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　　Awool 　cuticle −degrading　bacterium 　was 　isolated　from　soil　and 　identified　as 　B αcillus ‘67伽 （strain

NS −11），　 The　cuticle
−degrading　enzyme 　produced 　by　the　bacterium　had　high　activity 　against 　wool

keratin　rather 　than 　casein ．　 The 　optimum 　pH 　of 　the　enzyme 　was 　8，　and 　it　was 　stable 　between 　pH 　5

and 　 9．　 The 　 enzyme 　 easily 　hydrolyzed　 denatured 　 keratin，　 such 　 as 　 that　 which 　 was 　 chemically

modi 且ed ，　but　hardly　hydrolyzed 　native 　keratin．　 Amorphous 　wool 　keratin　was 　hydrolyzed　by　the

enzyme 　more 　quickly　with 　the 　assistance 　of 　hydrogen　peroxide，　whereas 　hydrogen　peroxide　was 　of

htde　assistance 　in　the　hydrolysis　of 　pulverized　wool 且bers．　 Howevcr，　in　the 　presence　of 　hydrogen

peroxide　the　enzyme 　modi 丘ed 　the　cuticle　compQnents 　pre琵rentially 　without 　damaging 　the　inner

components 　of 　the 　woo1 丘bers．　 The 　enzyme 　produced　by　the 　isolated　strain 　is　thus 　expected 　to　be

effectual 　in　the　shrink 　proo 丘ng 　ofwool 　without 　decreasing　its　tensile−strength 　or 　abrasion −resistance ．

［Key 　 words ：

peroxide］

Bacilius　 cereus
，
　 keratin　degradation，　 wool 　 cuticle 　degradation，　 hydrogen

　羊毛繊維 に は表面 に 鱗片状を した ク チ ク ル が あり，洗

濯を行 うと繊維同士 が 絡 ま り合 っ て フ ェル ト収縮す る性

質を有 して い る．こ の フ ェ ル ト収縮を防 ぐ方法 と して，

主 に 塩素系酸化剤 お よび 樹脂 に よ りク チ ク ル 層 を 改質す

＊

連絡先，Corresponding 　author ．

る 方法 が 用 い られ て い る ．と こ ろ が ，最近 の 環境問題 の

高 ま りか ら， タ ン パ ク 質分解酵素を利用 した 防縮加工 が

見直 さ れ 研究開発が盛 ん に行わ れ て い る．1−3）し か し，

実用的 に 満足 で きる 成果 は 見 い だ され て い な い ．

　我々 も先 に 既存の 市販酵素 を 中心 と した 30種類 の 微生

物起源 の タ ン パ ク 質分解酵素 を 用 い て 羊毛 の 防縮加 工 に
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試みた が T い ずれ の 酵素 も通常 に 作用 さぜ る限 りク チ ク

