す影響を調 ぺ た （Table　3）．本 酵素は多く の 遷移

元素に よ っ て活性が阻害され，ア ル カ リ土類金属イオ

ン に よ っ て 活 性 が若 干 賦 活 化 され る傾向を 示 した ．水

銀 イ オ ソ は 阻害的 で あ っ た が それ ほ ど強 くは なか っ

た ．本酵素は SDS に よ っ て完全に 活性 を 失 っ た ．精

製酵素標品 に つ い て ．キ シ ラ ン を基質 とし て 反応 させ ，

反応生産物をペ ーパ ー
ク 卩 マ ト グ ラ フ ィ

ーで 調 べ た

（Fig．3A）．本酵素 の 反応液中に は キ シ ロ ト リオ ース
，

キ シ ロ ビオ
ー

ス ，キ シ 卩
一ス に 相当す る ス ポ ッ トが検

出 され た．こ れ とは 別 ｝こ ，本 酵素 を キ シ ロ ト リ オ
ー

ス

NoneFcSqFeC13CoC12NiCl2Mn

α 2ZnCI2CuSqAgNOsHg

α 2MgC12CaC12Sr

α 2BaCl2

ρ
一Chloromercuribenzoate

ハ厂一Ethylmalehnide

Idoacetam三de

Dithiothreitol

Sodium 　dodecyl　sulfate

Triton　X100 （0．05％）

Twecn 　80 　　（0．05％）

EDTA

 

期

％

谺

四

田

η

68

乃

砧

 

邯

％

 

肘

％

89

蜘

。

齦

鱒

お

　After　the　enzyme 　was 　preincubated　at　SOOC 　fbr　15　rnin

with 　1　mM 　of 　each 　compound
，
　the　assay 　was 　carried　out

in　a　mixturc 　containing 　about 　2．OU 　of 　xylamase 　 and

these 　compeunds ・

と反応 させ る と， こ れをキ シ ロ ース とキ シ ロ ビ オ ース

に 分解し，一方，キ シ ロ ビ オ ース に 対 して は 作用 しな

か っ た （Fig．3B），ま た ，こ れ とは 別に 本酵素は フ ェ
ニ

ル ーβ一キ シ ロ シ ドを基質に β一キ シ ロ シ ダーゼ 活性を測

定 した が，検出で きなか っ た ，以上 よ り， BX ・1 株に

よ り生産され た キ シ ラ ン 分解 に 関す る酵素 の うち ， 今

Table　 2． Summa ワ of 　puri且cation 　of 　xylanase 　produced　by　Fusidium　sp ．　BX ・1　in　glyccrol・xylan 　mcdium ．

Purification　procedure

Totalvolumc

（  ）

P
聞 櫞 欝 飜 糖

Purification
　 （fold）

Culture　supematant
Conc ¢ ntration 　by　evaporator

DEAE −ce 腿u ユ05e （batchwise）
CM ・ceMose 　CM52

Sephadex　G −150

92016054

．010
．021

．O

55210212

．0
　 4．00

　 3．57

8，8309

，3602

，680
　905

　840

16．091
．8219226235

亅0010630

．010

．2

　 9．51

1．005

．7413

．フ

14．114

．7
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X1

A B

◎｝Frent

唖一〇rigin

　　　　　　　1　2　　3　4　5

Fig．3．　P 旦por　chromatograms 　of　hydrolyzates　pro7
　　ducod 　frem　xylan 　a 取d　oligosaccharides 　by　xylanase ．

　　A ： Xylan （20　mg ）was 　incubated　 wi 山 about 　5　U

　　 of 　the　enzym ¢ in　LOml 　of 　100　mM 　sodium 　acetate

　　buffer（pH 　5．O）at　30 °C　lbr　10h ，　 Lane 　1
，
standard

　　sacCharides ： Xh 　 xylose ； X2
，　 xy 職obiose ； X3，　x γ】o

−

　　triose ・Lane　2，　incub飢 ion　mb 匚tur ¢ ，　 B ；Ten 　mg 　of

　　each 　oligosacCharide 　（xybbioso ，　 xylot   05e ） wa8

　　incubated　 with 　about 　5　U 　of 　the　 enzyme 　in　1．Oml

　　of 　100　mM 　sodium 　acctate 　bu麁 r （pH 　5．0）at　30°C
　　f（》r5h ，　respect 三v ¢ 1y．　Lane　3，　standard 　8accharides ；

