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　　　　Screening　was 　conducted 　for　a 　lytic　enzym ¢
−producing　micreerganism 　with 　the　aim 　of 　achievilg

　　 e毋 dent　extraction 　of 　astaxanthin 　from　Phapta 伽 doOPna　cells．　 The 　act   omycete 　Streptomりces 拓o‘履

　　 8traln 　PHA −34　was 　fbund　to　produce　thc　lytic　enzyme ，　which 　mainly 　contained β
一1，3　glucan・and β

・

　　1
，
691ucan −hydrolyzing　activities 　and 　which 　was 　stable 　within 　a　wide 　pH 　range ．　 The　enzyme 　wa8

　　illduced　by　the 　addition 　of 　1「hapta　ccll　wa11 　into　the　culture 　broth．　 It　was 　capable 　ofly8i 皿 g　not 　only 　P．

　　 7ゐo吻卿 ceUs 　but　also 　a8comycete 　and 　imperfecti　yeasts　in　the　logarithmic　phase，　as 　weU 　as 　many

　　basi（liomycete　yeasts　regardless 　of 　the　growth　phase．　 Ushlg　the　enzyme 　from　S．　ro ‘ha 　PHA −34，　the

　　 extraction 　of 　a8taxanthin 　was 　superior 　in　y重eld 　to　that　obtained 　by　physical　or 　chemical 　treatments

　　 or 　by　llsing 　other 　commercially 　availablc 　lytic　enzymes ．　 The　astaxanthin 　obtained 　u8ing 　thc　PHA −

　　34enzyme 　was 　 5imilar 　to　8ynthetic 　a8taxanth 血 on 　high　perfbrm｛mce 　liquid　and 　 thin 　layer　dLro−

　　 matographies ．

［Key 　word 昂：　1ytic　enzyme ，　a8taxanthin ，　P傾 4 吻 面 拶 細
，
　Streptomlces　rochei 】

　ア ス タ キ サ ン チ ソ （3，3
’−dihydroxy一β，β一carotene −4，4L

dione）は，植物，動物に 広 く含有され て い る発色性，

耐光性，耐熱性，着色性にすぐれ ， 安定性の 高い カ ロ

チ ノ イ ド系 の 天然色素 で あ り，1｝加 え て ビ タ ミ ン E よ

りも強 い 抗酸化活性，抗炎症作用，免疫賦活作用 な ど

の 機能性 が 報告されて い る．2・S＞こ の こ とか ら食品用色

素 ， 水産飼料添加物 とし て 期待 され て お り，化学合成

品 も上 市 され て い る が ，養殖魚 の 体色 改良剤 と し て オ

キ ア ミか ら抽 出し た も の が餌に 添加 され て い る．垂）他

に ， 微細緑藻 の HaematOcoccus　ltも存在す るが培養 に お

け る 経済性 や 色素精製な どの 点 か ら工 業的生産 に は 問

＊
連絡先，Corresponding　author ．

題 が 多い と され て い る．5）一方，不 完全 菌で，Crypto−

c   caceae に 属す る赤色酵母 昂 φ α 吻 ゐ脚
6｝は，大 量

培養が可能で ， ア ス タ キ サ ン チ ソ を細胞内に 豊富に 有

する こ とが知られ て い る h：，　7・B）抽 出す る に は 細胞壁 を

破砕す る 必要 が あ り従来 の 塩酸処理 9勘 や 物 理 的破

砕 7・ll）で は条件が過酷で 効率が 悪 い た め ，よ り穏和な

抽出条件が望 まれ て い る ．そ こ で 我 々 は ，酵素処理 が

有望で あろ うと考え t 市販 の 細胞壁溶解酵素の 適用を

試 み た が ，酵母 Rrh ・deZJntaの 細胞壁 に 対す る溶解活

性 が 低 く抽出される ア ス タ キ サ ン チ ソ 量 も低い もの で

あ っ た．本 報 で は ，土 壌中 よ りP．rh ・d・SJma 細胞壁 に

対す る溶解酵素生産菌を 見 い だ し ，
ア ス タ キ サ ソ チ ソ

の 効率的抽出を行 っ た の で報告す る．
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実　験　方　法