ル 層 へ の 作用 が弱 く，無理 に 作用 させ る と ク チ ク ル 層 よ

りも内部 （コ ル テ ッ
ク ス ）層，特 に 細胞膜複合体 （CMC ）

領域の 非 ケ ラ チ ン 成分が 加 水分解 さ れ，引 っ 張 り強 さな

ど の 物性 を保つ こ とが で きな い こ とを報告 した ．4）

　 こ の よ うに ，酵素単独 の 加工 で は 羊毛繊維 の 物性低下

を起 こ さず実用 に 供 され る 防縮性能 まで 到達 で きて い な

い の が 現状 で あ る ．

　 こ れ まで に も，ケ ラ チ ソ 分解を 目的 と した新規な ケ ラ

チ ナ
ーゼ 5一フ）お よび ア ル カ リ プ ロ テ ア

ーゼ 8・9）が 報告され

て い る が，い ずれ も人 の 毛 髪 を 対 象 に そ の 特性 を 検討 し

た もの で あ り，羊毛繊維 の 防縮性に 対する効果 に つ い て

は 明らか に され て い ない ．そ こ で ，羊毛繊維 の ク チ ク ル

層に 選択的 に 作用 し，内部 の コ ル テ ッ ク ス 層 へ の 作用 は

低 い と い う酵素が 開発 で きれ ば 羊毛繊維 の 物性低下を起

こ す こ と な く防縮加 工 や 風合 い の 改良 を 行 い うる と考

え，広 く自然界 か ら羊毛繊維改質の 目的 に 合っ た 酵素を

産生す る 微生物を検索 し た ．そ の 結果，羊毛加工 に 有効

と思わ れ る 菌株を土壌 よ り分離す る こ とが で きた ．こ の

菌株 の 培養上清に は 羊毛繊維の ク チ ク ル 層に 作用す るが

内部 の コ ル テ
ッ

ク ス 層 に は 作用 しが た い 性質を有す る ク

チ ク ル 分解性酵素 が 認 め られ た ．本論文 で は ，新 た な 利

用法を目的 と した ク チ ク ル 分解性酵素生産菌株 の 分離 お

よび 同定 と生産され る粗酵素の 性質に つ い て報告する．

実　験　方　法

　羊毛粉末 の ケ ラ チ ン 基質　　粉砕羊毛基質 と して ，粉

砕羊 毛 IA （W ・ 01　p ・ wder 　IA），粉砕羊毛 IB （Wo ・l　powder

IB）， 粉 砕羊毛 IC （Wool 　powder　IC），粉砕羊毛 II（Wool

powder 　II），粉砕羊毛 III（Wool　powder 　III），粉砕羊毛 IV

（Wool 　powdcr 　IV ），コ ル テ ッ ク ス 粉末 （Wool 　oortex ）な ど

の 羊毛繊維粉砕物を ， 無定型水不溶性あ る い は 可溶性羊

毛 タ ン パ ク 基質 と して ， ウール ケ ラ チ ン 1°）
（Weol 　Kera −

tin ），ウ
ー

ル ケ ラ テ イ ン 11）
（Wool 　Keratein），ウ

ール ケ ラ

ト
ース 11 ）（Wool 　Keratose）を 用 い た ．さ ら に ， そ の 他の

基質と し て フ ェ ザ ーミ ール （Feather　kcratin）お よ び カ ゼ

イ ソ （case 量n ）を 用 い た ．な お ，こ れ ら羊毛粉末 などの ケ

ラ チ ン 基質 の 特徴 お よび 調 製法 に つ い て は Table　1 に ま

とめ た ．

　 ス ク リーニ ン グ方法　　羊牧場，養鶏場 ，羊毛紡績 ・

加 工 場 ，硫黄温泉な どの 土壌 を 用 い ，細菌 用 標準寒天 培

地 （酵 母 エ キ ス 0．25％， ト リプ ト ン 0．5％ ，グ ル コ
ー

ス

0，1％，寒天 1．5％，pH 　7，1） ポ テ トデ キ ス ト ロ ース 寒天

培地 （バ レ イ シ
ョ 浸出物 20％，デ キ ス ト ロ

ー
ス 2％，寒

天 1．5％，pH 　5．6）M −9a 寒天培地 （グ ル コ
ー

ス 0，2％，

グ リ セ リ ン 0，1％，酵母 エ キ ス 0．01％ ， リ ン 酸 二 水素 カ

リ ウ ム 0，05％，硫酸第
一

鉄 7 水和物微量，硫酸 マ グネ シ

ウ ム 7 水和物0，02％，硝酸 カ ル シ ウ ム 4 水和物 0．02％，

Table 　1，　 MorpholQgy 　and 　properties　Qf 　various 　kcratinous 　substrates ．

Keratinous 　substrate Morphology 　and 　properties

Wool　powder　IA

Wool 　powder　IB
Wool 　powder 　IC

Wool 　powder　II

Wool 　powder　III

Wool 　powder 　IV

Wool 　cortex

Wool 　keratln

Wool 　keratein

Wool 　keratose

Feather　keratin

｛Casein

Raw 　pulverized 　wool 　fibers： mean 　width 　13 μm ，　mean 　length　220 μm ，
Mid −length　pulverized　wool 　fibers： mean 　width 　13 μm ，　mean 　length　28 μm ．
Fine　pulverizcd　wool 丘bers ： mean 　particle　size 　2．7grn 、
Raw 　pulverized　woQl 負bers　treated 　with 　2　g〃 protease　N

＊

solution （pH 　8．0）fbr
24hat400C ．
Raw 　pulverized　wool 　fibers　treated　with 　O．2MlnercaptQethanol　solution 　for　2　h

at　25°C ．
Wool 丘bers　treated 　with 　8．OMurea 　solution 　and 　then 　2　gノ’protease　N 　solution

（pH 　8，0），　respectively ，　for　24hat 生OQC ，　foliowed　by 　pulverization 　using 　a 　baU

mill ．
GQrtex　cells 　were 　separated 　from　wool 丘bers　by　strong 　agitation 　in　99％ formic

acid ，　lbllowed　by　hydrolysis　with 　2　g〃 protease　N 　solution （pH 　8，0）for　2　h　 at

40°C ．
Inso艮uble 　amorphous 　keratin　supplied 　by　Kurashiki 　Bouseki 　Co ．，Ltd ，
Soluble　protein　extracted 　from 　wool 丘bers　reduced 　with 　O．2Mmercaptoethanol
in　8　M 　urea 　solution 　for　8　h　at 　400C ．
Soluble　protein　extracted 　from　wool 且bers　oxidized 　with 　10％ peracetic　acid 　fer

5hat500G ．
Raw 　pulverized　feather　keratin　supplied 　by　Kikkoman 　Co ．

，
Ltd，

Hammarsten （Merck ）｝

＊ See　Tab 艮e　3．
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寒天 2 ％，pH 　6．5） の 培地 3 種類そ れ ぞ れ に 酵素処理 羊