　　L 飢 e4J 　incubatioロ mixture 　with 　xy 艮obios ¢ i　Lane
　　5

，
ilcubation　mb 【ture 　wiOh 　xy 薯otr 重ose ．

回 精製 され た 酵素 は エ ン ド型 の キ シ ラ ナ
ーゼ で あると

推定 され た．

　 Fasidiunt　sp．　BX ・1 は キ シ ラ ン ーグ リセ 巨
一ル 培地 に

お い て ，キ シ ラ ン 単独 の 培地に お け る よ り多量の キ シ

ラ ン 分解 に 関す る酵素 を 細胞外 に 生産 し た ．BX ・1 株

の よ うに グ リセ ロ
ール と多塘類を共存させ た 場合 に ，

多糠類単独の 場合 よ り も，む し ろ多量 に 多糖類 の 分 解

に か か わ る 酵素を細胞外 に 分泌する よ うな酵素 の 生産

様式を示す菌株は ， こ れ まで に報告され て い ない もの

と思 う．今回，BX −1株 よ り得られ た酵素の 調ぺ た範

囲 の 性質は ，一
部 の キ シ ラ ナ

ー
ゼ で 知 られて い る よ う

に SDS の 存在下で そ の活性が強 く阻害された り，ま

た ， 水銀化合物に 対 して あま り阻害を受けな い などの

特徴も見 られ る もの の ，こ れ まで の 多 くの キ シ ラ ナ ー

ゼ の もっ て い る性質 1−1s）の 範疇 に 入 る もの である と思

わ れ る．本酵素の 酵素化学的性質 の 詳細 に つ い て は，

現在 BX ・1株 が 生産す る キ シ ラ ン 分解に か か わ る 他 の

2 種頚 の 酵素 に 関 し て も精製 を 試み て い る の で ，こ れ

ら の 精製酵素標 品 が得られ た 時点 で ， それらの 酵紫 の

諸性質 ともあわ せ て 比較検討を考 えて い る，

要 約

　不 完全菌Fusidiunz　sp ．　BX −1　etよ る培地中 の キ シ ラ ン

の 分解は ， グ リセ ロ
ール の 存在下 で い ちじる しく促進

さ れた ．BX ・1株 は グ リ セ P 一ル ーキ シ ラ ン 培 地 で 複

数 の キ シ ラ ン 分解酵素を生産 し，総 キ シ ラナ
ー

ゼ 活性

は キ シ ラ ン 単独 で の 培地 で の 約 15倍teこ 達 した，こ れ

ら の 酵素 の 中か ら一種 を ポ リ ア ク リル ア ミ ド e ル 竃気

泳動 で 単
一

なまで に精製 した ．精製標晶 の 分子量は

36，0eoと算出された ．本酵素は キ シ ラ ソ を キ シ ロ
ー

ス

を含むキ シ 卩 オ リ ゴ 糖 に 分解 した ．また，キ シ ロ ト リ

オ
ース を キ シ ロ

ー
ス とキ シ ロ ビ オ ース に 分解した が ，

キ シ Pe オ ーx とフ ＝
＝ル ー

β
一キ シ ロ シ ドに は 作 用 し

な か っ た ．本酵素の 至 適pH は 5、5，
　 pH4 −9 に お い て

安定で あ っ た ．至適温度は 60 °C ，50
°C に お い て 30分

間の 加熱 に 対 して は安定 であっ た．

　本研究の 遂行に あた り，試 料 の 提供 や実 験 に ご助 言下 さ o た 合

同酒精株式会社小 林文男氏，石 崎晴記 氏 に 感銀 い た します．
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