　試薬および装置　　合成 ア ス タ キ サ ソ チ ン は 日本 ロ

ッ
シ ュよ り， カ ニ抽出色素 は 理研 ビ タ ミ ン よ り分与 い

た だ い た 、ま た 細胞壁 お よ び 細胞懸濁液 の 濁度 は ，

Front　Scatter　Method 　Turbidimeter
，
　CORONA 　UT ・11

（コ ロ ナ ）で 測定 した．こ の 値 は ppm で 表示 され る （P．

rhedexpm 生細胞懸濁液 の 場合，500　ppm 　IX　660　nm の

吸光度 で 約 0．4に 相当す る）．

　P ．　rhOdOtyma の 培養と菌体および細胞壁の 調製

YPGP 培地 （0．5％酵母 エ キ ス ， 1 ％ ポ リ ベ ブ ト ン ，

1％ グ ル コ
ース

， 0．5％ KH2PO ＋ ，
0．2％ MgSO

−
・7H

！O ，

pH 　5，5）で 25 °C ，3 日間振 盪培 養 し た P．　rhOdOZima

IFO 　10129の 集菌洗浄菌体か ら白石 ら
12）の 方法 に 準 じ

て ア ル カ リ処理菌体を得 た ．同処理菌体を凍結乾燥後，
パ イ ブ レ ーテ ィ ソ グ ミ ル で粉砕した もの を 細胞壁画分

とした ，

　そ の 他の 培地　　放線菌 の 培養に 用 い た Bennett 　ge
天培地，Emerson 培地，シ

ョ 糖 ・硝酸塩培地 ，
ブ ドウ

糖 ・ア ス パ ラ ギ ソ 培地 の 各組成 は ，微生物学実験法の

巻末付録 IS）を参照 した ．

　 ス クリ
ーニ ング用寒天平板の調製と ハ ローア ッ セ イ

ス ク リ
ー・＝＝ ン グ用寒天平板 は，口 径 89mm の 市販 プ

ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ に 選択培地 （0．1％細胞壁画分 ま

た は 750　ppm 　P．　 rhodexyma の 生 細 胞 ，0，68％ Yeast

Nitrogen　Base（Difco），1．8％寒天，　 pH 　6．8）を 20　ml 注

ぎ作成 した ．ま た，ハ ロ
ーア

ッ
セ イ で は ， 同平板上 に

コ ル ク ボ ーラ ー
に て直径 5．3mm の 孔 を あけ ， そ こ に

注 い だ酵素溶液 40　gRc よ っ て 37°C ，18時間保温後に

生 じる ハ ロ
ー

の 径 を 測 定 した．酵素活 性 は ， 別 に 酵素

希釈系列に よ っ て作製した 次式

log（活性）＝0．2756　x （ハ ロ
ー

の 直径 （mm ））

　 　 　
一5．1550

（相関係数 r ＝0．9997）

に よ っ て 算出 し た．な お ，本式 で の 1単位 は，本 粗酵

素粉末 1　mglml が 形成す る ハロ ーの 径 に 相当す る．

　溶解率の測定　　上 記培養上 清 1　 rUl と最終濃度 500

ppm とな る よ うに 調整 し tc　P．　 rhedoz7mo 細胞懸濁液

（pH 　6．8）3ml を 3e°G で 1時間反応 させ ，濁度 の 減少

を測定 し ， 下記の 計算式 よ り溶解率を 求 め た ．また，

溶菌ス ペ ク トル の 検討に 際 して は ， 酵素粉末を 5mg ／

m ユで 使用 した．

　　　溶解率 （％）−
Q 一

皆
一

・ 1・・

　D 。11
； 0，1 時間後の 反応液 の 濁度

　d。，1 ： 0，1 時間後の 酵素無添加区分 の 濁度

　細胞壁溶解酵紊生 産 菌 の 培養 と粗酵素粉末 の 調製

酵素生産基本培地 （0．3％細胞壁 画分，0．67％ Bact・

Yeast　Nitrogen　Base （Difco），　O．1％ グ ル コ
ー

ス ，　 pH

6．8） に 植菌 し，37 °C ，130／min で 2 〜 7 日間往復振盪

培養 した ．ジ ャ
ーフ

ァ
ーメ ン タ

ー
を用 い た 場合 で は，

同培地に て ，通気量 1．5wm ，撹拌数 200　rp． ，37 °C の

条件下で 3 日間 通 気培養 した ，その 遠心 上 清を粗酵素

液と し，分子 量 10，000の 限外ろ過後凍結乾燥 し，粗酵

素粉末を得た ．

　粗酵素 の至 適条件，安定性　　条件検討 に 際 し，粗

酵素粉末濃度 3mg ！ml ，　Mcllvaine緩衝液 （pH 　3．0〜8．5），

ト リ ス ーHCI 緩 衝液 （pH 　7．5〜9．O），グ リ シ ソ ーNaOH

緩衝液 （pH 　8．5〜10．5＞の 各緩衝液 と，基 質 と して P．

rhed ・zym の 生細胞 お よび細胞壁 を 用 い た ．　 pH 安定性

｝こ お い て は 5°C で
一

晩，温度安定性 に お い て は pH

5．5 で
一

晩放置後 の 酵素溶液 を 用 い て ，濁度 の 減少 に

よ る溶解率を測定す る こ とに よ っ て残存活性 を 比較し

た ．

　走査電子顕微鏡　　電子顕微鏡下写真撮影 に 供 した

試料 は ， 常法 に 従 い グ ル タ
ール ア ル デ ヒ ドー四 酸化 オ

ス ミ ウム ニ 重固 定法 に よ っ て 調製した．ti）

　粗酵素中の各種酵素活性測定　　多糖類分解活性

は ，基質多糖 500mg ！m1 お よび 粗酵素粉末 3mg ／ml を

用 い ，pH 　5．5
，
37 °C に お け る30分間反応後の 遊離還元

糖量 よ り求め た．活性 は，1 分間 に 1μm ・1の グル コ
ー

ス 相当量を遊離す る酵素量を 1U と定義した ．各 プ ロ

テ ア
ーゼ ，α

一ア ミ ラ ーゼ お よ び グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ 活

性 の 測定は ，国税庁所定分析法注解 t5）に 準 じて 行い ，

α
一ア ミ ラ

ー
ゼ の 活性 もそ の 定義e 従 っ て表 した ．

　溶菌 ス ペ ク トル の ための各種酵母の培養　　溶菌ス

ペ ク トル の た め に 供試 し た 酵母 は，YPGP 液体培地 に

て 25°C で 振盪培養 し た ．本培養条件 で の 各酵母 の 世

代時間と最大増殖時 の 吸光度を求 め た 後，対数増殖中

期 お よび静止 期 の 細胞 に 対 し，溶解率 の 測定 の 項 に し

た が っ て 溶解率を 求 め た ．

　薄層 ク ロ マ トヴ ラ フ ィ
ー

（TLC ）

（1）P．rhedet ）ena 細胞壁分解産物 の 同定　　TLC に は，

Mcllvaine 緩衝液 （pH 　5．O）に 最終 500　ppm とな る よ う