毛 粉末 （粉砕羊毛 II）0．エ5％ を 加え た 寒天平板 に 土壌 上

澄 み 液 20−50 μ1を 塗布 ま た は 混 釈 し ， 28−33°C で 培養 し

た ．ウ
ー

ル 分解 に ともな い 生 じる ハ ロ ーを形成 した コ ロ

ニー
に つ い て は 同様 の 寒天平板培地 に て 純粋培養し，ハ

卩
一形成能 の 再確認を し た ．分離 した 菌株 を グ ル コ

ー
ス

0．18％，硫酸 マ グ ネ シ ウ ム 0，06％ ，イ ノ シ トール 0．005％，

ピ リ ドキ シ ン 0．00エ％ ，チ ア ミ ソ 0，001％，粉末羊毛 O．1％，

リ ン 酸緩衝液 28　mM ，　pH 　7．8 に 接種 し ，30−32° C ，4 − 5

日間 ，振 と う培養 を 行 っ た ．培養上 清 を セ 卩 フ
ァ

ン チ ュー

ブに 入れ，5−10°C の流水 に て ， 8 −20時間透析後 ， 透析

内液を凍結乾燥 し ， 粗酵素を得た ，粗酵素液 1 ％ の 繊維

に 対する作用 を光学顕微鏡お よ び 電子顕微鏡 を 用 い て ク

チ ク ル 剥離 非晶域変性 状況 を 観察 した ．さらに カ ゼ イ

γ お よび ケ ラ チ ン 分解活性 を 測定 し ， 羊毛加工 に 有効 と

考えられ る微生物株を選択 した ．

　菌株同定法　　文献記載
12Tl ＋）の 方法 に 基 づ き菌学的

性質を調べ た ．

　カ ゼ イ ン 分解活性測定法　　カ ゼ イ ン 分解活性 は 以下

の 方法 に よ っ て 求 め た ．酵素液 0．1m1 に エ ％ カ ゼ イ ソ

溶液 0．5m1 を 加 え 混合 し ，37 ° C に て 10分 間 イ ン キ ュ

ベ ート後，O．44　M ト リ ク ロ ロ 酢酸 0．4ml を加 え ， 20分

間室温 に て 静置後，12000rpm ，5 分間遠心 分離 し た ．

上 澄み O．5　ml 　）C ，　 O．44　M 炭酸 ナ ト リ ウ ム 2，5ml を 加 え ，

2倍希釈 し た Folin 試薬 0．5m1 を加 え撹拌 した ．30分 間

室温 に て 放置後，波長 660nm で 吸 光度を 測定した ，な

お ，ブ ラ ン ク は 酵素 と基質が反応す る前 に ト リ ク ロ ロ 酢

酸を加え，同様操作を行 っ た．

　ケ ラ チ ン 分解活性測定法　　ケ ラ チ ソ 分解活性 は ケ ラ

チ ン 基質 に ウ ール ケ ラ チ ン を使用 し以 下 の 方法 で 求 め

た，酵素液 0．1ml に ， 1 ％ ウ
ー

ル ケ ラ チ ン 懸濁液 0．5mI

を 加 え撹拌 し，37 °G に て 20分 間 イ ソ キ ュベ ー
ト後，

0．44　M ト リ ク ロ ロ 酢酸 0，4ml を加え，20分間室温 に て

静置後，エ2000rpm ，5 分間遠心 分離した ．上 澄み 0．5m1

に ，上 と同 様 に Folin試薬 で 発色 させ ，660　nm で 吸 光度

を測定 した ．

　至適 pH 　　至適 pH は ，基質を pH 緩衝液 に て 所 定

の pH に 調整 し，活性 を 37 °C に お け る ケ ラ チ ン 分解活

性測定法 で 求 め た．

　pH 安定性　　pH 安定性 は 2 −12の 範囲 の 各 pH に お

い て 酵素液を 22°C で 1時間放置後の 残存活性を pH 　7．O，

37° C に お け る ケ ラ チ ン 分解活性測定法で 求め た ．

　至適温度 　　30−80 °C の 温度範囲 内の 所定温度で の 活

性を pH 　7．0 に お け る ケ ラ チ ン 分解 活性測定 法 で 求 め

た ．

　市販 タン パ ク分解酵素 の ケ ラ チ ン 分解活性測定法

市販 プ ロ テ ア
ーゼ と し て 天野製薬  製 Bacillus起源 の プ

ロ テ ア ーゼ N （ア マ ノ ），科研製薬   製微生物起源 の ア

ク チ ナ ーゼ E （試薬），天野製薬  rv　AsPergillus起源 の プ

ロ テ ア
ー

ゼ A （ア マ ノ ）を 用 い た ，こ れ ら酵素 の ケ ラ チ

ン 分解活性 は 上 述した方法に 準 じて求め た ．

　加酸化水素存在下で の各種羊毛基質に対す る 活性

各種 ケ ラ チ ン 基質 に 対す る過酸化 水 素 共 存下 で の 酵 素活

性 は ，酵素濃度 5mg ／ml
， 過酸化水素濃度 2．8％，　 pH 　8．0，

37 °q2 時間反応 した 後 ，不溶物 を ろ 過 し Folin試薬 で

発色 ・吸光度測定する こ とに よ っ て 求め た ．な お，ブ ラ

ン ク と して 過酸化水 素単独 で の ケ ラ チ ン 基質分解性 を 酵

素活性測定法 と同様 の 方法 で 求 め た ．

　過酸化水素濃度測定方法　 　過酸化水素濃度 は Trin−

der15）の 方法に 準 じて 求め た ．な お ，発色試薬 は 和光純

薬工 業  製 グ ル コ ース B 一テ ス トキ ッ
ト を使用 した．

　羊毛糸の酵素処理法　　50g の 羊毛か せ 糸を ll の コ

ニカ ル ビー
カ に 入れ，酵素 5　g／l，松本油脂製薬  製 ア ク

チ ノ ール R −1002g 〃，　pH 　8，0 に 調整 し た 酵素溶液 に て 浴

比 1 ；12 で 処 理 した ．処理 は 当初温度 37 °G と しユ8時間

振 とう後，50 °C に 昇温 し，さらに 8 時間振 と うす る条

件 で 行 っ た ．な お ，振 と う速度 は 200 回 ！分 ，振 幅

25mm と し た ．処 理 後，羊 毛 試 料 を 取 りだ し，水 洗，

90 °C で 失活処理 を 行 い 脱水，乾燥 した ．

　走査型電子顕微鏡観察　　酵素反応羊毛繊維試料 の 表

面観察は ，イ オ ン ス パ
ッ タ リ ン グ装置 JFC−1100 （日 本

電子   製）に よ り金 コ ーテ ィ ン グ した 後 ， 走査型電子顕

微鏡 JSM −Tloo （日 本 電子   製） を 用 い て 加 速 電圧

25KV ，倍率 1500で 行 っ た．

実験結果 お よ び 考察

　 クチ クル 分解酵素生産菌 の 分離　　土壌 500検体 よ り

一
次 ス ク リ

ーニン グの 結果，基質の 溶解 に よ っ て 生 じる

ハ ロ
ー形 成能力 の 大 きな 25菌株 を 選択 し，純粋培養を行

い ，すべ て ハ ロ ー形成能が陽性 で ある こ と を確認 した．

続 い て ，純粋分離 した 菌株よ り粗酵素を調製，羊毛繊維

に 作用させ 光学顕微鏡 に よ り観察 し，ク チ ク ル 細胞 の 剥

離 が 見 られ る が フ
ィ ブ リ ル 化を起 こ さな い 17菌株に絞 り

込 ん だ ．そ して ， ケ ラ チ ン 分解活性値 が も っ とも大 き く，

カ ゼ イ ン 分解活性値の 小さ い t 菌株を選び 出 し，NS −11

と命名 した ，

　分離菌株の同定　　菌株同定試験の 結果 を TabIe　2 に

示す ．得 られ た 菌学的 性質 よ り，分離菌株 NS −11 は

N 工工
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Table　2，　Characteristics　of 　the　cuticle −degrading　micro −

　　organism 　NS −11・

Characteristic Rcsult

CeLl

SporesSta

｛n　Gram −positive　at　least
　in　young 　cultures

MotileCatalaseOxidaseO

−FAnaerobic

　growth

DegradatiQn　of 　glucose

Formation　of 　indole

Lithomas　milk

　　 large　rod

1．4−1．6 × 3，0−7．O μm

ellipsoidal 　O．9x1 ．3μm

　 　 　 　 十

十

十

oxidation

　 十

　 十

hydrolysis（quickly）
Reduction 　of 　O．1％ methy 亙ene 　bluc

UtilizatiOn　Of 　Citrate

Growth　at 　MacConkey 　agar

Nitrate　reduced 　to 　 nitrite

Growth　at　pH 　5．7nutrient　broth
Hydrolysis　ofesculin

Eg9−yQlk　lecithinase
Voges −Proskauer 　test

pH 　in　V −P　broth

Hydrolysis　of　urea

Hydrolysis　of 　casein

Degradation 　oftyrosine

Degradation 　of 　DNase

Hydrolysis　of 　tween 　80

Hydrolys孟s　of 　gelatin
Hydrolysis　of 　staTch

Deamination　of 　phenylalanine
Growth　temperature

Growth　at　pH

Growth 　in　NaCl

Acid 　from （7　d）
　 Glucose

　Xylose

　 Sorbitol

　Glycerol
　 Mannitol

　 Dulcitol

　 Arabinese
　 Lactose

　 Salicin

十

十

十

十

　

　

1

十

十

　

　