懸濁 した 細胞壁 画 分 1ml と粗酵素液 4ml を 37 °C ，4

時間反応 し，メ ソ ブ レ ン フ ィ ル タ ーCO45A （ア ドパ

N 工工
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ソ テ
ッ

ク東洋）で ろ過後適 宜 濃縮 した もの を 供試 した ．

プ レ
ー

トに Kieselge160（0．25　mm ，　MERCK ）を 用 い ，

イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル 1水 ＝4／1 の 溶媒で 展開し，濃硫酸

を用 い て 検出 し た ，

（2）抽出 ア ス タ キ サ ソ チ ソ の 同定　　抽出 した ア ス タ

キ サ ン チ ソ の 検 出に は ，同 プ レ ー
トを 用 い て ，

ア セ ト

ン ／石油 工
一

テ ル ＝ 2！8 の 溶媒 で 遮光下 に て 展開した ．

また分離後 の ス ポ ッ トを掻き取り， ア セ トソ に 再懸濁

後，上 清 の 470nm に お け る 吸収を 比 較す る こ とに よ

っ て 組成比 を 求め た．

　ア ス タ キ サ ン チ ン 抽出の た め の菌体処理　　比較 に

用 い た P．rhedOipata 細胞 は ，洗浄菌体を Mcllvaine緩

衝液 に 乾燥菌体濃度 5 ％ とな る よ う懸濁後，水浴中で

10分間煮沸す る こ とに よ っ て菌体内酵素を 失活 させ ，

急冷後室温に 戻した もの を 用 い た．

（1）酵素処 理 　　本酵素との 比較を 行 うた め に 市販酵

素 と して ， Zym ・lyase　20T （生化学 工 業） お よび 食品

工 業用 の 細胞壁溶解酵素剤と して 販売 されて い る Y レ

15 （天 野製薬），ツ ニ カ ーピ FN （大和化成），セ ル ク

ラス ト （ノ ボ ・ノ ル デ ィ
ス ク）を用い た．なお ツ ニ カ

ー

ゼ FN 用 に は pH 　7．5，本酵素 を含むそれ以外 の 酵素用

セこ は pH 　5．5 の Mcllvaine緩衝液で 調製した R 伽 4叨
一

ma 菌体懸濁液 （50　mg 　dry　celVml ）に ， 各酵素を乾燥菌

体重量 に 対 し 1 ％ とな る よ う添加 した ．酵素処理 は ，

YL −15 で は 5G°G ，そ の 他の 酵素 で は 30 °C で 20時間行

っ た ．

（2）物理的処理　　フ レ ン チ ブ レ ス 処理は The 　FRENCH

Pmssure 　CeLI　Press（AMINCO ＞を 用 い ，菌 体懸濁 液

20 皿 Lに 対 し 16，000psiで 5 回繰 り返 した ．ガ ラ ス ビ
ー

ズ 処 理 は，15m1容 フ ァ ル コ ソ チ ュ

ーブ に 菌体懸濁液

1   と酵 母 辧 用 ガ ラ ス ビ ーズ （直径 0．45   ） Ig

を加え ，オ ート マ チ
ヅ

ク ミ キ サ ーS−100 （TAITEC ）の

最大出力 で 5 分間 処理 し た ．超音波処 理 は UD −200

（TOMY ）を用 い ，菌体懸濁液 20　m1 に 対し出力 200　W

で 氷冷 し なが ら20分間処理 した．

（S）化学的処理　　菌体懸濁液を集菌洗浄し ， 同量 の

1NHC1 に 再懸濁後，10分間煮沸 した ．

　 ア ス タ キ サ ン チ ン の抽出　　ア ス タ キ サ ソ チ ソ は 脂

溶 性 の 色素で あ る た め ，菌体を 破砕 し た だ け で は 可 溶

化 され て こ ない ．そ こ で 各菌体処理液を遠心 分離 して

集め た 沈殿 に ，乾燥菌体重量 に 対 し て 50倍量 の ア セ ト

ン を 添加 した．撹拌後遠心 に よ り，ア セ ト ソ 中 に ア ス

タ キ サ ン チ ン を 主体とす る赤色色素 を 抽出 した ．抽出

率は ，分光光度計 （島津製作所，UV −180）を用 い て ，

470nm に お け る 吸 収 を 測 定す る こ とに よ っ て 比 較 し

た ．

　抽出色素 の 高速液体 クロ マ トゲ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）

HPLG は Bushway の 方法工6）を 改変 して 行 っ た ．す な

わ ち ， 600E　Multisolvent　Delivery　System（Waters）を 用

い て ，Sim−pack　CLC −ODS カ ラ ム （島津製作所），移

動相 と して ア セ トニ ト リル 1メ タ ノ ール 1テ ト ラ ヒ ド 卩

フ ラ ソ ＝6！311，流速 1皿 Vmin，カ ラ ム 温度 40°C の条

件 に よ り分離した ．また 色素は ，99〔｝J　Ph ・ t〔油 ・de　ArTay

Detector（Waters）を 用 い て ，470　nm の 波長 に よ り検 出

した ．

　抽出色素 の 退色試験

（1）光退色試験　 　ガ ラ ス 試験管 ｝こ 1m1 の ア セ ト ソ

抽 出色素を入れ密封後 ，15°C 恒温室内 で ，ラ ボ ラ イ

ト蛍 光灯 ，Power 　twist 型 VO　W （DURO −TEST ｝を用

い て 20cm の 距離で 水平 に 光を照射 した ．66時間後 の

470nm の 吸光度 か ら減少量を求め た ．

（2）熱退色試験　　ガ ラ ス 試験管 に 2m1 の 1級大豆

油 （和光純薬） に 溶解 した 色素を入 れ，130°C で 保温

し ， 470　nm の 吸光度を測定 した．

実　験　結　果

　ス ク リーニ ン グ　　全国各地 の 土壌サ ソ ブ ル 約400

点か ら，細胞壁画分 を 含む ス ク リー＝ ン グ 用 寒天平板

上 に 生育 した コ ロ ニ
ー
周囲に ，細胞壁溶解 に よ る透明

環 （ハ卩 一） を 形成 し た 株 と し て ，約600株を得 た ．

つ ぎに ，同選択培地 に よ る 10m1 の 液体振盪培養を 2

〜 7 日間行 っ た ．その 培養上清を用 い て ハ ロ
ー

ア ッ
セ

イ に よ る活性 の 比較を行 い ，60株を選抜 した ．さらに ，

細胞壁 の 代わ りに P．rhOdOxpa 生細胞を用 い たハ卩
一

ア ッ セ イ に よ り，10株 に 絞 り込ん だ ．最終的 に は ，各

株 の 培養上 清 を用 い て 生 細胞懸濁液 の 濁度減少か ら求

め る溶解率を比較 した 結果 ， P．　rhedOtym 生細胞 を速