5

　 十

十 （slOW1y ）

　 十

十

12−470C （suitable 　37−410C ）

4．5−10．7 （suitab 星e 　6．5−8．0）
　　　　 0−7％

十

十

あ っ た が，pH 　6−9 の 広 い 範囲 で 活性 が 強か っ た．

　pH 安定性　 Fig．2 に 示 す よ うに ， 粗酵 素は pH

5−9 の 広 い 範囲 で 安定 で あっ た ．

　至 適温度　　Fig．3 に 示 す よ うに ，粗酵素 の 至 適温度

は約 50 °C 付近 で あ っ た が ， 30−60 °C で ピ ー
ク 活性 の 半

値以上 の 広範囲活性 を 示 した ．

　基質特異性　　粗酵素 の 基質特異 性 を み るた め に ，水

溶性 タ ソ パ ク 基質で あ る カ ゼ イ ン と水不溶性羊毛 タ ン パ

ク 基 質の ウ ール ケ ラ チ ン に 対す る 粗酵素 と市販 プ 卩 テ

ア ーゼ の 分解活性 を 求 め ，そ の 結 果 を Tab 歪e　3 に 示 す ．

活性 は Folin法 に よ り求 め た チ P シ ン 換算値で 表 した．

　結果 と して 数値 に 差 が 認め られ るが ，市販 お よ び 粗酵

素と もに
一

定重量あた りの 酵素濃度 が 明 らか で ない た め

単純 に 比較す る こ とは で きない ，しか し，個 々 の 酵素 に

お け る ケ ラ チ ン 分解活性 に 対する カ ゼ イ ン 分解活性 の 比

をとる こ とIC よ り，個 々 の 酵素 の 基質特異性が評価 で き，

粗酵 素 と市販酵 素 と の 比較 が 可 能 とな る．Table　3 に カ

ゼ イ ン 1ウール ケ ラ チ ン 比活性 を示 したが ，本酵素 の 比

活性は 市販 酵素 の そ れ と比 べ 明 らか に 小 さ い こ とが わ か

る．ま た ，市 販酵素 の 中 で は プ ロ テ ア
ー

ゼ A の 性 質が

類似 し て い る が ，そ の 比 活性 は 本酵素 の 平均値 の 4 倍程

度であ り，本酵素が よ り特異的で あ る と い え る．す な わ

ち，本酵素 は
一

般的な タ ン パ ク 質分解酵素 の 指標 とな っ

て い る 水溶性 タ ソ パ ク 質 で あ る カ ゼ イ ソ 分解活性 は 小 さ
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Bacillus　cereus と 同定 さ れ た ．な お NS 一工1 は エ ス ク リ ソ お

よ び デ ソ プ ン を分解で きな い 点 で 標準 の B，cereus とは 異

な っ た ．

　至適 pH 　　Fig．1 に 示す よ うに ，　 Bacillusの 生産 する

粗酵素 の ウ
ー

ル ケ ラ チ ン に 対す る 活性 は pH 　8 で 最大 で

　　　　　　　　　　　　　 pH

Hg ．　 L 　Effect　 of 　pH 　on 　activity 　of 　the 　cuticle −degrading

　　enzyme ．　 Enzymc 　solution 　was 　incubatcd 　with 　1％ wool

　　keratin（insoluble　wool 　 amorphous 　keratin）in　different

　　buffer　 solutions （0．2M 　 Britton−R．obinson 　 wide −range

　　buffer）at 　37 °C 　for　20　min ．　 Enzyme 　activity 　was 　deter−

　　 mineCl 　according 　to　the　Folin　method ．
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Fig．2．　 Effect　 of 　pH 　 on 　 stabllity 　 of 　thc 　 cuticle −degrading

　　enzyme ．　 Enzyme 　solution 　was 江ncubated 　in　buffer　sQlutions

　　（0．2MBritton −Robinson　wide −range 　buffer）of 　diffcrent

　 　pHs 　at 　22°C　for　l　h ．　 The 　rcsudial 　activity 　was 　deter−

　　mined 　at 　pH 　7．0．

く，ウー
ル ケ ラ チ ソ 分解活性 が 大 きい 性質を持 っ て い る．

　羊毛基質構造と酵素反応性　　構造の 異 な る羊毛繊維

お よび 羽毛由来の 各種 ケ ラ チ ン 基質に 対す る 粗酵素 と市

販 プ ロ テ ア
ーゼ の 分解活性 の 比較を行 い Table　4 に 示 し

た ．表中 の 数値 は それぞれ の 酵素で の ウール ケ ラ チ ソ 分

解活性 を 基準 と した 相対 活性 で表し た．

　Table 生 か ら 明 らか な よ うに ，粉砕羊毛 IB
，

メ ル カ プ

トエタ ノ
ール 処理 した 粉砕羊毛 III，羊毛を尿素 お よび酵

素処理 し た 後粉砕 し た 粉砕羊毛 IV ，コ ル テ ッ
ク ス 粉末お

よび フ ェ ザ ーミ ール の よ うに 羊 毛繊維 お よび 羽 毛固有 の

t20

001

D

　

O

　

O

8

　

6

　

4

（
邑

兮
写

毛
。ご

 

〉

お

頚
 

20

010
　　20　　30　　40　　50　　60　　70　　80　　90

　　　　　　　　　　 Temperature （℃ ）

Fig．3、　E 伍ect 　of 　temperaturer 　 on 　 a α lvity　of 　the 　 cuticle −

　　degrading 　enzyme ．　 Enzyme 　solution 　was 　incubated　with

　　1％ insQluble　wool 　amorphous 　keratin　ln　O．2MBritton −

　　Robinson　w ｛de−range 　buffer　solutiQn ，　pH 　7．0，　at 　various

　　ternperatures 　for　4　h ．　 Enzyme 　activity 　was 　determined

　 　 according 　to　thc 　Folin　methQd ．

高次構造を残 した ケ ラ チ ソ 基質 に 対 して は ，い ずれ の 酵

素 も ウ
ール ケ ラ チ ン の 分解 に 比 ベ ー

部 の 結 果 を 除 き低 い

分解性 を 示 した ．さ ら に ，プ ロ テ ア
ー

ゼ N や ア ク チ ナ
ー

ゼ E と本酵素の 分解活性 の 比較 か ら，本酵素 の 活性 は

プ ロ テ ア
ー

ゼ N や ア ク チ ナ
ーゼ E の 活 性 の 1／5−lflO の

活性 で あ っ た．こ の 結果 は ，同 じ水 不 溶 性 基質 で あ っ て

も ウール ケ ラ チ ソ は羊毛繊維固有の 高次元搆造が崩れ，

架橋結合 も弱 く，膨潤 しや す い こ とに 関係 して い る と考

え られ る．一方，高次構造を持た ず水 可溶性 で ある ウ ー

Tab ！e　3．　 Activities　 Qf　the 　 cuticle −degrading　 enzyme 　 and 　several 　 cemmercial 　proteases　 on 　 milk

　 　 casein 　and 　wool 　keratin．＊

Name SourceSupplier
Activity（units ！mg ）

Casein　 　 Wool 　keratin

　 　 Raioa
（CaseintKeratin）

PrOtease　N

Protease　A

Actinasc　E
Crude　enzyme

LotALot
　BLot
　G

βα‘ご”麗5sp ．
AsPerg〃 麗∫

Ba‘ピ〜lus　sp ．

B，cereusB
．ccreusB
．ccreus

AmanoAmanoKakcn 2．1210
，1フ82
．394

0，0040
．1270
．038

0．04150
．03980
．0361

0．07900
．08380
．0506

　 1bO

，0881
．298

0．0110
．0300
．015

　
率 The 　enzymc 　solutions 　were 　incubated　with 　1％ milk 　casein 　at 　37°C　f（）r　10min 　or 　with 　1％ suspended

wool 　keratin　at 　37 °C　for　20　min 　in　O．2MBritton −RobinsQn　buEer　solutlon ，　pH 　7，0．　 The　enzyrne 　activi −

ties　arc 　cxpresscd 　in　units ！mg 　based　on 　thc 　tyrosine 　concentration ，which 　was 　deterrnined　according 　to　the

Folin　method ．
　

3Ratio
　of　the　activity 　on 　casein 　tQ　that　Qn 　wool 　kcrat重n 　fbr　each 　enzyme ，

　
bExpressed

　relative 　to　the　ratio 　of　protease　N ，
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Table　4．　Act三vities 　of　the　cuticle −degrading　enzyme 　and

　　 commcrcial 　 proteases　 on 　 various 　 keratinous　 sub −
　 　 　 　 ＊

　 　 strates ．

Table　5．　 Effect　 of 　presence　 of 　hydrogen　pcroxide 　 on

　　hydrolysis　 Qf　various 　wool 　substrates 　by 　the 　cutlcle −

　　dcgrading 　enzyme ．＊

Wool　substrate
Rcla 庄ive　activity

IVool　substrate

Relative　actk ，ity

Grude　enzyme 　 Protease　N 　 Actinase　E Enzyme 　enly 　 H201 　onlya 　Enzyme 十 H202

Wool　kera面 （insoluble）　 1

Wool 　keratein（solublc ）　 1、28
Wool　keratQse（soluble ）　 0．71
Wool 　powder 　IB　　　　 O．06
Wool 　pQwder　III　　 　　 O．14
Wool 　powder　IV　　　　 O．08
Wool 　cortex 　 　 　 　 　 　 O．09
Feather　keratin　　　　　　　　　O，07