や か に 溶菌す る酵素を 生産する放線菌 PHA ・34株を得

た ．

　分離薔株の同定　　本放線菌PHA −34株の 主な 形態

学的特徴は ，Table　1 に ま とめ た ．本菌 の 増殖温度域

は 10〜45° C で あ り，酵素生産基本培地液体培養も し

くは Bennett寒天培 地 上 で は 無色透明 な基 生 菌糸が 観

察され た．そ の 直径は 0．8〜1．5 μm で ， 稀 に 切断さ れ

る こ とがある が多くは 切断 され る こ とな く多方向に 分

岐 して い た ．ま た Emerson 寒 天 培地 ，酵素生産 用 寒

天培地上 で 本菌は 最初 白色を呈 し，徐 々 に ベ ー
ジ ュ色

の コ Pt ニー
へ と成熟した．気菌糸は 螺旋状で ， 成熟す

N 工工
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Table　1．　C1職 racteristics 　Of　P ゆIO，npa 邸 蜘 PHA ・3垂． T 曲 1c　2・蹠   ・f  旺 waj1 。・ntent 。 n ユゆ 鱒 i槭ty．

CharaCtedstic
Cc 皿wall 　added

　　（％）　 　 fo・   Uw ・皿

　　　　　　　　　 （mU ）

Lytic　activity

Range 　of 　grvw止 tmp ¢ m 甑

D   鵬 rofmy   賦um

Co且or 　of　8porc 　m 躑

Spo蜜¢ d』】血 皿 o 仙 d且ogy

Spo爬 8u 漁  

Spore盟c皿8曲

Sporc」bm
Mdlanin　en 　pePtone．yea寵
　 q 蹴 r繊 mn 　ag 巳r

Md 跏 in　on 　tyrosine　agar

10−45° CO
．8−1．5μコロ

White　to　yd隠ow 響bruwn

OPitulasSmQothO

．5−1．0 μ皿 in　dEamotor

別 ip8¢

Ab8ent

fbr　intact　oells
　 （mU ）

0．0030
．010

．030

．10

．31
．0

　 015

．123

．595
．2725

．9384

．8

0001

．62

．411

．0

Abeent

る とそ の 先端が切断さ れ胞于が形成され た ．胞子の 大

きさは 長 さ O．8〜 1．5pm ，直径0．5・− 1　．e　Strnで 多 くの も

の は楕円M であっ た ．胞子衰面は平滑だ が高倍率で は

劇
しわ

”
が認め られた．上記培地上 で発育した 本菌は

飽子嚢，運動性 の 胞子 ，分節胞子 は楓察されず ，
メ ラ

ニ ソ 生成は陰性 であっ た．また ，液体培養で得た本菌

体の 縦胞豊中に LL 型 ヂ ア ミノ ビ メ リ ソ 酸 お よ びグ リ

シ ソ を 有 して い た こ とか ら PHA ・34 株 lt　StVYblOmltes

剛 瀚 と同定され た （Fig．　1）．

　酵素生靂　　S．・ecld 　PHA ・謎 株を ，
　 Emerson培地 ，

シ
” 糖 ・硝醸塩培地， ブ ドウ糖 。ア ス パ ラ ギ ソ 培地 お

よ び各培均に 0．3％細胞壁画分を加えた もの t また は

酵素生産差本培地 お よ びそれか ら細胞聽画分を除い た

もの で培菱 し ， そ の 培養上清の ハロ
ー

ア ッ セ イに よ る

酵素活性 を 測定した と ころ，い ずれ も細胞孅画分を含

む培地 で 培養した上清に の み活性が 認 め られ た こ とか

ら，本細胞盤溶解活性は ，
P．　rhatpmta 細胞壁 に よ っ

て 誘導 され る誘導酵素である と推測され た （デー
タ 省

略）．つ ぎに酵素生産蓋本培地 に お け る 添加 細胞麋画

分の 最適初発濃度を検討した 。T8Ue 　2に 示すよ うに ，

培地中 の 添加細胞壁爾分濃度が高くな る ほ ど酵素活性

が高 くな っ た ．ま た P．rhe‘IOi［r，na 生細胞 に対す る溶菌

活性 は，O．1％以 上 の 細胞壁画分が 必要 で あ り，基質

漉度が高くな るほ ど活性も高くな っ た が ， 基質翼製 の

手間 も考慮 し，通常の 酵素生産に は 0．3％を用 い る こ

ととした ．つ ぎに，ジ ャ
ーフ

ァ
ーメ ソ タ

ーで の 培養に

おける通気条件を検討した ．TabLc　3 に は 撹拌数 200

rpm ，培養温度 37 °C に おけ る 通気量 に 対する酵素活

性 を 示 した ．その 結果，通気量 が 活性に 与 え る影響は

大きく， L5wm で 3 日間培養す ると最高活性を示 し

た．

　粗酵棄の至適条件 ， 費定性　　F嶋 2 に 示す よ うに ，

本酵素の 生細胞に対する 至適撮度）t 　S7°C
，至適 pH は

5．5で あっ たが，細胞監に対 して は非常に緩や か な ピー

ク を示 した．細胞壁 に 対す る 至適温度は 20 °C か ら

50 °C 付近 にあ り，至適 pH は 5。5付近と7．5〜 B．0付近

に 2 つ の ピー
ク が存在す る よ うに見られた ．こ こで緩

Table　3．　in且uence 　of　aeration　mtio   1y廿c　activ −

　　ity　in　a　jar　fe皿 砠 tor．

Aerstion
（v ▼m ｝

Lytic　aCtiVity

丘｝r   皿 wdl 　　　 ibr洫嫩 o 曲

　 （皿 u ）　　　　 （mU ）

一

10μ 鳳

0501

正

り
6

148，51206

．t

　 1．8

1．88

．51
．5

Fig．1．　 S．　rachei　PHA ・3蛋．
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　 100　
ま
v80

台’
9
　 60
コ

8
　 40
雲
：

．220
£

　 　 0
　 　 　2468 　　 10

（100

）

80b

’
；
コ

60

冨
　 40
掌’
：

£ 20
£

　 　 00
　　　　20　　　40　　　60　　　80

　　　　　　　　　　　　　　pH 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Temperature （℃ ）

F三g．2．　 Effects　of　pH 　and 　temperature 　on 　lytic　activity 　of 　S．　 rochei
’
　PHA −34。　 Symbels ： ●

，
ce 皿 wall ；▲

，
　native 　cells．

衝液の 種類で や や違い がある もの の ， 細胞壁は 生細胞

と比較 して 非常 に 溶けやす く， 同 じ条件下 で は 細胞壁

を 基質と した 場合 の 方が高い 溶解率を 示 した ．ま た

Fig．3 に 示す よ うに ，　 pH 安定性 で は pH 　3．0〜10．5 の

範囲で そ れ ぞれ 5°C で一晩放置後，pH 　5．5 に 再調整

し 37ec で 反応 させ た と こ ろ，すべ て の pH に お い て

ほ ぼ 同程度 の 残存活性 が 認 め られ た た め ，こ の pH 範

囲 内 で は 安 定 で あ る と 判 断 し た ．温 度 安定 性 は

pH 　5．5 に 調整 し た 酵素溶液を 10〜80 °C で 一
晩放置

後 ， S7 °C で反応させ た と こ ろ ，
　 eo° C ま で は溶解活性

を 維持 して い た が 50°C 以 上 で は 活 性 の 低下 が著しか

っ た ．本条件を用 い て P．rh ・d・zym 　ts細胞に 対する 1

時間後の 溶解率を 求め た と こ ろ，Table　4 に 示 す結果

と な っ た ．P ．　 rhodezyma 生 細 胞 Vt　Zymolyase で は ほ と

ん ど溶解され な い の に対し，本酵素で は酵素量 の 増加

とともに溶解率が増加 した ．こ の 時（0．5mg ！皿 1）の 走

査電子顕微鏡写真像を Fig．4 に 示 した ．

　粗酵素粉末中 の 各種酵素活性 と 細胞壁 の 酵素分解

（

100

）
80

き1
；
　 60’
：

8
　 403
’
9
£ 20

£

　 　 0
　 　 　 246PH8 　 　 10

本酵素粉末中の 加水分解酵素活性を調ぺ ，そ の 結果を

Table 　5 に 示 した ，本酵素粉末 は ， 主 とし て 各種 の グ

ル カ ナ
ーゼ ，キ シ ラ ナ

ーゼ
， 中性 プ ロ テ ア

ーゼ 活性 を

有 し て い た ．ま た S．rechei 　PHA −34 株を ，　 Emerson 培

地 ，
シ

ョ 糖 ・硝酸塩培地 ，
ブ ド ウ糖 ・ア ス パ ラ ギ ン 培

地 の 各培地 に 0．3％細胞壁画分 を 加 え た もの ， ま た は

酵素生産基本培地 お よ び それ か ら細胞壁画分 を 除い た

もの で 培養 し，そ の 培養上 清 の ハロ ーア ッ セ イ お よ び

濁度 の 減少に よ る溶解率と主な酵素活性との 相関関係

を求め た と こ ろ Table　6 に 示す結果 とな っ た．こ の 結

果か ら ，
ハ ロ

ーア
ッ

セ イ と濁度 の 減少に は 高 い 相関関

係が認め られ ， そ こ に もっ と も高く相関する酵素活性

は プ ス ツ ラ ナ
ーゼ で あ っ た ．した が っ て P．rhadozyma

細 胞 壁 の 溶解に 主 と して 作用 し て い る の は ， 本粗酵素

中の β一1，6 グ ル カ ナ
ーゼ 活性 で あ る と推測 され る．本

酵素に よ る P．rhodez コ ma の 細胞壁分解物を TLC で調

べ た と こ ろ，グル コ
ー

ス の ス ポ ッ トが 確 認 され た （デー

タ 省略）．

　 100（

v80b

’
；
　 60
コ

器
　 40
＄
コ

£ 20

£

　 　 00
　　　 20　　　40　　　60　　　80

Fig．3．　 pH 　and 　te皿 perature　stabilities 　ef 　S．　 recha
’
PHA −34　1ytic　activity ．

Temp θ rature 　（℃ ）

　 Symbols　are 　the　same 　as　in　Fig．2．
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Tabie　4．　Lysis　of 　R ．riedhaymo 　intaCt　cells．

Rate　of　lysiS（％）

Tab置05 ．　Enzyme 　acdvitie8 加 廿Le　lytic　en肛ymo
　　produced　by　S．鷹 簡 PHA ・34．

E 塞zaytne 　co ロcerlzation 　O．5　　　1．0　　　2．0　　　2．5
　（mglml ）

Substrate E・z・ym ・ 黜溜謡謝
PHA ・34   二yme
Zyロ 01ya鴎

15 BO3 60

0

　Thc 　mte 　of1 γ融ts・was ・calcu1 欲 ed 肋 m 　thc　d  聡 a8e   電he
turb 袖 ty 。f　a・P・蜘 剛 ntact 。el1・su』peusi・ n ・c・ nt 血 一
ing　eaCh 置ytic  zyme 諭 er 　l　h　at 　30°C ．