王

1．550
．810
，570
．890
．53D
．750
．47

11

．660
．990
．891
，170
．941
．080
．49

Wooi 　keratin

Wool　powder　IA

Wool 　powder　IB
Wool 　powder　IG

Wool　powder　II

ユbO

．ユ30
．240
．360

．03

1．200
．420
、520
．820
．66

2，760
．520
．661
．231
．34

　
＊ Enzyrne 　solutions 　were 　incubated 　with 　1％ wool 　substrate

at 　 37°C 　 for　 2　h　 in　 O．2MBritton −Robinson　 buffer　 solution ，
pH 　8．0．　 The 　 activities 　 Qf 　 the 　 enzymes 　 were 　 determined
according 　to　the　Folin　 method ，　 and 　 are 　 expressed 　in　 values

relative 　to　the　activity 　of 　each 　enzyme 　on 　wool 　keratin．

ル ケ ラ テ イ ン や ウ
ー

ル ケ ラ ト
ー

ス で は，本酵素 は プ 卩 テ

ア
ーゼ N や ア ク チ ナ

ーゼ E と 同程度 の 大 きな 活性を示

した ．

　 こ れ らの こ とか ら， 本酵素は 羊毛由来の タ ソ パ ク 質そ

の もの に 対 して は 高 い 分解活性 を 示すが，繊維 を 形成す

る 高次構造 を 破壊す る よ うtlこ は 作用 し な い 酵素 で あ る と

い え る．した が っ て，本 酵素を 羊 毛 繊 維加 工 に 適用 した

場合，繊維 内部 の 損傷を 引 き起 こ す作用 は 他 の 市販 プ 卩

テ ア
ーゼ に 比べ か な り低 い もの と推測 さ れ る．

　過酸化水素存在下 で の 羊毛 基質 の 分解性　　羊毛繊維

の 酵素加工 を 容易 に す る 目的 と し て 酸化処 理 が よ く用 い

られ て い る．2） こ の 処理 に は 通常塩素系酸化剤 や 過 マ ン

ガ ン 酸 カ リウ ム お よび硫黄系還元剤が使用 され る が 環境

保 全 の 点か ら 問 題があ る．そ の 点，過酸化水素 は 生態系

で の 生成 ・代謝に 登 場 し，分解生 成物も水 と酸素 だ け で

あ り問題は 少な い よ うに 思わ れ る．そ こ で ，本酵素 の 羊

毛繊維 に 対す る 反応促進を 目的 と し て 過酸化水素 の 効果

に つ い て 検討 した ．

　まず，構造 の異な る羊毛繊維由来の 不溶性 ケ ラ チ ン 基

質 に どの よ うな影響 が 現れ る か 調 べ た ．そ の 結果 を

Table　5 に 示す ．まず，ウ
ール ケ ラ チ ン に 対す る 酵素 ・

過酸化水素共存下 の 活性値 は 粗酵素単独 お よ び過酸化水

素単独 の 相対活性値を加えた 値よ りも大 きく，過酸化水

素の 促進剤と して の 効果が認め られ た．

　
一
方，粉砕羊毛基質（IA，　IB，IC）に 対 して は 微粉化 さ

れ た もの ほ ど酵素 ・過酸化水素共存下 の 活性 は 大 きくな

っ た ．こ れ は 粒子径 が 小 さくな る ほ ど単位質量あ た りの

反 応 表面 積 が 大 き くな る た め で あ る ．しか し ，こ の 活性

　
＊ Enz

ア
me 　so 】utbDswere 　incubated 　with 　1％ wool 　substrate

at　37°C 　for　2　h　in　O、2MBritton −Robinson　buu狂er　 solution ，
pH 　8．0．　 The 　 activities 　 of 　the 　 enzymes 　 were 　determined
according 　to　the 　Folin　method 、
　