　漕薗スペ ク トル　　本酵素 の 溶爾活性を22株の 酵母

に対 して検討 した．Table　7 に は ，酵母懸渦液の 濁度

の 減少に よ り求め た 溶解率を示 した．本酵素は ， 対数

増苑期にある子黼 酵母 ， 不完全菌酵母を溶菌 し， 担

子曹酵母の 主なもの に 対して は ，増殖相の 区別 な し に

溶解 した．こ の こ とか ら ， 本酵索 は P 劇胸 網 の細

胞鰭 に対 して だけで な く幅広い 対象 に対 して も利用可

能で あると思われた．

　アス タキサ ン チ ン 抽掛串の比較　　本細胞壁溶解酵

素が ， P．　dW 菌体に対 して有効に 作用す る こ と

が確認で きた た め，混 伽 伽 菌体よ り赤色色素ア

ス タ キ サ ン チ ソ の 抽出 に つ い て検討 し た，本酵素を

君 r加伽 菌体に 作用させ た ときの ア ス タ キ サ ン チ

ン抽出率を 100と して，各市厭酵素処理，物理的処理 ，

化学的処理 に よる抽出率を Tab 畫e　8 に 示 した．本酵素

に よる抽出率は，他の市販酵素処理お よび各種物理的

処理 と比較 して もは るか に高い 抽出率を示 した．こ の

時他の 処理 方法 を 用 い た 区分は ， 抽出残檀iが まだやや

赤色を呈 して い た．生細胞の場合， 蔵体内酵素が 作用

するた め か ， 未処理区分か らア セ トン に 抽出される量

（A）

CaseinCaseinSolubie

　8tardh

Soluble　stardh

Pu皿ulanLarninarin

acid 　protea 昌ε

neutra 且protease

α
一amyla8e

gluccumylaee
puliulanase
lamiiiarirtase

β
・1

，
3Glucan （Cardlan）　β

一1
，
391ucanase

NigerariPustulanChitinMannanXylannL8emna8e

puStUlanase
chitin 圏 e

駆一 a5e

rylanase

　 5．559

．514

．8

　 0．0
　 9．0520

．0139

．0

　 0，0118

．0

　 0．0

　 0．0100

．0

は 熟処理細胞を用 い た場 合 よ り多か っ た ．市板酵素を

生細胞 に 作用させ た楊合 ，
ア ス タ キ サ ン チ ソ抽出率 は

加熱細胞を用い た場舎よ りさ らに 低 くな っ た．こ れ は，

細胞 の 細胞壁溶解酵素 に対す る感受性 の 違 い で あ る と

考 え られ る．

　抽出色棄の 定性分析　　HPLC に よ る分析結果を

Fig．5 に 示す ．本酵素に よ りE 伽 画卿 菌体か ら抽

出 した 色素 の ク ロ マ トグ ラ ム で は 3 つ の 大きな ピーク

が 見られ，こ れ は合成アス タ キ サ ン チ ソ の ク 卩 マ トグ

ラ ム で見 られ る 3 つ の ピ ーク と保捨時閥が一
致 した，

個 々 の ピー
ク の 同定は 行 っ て い な い が ， 通常 trWtS一ア

ス タ キ サ ン チ ン が ただ ち に異性化さ れ ， 9・cis　tsよ び

13・cts との cis・tra，ts　aSftigとな る こ とが知られ て お り，
爵 型の 方が ttvns　ngよ り遅れ て溶出 され る と い う．e・tη

（B）

iPig・　4・　　Sc8曲 g　d ¢ Ctron　2コ直cro 臨cop ¢ 　1止otograph8 　0f 　R　7鞠 ce 皿8　treated ▼「ith　PHA −34　enzy ：塁 e，　（A ）

　　Withopt　m 胆 c ；（B）with 　enzyme ．
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ZJgosa‘‘加 厂OPtア‘∬ rOtLxii　IFO 　1130

Hansenula　7η磁 ∫ゴRIB 　5226

K ’＃yverOPtアces　tactis　IFO 　O433

R
’
chia　4 陀oη24’a　IFO 　10213

五ψoηり68∫ starkeli 　IFO 　1038i

Fitebasidガum 丿lenJeme　iFO 　1915

Ustゴ  o　maydis 　IFO 　5346

R ゐodosPen
’
dium ‘鋸 ’of 伽 IFO 　10512

Tremelta　mese7zten
’
ca 　IFO 　9310

GraPhiela　Phoenicis　IFO 　9100

Sp．e厂o西oあ嚶ア‘es　rσseus 　IFO　1105

BrettanemJ‘es 西月  6’♂觚 ‘∫ IFO　O797

Candide　collicutesa 　IFO 　O663

Candida　tropicalis　IFO 　l400

Candi
’
ぬ utitis　IFO 　O639

Kloeckeraゆ ゴ‘ μ’σ 忽 IFO 　O865

R加 doteruta　g’utinis　IFO 　1125

鞠 o陀ψ∫‘∫ 抛 rぬうilis　IFO 　O755

σり
）Ptoco‘硼 ∫ albidus 　IFO 　O612

PltaPta　rhodOfi ア
  IF（） 10129
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23

　The　rate 　of　lysis　was 　calculated 　from 山 e 　decrease　in　the

turbidity　of 　a 　ccll 　suspension ．　 Each　cell　suspension 　was

incubated　 at　the 洫dicated　grow 出 画 ase 　with 　5　mglml

PHA −34　enzyme 　at　30° C 　fbr　l　h．

また 塩酸処理 に よ っ て 抽出 した もの で は ピー
ク パ タ

ー

ソ が異な っ て お り，ア ス タ キ サ ン チ ン と思わ れ る ピー

ク は，それ よ り速 く溶出される ピ ーク と重 な り，
い わ

ゆ る 肩 として しか 検出 で きなか っ た ．次に ， TLC に

よ る 分析結果を Fig，6 に 示 す．本酵素お よ び塩 酸に よ

っ て 抽出 した 色素 は ， 合購ア ス タ キ サ ソ チ ソ の ス ポ ッ

ト と Rf 値で一致 し，こ れ は An ら「1）が報告 して い る

cis・，　tran“ ア ス タ キ サ ソ チ ソ の Rf 値 と 同 じだ っ た 、ま

た 　Table　9　ll示 す よ うに ，プ レ
ー

ト上 の ス ポ ッ トを掻

き取 っ て ア セ ト ソ に 懸濁後，そ の 上 清 の 470　nm の 吸

収 を 測定す る こ と に よ り 廊∫
一，trans・ア ス タ キ サ ソ チ ソ

の 存在比 を 比 較 した と こ ろ，本 酵 素 を 用 い て 抽 出 した

色素の 存在比 は，合成 ア ス タ キ サ ン チ ソ の 値 とほ ぼ一

致した．
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Exロact　by　PHA 呻34　en聊 e　　　　　　　　liXtraCt　by　H α　　　　　　　　　　Syrrthedc　astaxanthin

　　　　　　　　 Fig．5．　High 　performanoc　liquid　chromatogral ロ of　astaicanthin ．

　抽出色素の 光 ・勲安定性　　本酵素で 処理 して 得た

抽出色素と塩醸処理 で 得た 抽出色素の 光お よび 熟に 対

する安定性を比較検討 した．光照射の結果を　Tahle　to
に ， 熱処理 の結果を F喀．7 に示す．本酵素処理 に よ っ

て得た色素 は ，塩激処理に よ っ て 得た 色素よ り酎光性，

耐熱性 に す ぐれ て お り， 合成品 よ り熟 に対して安定で

あっ た．

考 察

　今回我 々 が単離した放線菌 51祕 PHA ・34株は ，

赤色酵母 RrAedya の細胞壁を誘導墓質 と して ，　P．

噸 生細胞 の 綯飽襞を潅解する酵素を生童 した ．
こ の 酵素の 溶解活性 は ， 幅広 い pH 安定性を示 した．

本酵素は ，数種の グル カ ナ
ーゼ

， キ シ ジナーゼ お よび

プ ロ テ ア
ーゼ 活性 を有して い た が ， 敬種覈の 培養条件

に よ っ て変化す る活性を基 に して R 　rhaahaJvne の 溶解

率との 相闘を求め たとこ ろ ， 含まれる静素活性 として

は もっ と も高 い ラ ミナ リナ ーゼ （β一1，3 グル カ ナ
ーゼ ）

活性 よ りもブ ス ツ ラ ナ
ーゼ （β一i，6 グル カ ナ ーゼ）活

性 ともっ とも高い 相関 を示 した ．β一1，S グル カ ナ ーゼ

活性 を主体とする Zy皿 d アa鵬 な どの市販酵素が ，
　 P．

haJmu 生細胞に作用 しなか っ た こ ともこ うした 理

由に よ る もの と推測 され る．た だ し， 紐胞甓 と生細胞

を基質 として 用 い た楊合の 溶解の 至適 pH が異な っ て

い た こ とは ， 本酵素の溶解活性が β一1，6 グル カ ナ
ーゼ

単独で は な く， 他 の 酵素活性 と複合的に 作用 して い る

E罵 tr ‘ot 　by　PHA − 34 　enzy 皿 e

E： tr 己 ct 　by　HC1

Rod 　pi “皿 ont8 　0f 　oru8t ＆ co 亀

Synthotic 　68t ‘ 竃8nt 』iロ

Sy 駐th ■ tic 　‘8t 邑 罵8nthi ロ

Fi区．6．　Thin 　lzyer　chromatogT − m 　of 　as 贓 th血．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1997年　第 4 号 PhaVEa細胞壁溶解酵素 237

Table　8．　EMciency　of 　astaxanthin 　extraction 　from

　　P．rhedOz ）ma 　cell　under 　various 　treatments ．
Table　10，　Influence　of 　light　irradiatiDn　on 　astax −

　 　 anthin 　color ．

Treatment
Ext・ acti 。n ・ati。 （％） Treatment

正｛eat −treated　cdlls 　　　Intact　ceUs

Degree　of 　color 　rcmaining

　　　　 （％）

Not　treated

PHA −34　enzyme

HClFrench

　pre8s

Glass　beads

Sonication

Zymolyase　20T

Y レ 15Tsunicase

CeUuclast

　 8．8100

．089

．144
．037

．014

．651

．0

　 8．718

．233

．3

lt．2100
．ONTNTNTNT45

．OIL316

．022

．7

PHA −34　enzyme

HC1

44．73

．4

　 The 　extra （］tion　 ratio 　indicates　the　absoTbancc 　 at 壬70

nm 。f　acetone 　extract 　after 　treatment ，　taking 　that　of 　the

PHA −34　enzyme 　treatment 　as　lOO％．　 NT ，　not 　tested．

こ とを示唆 して い る，一方，溶菌 ス ベ ク トル をみ る と ，

定常期の 子嚢菌酵母 に 対す る溶菌活性 が 低 く，不完全

菌酵母 の 同 じ Candide属の 中 で も種間 の 差が 大 きか っ

た．近年 P．　rhadOZJma は，　 i8SrRNA 塩基配列 の 相同性

比 較 か ら 他 の Crypt・ c・ ccaceae とは 異 な る こ とが報告

され て お り，iS ）ま た 有性世代が 発見 され Fil・ basidiaceae
，

Tremcnalcs に 属す る新属 XanthOPhlUomlcesと して 提唱

さ れ て い る．19 ｝担子菌類 で あ る Fit・basidiamjlenfeva
，

Ustitag・ maldiS
．
　TremeUa　mesentfrica 　h：比 較的高 い 溶解性

を示 した こ とか らも ， 担子菌類の細胞表層構造 に は 共

通性 が あ る もの と推測 で ぎる．しか しなが ら同 じ担子

菌類 の 中 で も RhedesPon
’
dium　tOrttlOidesは ま っ た く濁度

の 減少が起 こ ら な か っ た （Table　7）．　 R．　teruteidesの 無

性世代とされ る Rhodetorulaglutinisの 感受性も低 い こ と

か ら両 者 の 細胞表層 は 異なる こ とが示 唆され る．こ れ

らの こ とか ら，酵母に 共通す る細胞壁 の 基本骨格を な

す構造体が β
一1β 結合 し た グ ル カ ン で ある「o）とすれ

　Each　pigment　 was 　irradiated　at　 about 　6000　lux　for

66h ．

Table　9．　Distribution　of 　red 　pigment　peaks ．

0．22　　　0．29　　　0．55　　　0．87

ば ， 本酵素 に よ る溶菌が そ う した 基本構造 を 分解す る

こ とに よ っ て 起こ っ て い る もの で は ない と考える こ と

が で き る ，事実 ， 本酵素処 理 した P．rhadO ＝ym 生細胞

の 電子顕微鏡写真 で は ， 細胞表層 の 局部的 な分解 に よ

る と思わ れ る 穿孔が認め られ て お り （Fig．　4＞，
こ の こ と

を示唆す る もの で あ る．しか しな が ら，た とえば S砌
・

charom コces　cerevisiae　Vt　k’い て は，β
一・1

，
6 結合を介 した β一

1，3 グル カ ン の 層状構造体 と，比較的長 い β一1，6 グ ル

カ ソ を 側鎖 に 持つ β
一1，3 グ ル カ ン に よ っ て 細胞壁 の 骨

格構造が形成 され て お り，2り酵母細胞壁 は 複雑な構造

を とっ て い る こ とが 推測 され るた め ， 種間で そ の量比

が異 な っ て い る こ と も
一つ の 要因か も しれ な い ．

　 ア ス タ キ サ ソ チ ソ 抽出に お い て塩酸処理 は，他 の 物

理的処理や市販酵索処理 よ り高い 抽出率を示す簡便な

処 理 方法 で あ る が，HPLC ，TLC などの 結果 で は 合成

ア ス タ キ サ ソ チ ソ と は 異 な る パ タ ーソ を 示 し，cis−

trans比 で も cis 型 の 比率が高 い もの で あ っ た ．　 An −

drewes らは ，
　 P謡 加 ぬ妙

  の 場合 廨 一ア ス タ キ サ ソ チ

100

Rfvalue

Extract　by
　the　PHA −34　enzyme

Extract　by　HCl

R．ed 　pig皿 ents 　of

　 cr 皿 stacea

15．8％ 　　84 ．2％

52．0％　　48．0％

29．4％　　　0．0％　　29．4％　　41．2％

Synthetic　a8taxanthin 　15．0％　　85．0％

　 The 　Rf 　values 　of 　authentic 　 astaxanthin 　 are 　 as 　foUows：

6毳「
−astaxa 跏 n う 0，22；ご們α翅5−astaxanthin ，0．29．11）
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（
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Φ
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8
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8
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　　　　　　　　　　　Time  

Fig．7．　 In且uen   ・ 伍 eat ・n 　ast … anthin 　c・1・r・Each

　　 astaxanthin 　wa5 　incubated　at 　1300C 、　 Symbols ： ● ，

　　PHA −34　enzyme ；▲
，
　HCI ； ■ ，8yllthetic 　astaxanthin ．
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ン も生合成産物 で は な い か と推測 して い る 22）が ，一

般的 に 天然 の β
一カ ロ チ ソ は trans　agで あ り，ア

ー
テ a

フ ァ ク ト と し て の ets 型 へ の 異性化 が 起 こ る とされ て

い る．8）ま た こ の eis　se性体 は，抗腫瘍活性，ビ タ ミ ソ

A 活性，抗酸化能，色調などの 面 か ら問題が ある とさ

れ て い る．17）また 塩酸処理 に よ っ て 得 られ た 色素 は ，

光照射 に 対 し て 速 く退色 し た ．こ れ は 塩酸処理 が 色素

に 対 して 過激な条件 で あるこ とを示 して い る．一方，

本酵素を P．rhodOzvma 菌体 に 作用 させ た 場合 は 抽出率

と して 各処理 よ り高 く ， HPLC ，TLC な どの 結果 か ら

も， trans一ア ス タ キ サ ソ チ ソ 比率が 高 い 合成 ア ス タ キ

サ ン チ ン とほ ぼ同等である こ とが分か っ た ，さ らに 耐

熱性 に お い て は 合 成 ア ス タ キ サ ン チ ン よ りもす ぐれ て

い た．本来，酵素を 用 い た前処理 は ，比較的低 い 温度

で ，しか も色素が安定な pH で 反応が行える こ とか ら，

ア ス タ キ サ ン チ ソ の 変性，退色 な ども最小限 に 抑 え ら

れ る と考えられ る が，溶解活性 の 低 さ などか ら実現性

に 乏 しい もの で あ っ た ．物理的破砕 の 場合抽出率を上

げる た め に は ，溶媒 で の 抽出を数 回 繰 り返 す
11 ｝か 極

性 の 異 な る 溶媒 を検討 しな けれ ぽ な ら ない ．今回の 新

規酵素は 既存の 酵素と比較 して P．rhodezrvnva 細胞 に 対

す る溶解活性が高い た め ，従来の 酵素で は 得られ な か

っ た 物理 的，化学的処理 よ りも高い ア ス タ キ サ ソ チ ソ

抽出率 と trans型比率が高く，さ ら に安定性 に す ぐれ

品質的 に も良好なア ス タ キ サ ソ チ ン を 得 る こ とが可 能

に な っ た ．こ の こ とは ，物理的破砕 の 装置 な どを新 た

に 設置す る こ とな く，規模 の 大小に 係わ らな い 処理を

可能と し ， 高品質の 天然型 ア ス タ キ サ ソ チ ソ を工 業生

産す る 場合に お い て も有望な処 理 条件 の
一

つ と し て 期

待で ぎる と考える．

要 約

　赤色酵母 P．rhoalOaynm か ら酵素に よ る 効率良い ア ス

タ キ サ ン チ ン の抽出を め ざ して ， 土壌中よ り細胞壁溶

解酵素生産菌 を ス ク リ
ー

ニ ン グ した 結果，放線菌 S．

rocha
’
　PHA −34株 を 単離 し た ．本菌 は ，　 P 痂 40り   の

細胞壁を誘導基質 と して ，β
一1，3 お よび β

一1
，
6 グル カ

ナ
ーゼ を 主 体 と した 幅広 い pH 安定性を有す る細胞壁

溶解酵素 を 生 産 した．本 酵 素 は ，PrbOdeayma 生 細胞

だ け で な く，対数増殖期に ある子嚢菌酵母 ， 不完全菌

酵母を溶菌 し，担子菌酵母 の 主 な もの に 対 して は ，増

殖相 の 区別な し に 溶解 した ．本酵素 に よ る ア ス タ キ サ

ソ チ ソ の 抽出は ， 化学的処理，物理的処理 お よ び 他 の

市販酵素処理 よ りも高い 抽出効率を示 し ， 得られた ア

ス タ キ サ ソ チ ソ は，HPLC ，TLC の 結果 か ら ， 合成 ア

ス タ キ サ ソ チ ソ に 匹敵す る純度で あ る と判断 され ， 本

酵素 に よ る抽出が 有望な方法 で あ る こ とが示 され た ．

　電 子顕微鏡写真撮影に お い て ， 当社総合研究所長澤直，高寄章

宏両研究員の 協力を 得ま し た ．こ こ に 感謝 の 意を 表 します．
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