aThe
　 amount 　 of　protein　solubilized 　in　H202 　 solution 　was

measured 　usingthe 　Folin　method ，　and 　the 　enzyme 　activity 　was

measured ．　 The 　valve 　obtained 　was 　identical　to　that 　expressed

as　the　actMty 　of 　the 　enzyme ．
　

bExpresscd
　relative 　to　the 　activlty 　of 　the 　enzyme 　on 　wool

keratin．

値 よ り過酸化水素単独 の それを差 し引 い た 値 は 酵素単独

の 活性値 とほ とん ど変わ らない ．と こ ろ が，プ ロ テ ア ー

ゼ N に よ りあ らか じめ 被分解成分を除去 した粉砕羊毛

IIに 対 して は ，当然 の こ とな が ら 本酵素単独 で の 分解

性 は 低下 し た が ，過酸化 水 素 を 併 用 す る と粗酵素単独 お

よび 過酸化 水 素単独 の 活性値を単純 に 加えた 以上 の 値と

な り，明 ら か に 本酵素に よ る 分解性 が 向上 した ．

　 こ れ らの こ とか ら，羊毛繊維の 高次構造を有す る 基質

に 対 し て ，過酸化水素 は 無定型 の ウ ール ケ ラ チ ン に 示 し

た よ うな分解促進効果を示さな い が ，過酸化水素と羊毛

繊維 が 反応す る こ とに よ り，本酵素 が 反応 で きる部位を

生成す る 働 きを して い る もの と判断 で きる．

　過酸化水素存在下 で の 酵素の 安定性　　過酸化水素 が

羊毛繊維 に 反応 し，本酵素 の 羊毛繊維 へ の 作用 を 容易に

する こ とが認 め られ た こ とか ら，まず，実際 に 過酸化水

素共 存下 本酵素 に よ り羊 毛 繊 維 を 処 理 した 場合 の 酵素残

存活性 お よ び過酸化水素濃度変化に つ い て 調べ た ．そ の

結果 ， 既存 の プ 卩 テ ア
ーゼ は過酸化水素 の 酸化作用 に よ

り不活化され た り，共存す る カ タ ラ
ー

ゼ の 作用 に よ り過

酸化水 素 を 水 と酸素に 分解す る こ と が 多 い と い わ れて い

る の に対 し，6 時間お よび 18時間経過後 で も66％以上 の

酵素活性が保 た れ て お り，過酸化水素も20％以下 しか 分

解 し て い な い こ とが わ か っ た ．

　羊毛繊維 の 酵素処理 に よ る 表面形態変化　　続い て ，

本酵素 の 羊毛繊維 へ の 作用特性を確認す るた め ，本酵素

お よ び プ ロ テ ア
ーゼ N を 用 い て 処 理 し た 羊毛繊維 の 表

面形態を走査型電子顕微鏡を 用 い て 観察 した ．
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（a）

（b＞

t　t／ン厂

（c）

（d）

Fig．4．　 Scanning　electro ロ micrographs 　of　wool 丘bers　treated 　with 　enzymes ．　 Wool （10mglml ）was 　incubated 　with 　enzyme

　　solution （5　mglm1 ，
0．2MBritton−Robinson　wide −range 　buffer）at 　37 °C　for　18hand 　incubation　was 　 then 　continued 　at

　　500C 　for　8　h，　 The 　wool 　suspensien 　was 　gently　shakcn   adyeing 　charnber 　duri皿 g　incubation．（a）Original　wool ；（b）
　　wool 　treatcd　with 　protenase　N ，　a　commercial 　enzyme 　from　Bacilltts　sp．；（c）wool 　trcatcd　with 　cutide −degrading　enzyme

　　仕om 　Bβ磁 雛 6邸 卿 ；（d）in　the　prese豆 ce 　of　2．8％ H202．

　Fig．4 は 未処理 お よ び 酵素処理単繊維 の 顕微鏡写真で

あ る．ま ず ，
プ ロ テ ア

ーゼ N で は 表面 ク チ ク ル 層 の 形

態は保持され た ま ま ， 細胞膜複合体が分解され紡錘形 の

コ ル テ ッ ク ス 細胞が露 出 し フ ィ ブ リル 化 して い る様 子 が

認 め られ る ．それ に 対 し，本酵素 で は ク チ ク ル 細胞 の
一

部が脱落し ， ク チ ク ル エ
ッ ジ が 削られ て い る様子 が 観察

され る ．さ らに ，本酵素 と過酸化水素との 併用処理 で は

ク チ ク ル の 脱落 と ク チ ク ル エ
ッ ジ の 削除が よ り

一
層進行

して い る様子が見とれ る．しか し ， 本酵素に よ り処 理 さ

れた い ずれ の 試料か らもフ a ブ リル 化した繊維は見あた

ら な か っ た ．

　以上 の結果は ， 本酵素を使用する こ と に よ り羊毛内部

の 損傷を抑え繊維表層部 に 限定した酵素加工 の 可能性を

示唆 して お り，実用 的 に は過酸化 水素と の 併用 が有望 で

ある と考え られ る．

要 約

　羊毛 ク チ ク ル 分解性 酵素生産菌 を 自然界 よ り分離 し

Bacillus　ccreus と同定，　 NS −11株 と命名 し た ．こ の 分離菌

の 生産す る粗酵素の 性質を調 べ た 結果 ， （1）粗酵素 の

p且 安定性 は pH 　5−9 の 広い 範囲 に わ た っ て 安定で あ っ

た．（2）粗酵素 の 至 適pH は pH 　8 付近 で あ るが，　 pH 　6−

9 の 広範囲に強い 活性を持ち pH に よ る影響は 少なか っ

た ．（3）粗酵素 の 至 適温度は 約 50°C で あ る が ，30−

60°C の 広 い 範囲 で活性 を 示 し た ．（4）ウ ール ケ ラ チ ン

へ の大きい作用に 比較 して， ミル ク カ ゼ イ ン へ の作用 は

小さか っ た ．（5）高次構造を保持した羊毛 ケ ラ チ ソ 基質

へ は 作用 が小 さ く，無定形性 の ケ ラ チ ソ へ の 作用 は 大 き
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か っ た．（6）過酸化水素と併用する と，無定型 ケ ラ チ ン

基質に 対する酵素分解 は 促進された が ， 羊毛繊維の高次

構造を保持 した粉砕羊毛基質に 対 して は顕著な分解促進

は 見 られなか っ た．（7）しか し，本酵素処理後 の 羊毛表

面 は ク チ ク ル の
一部が脱落 し，ク チ ク ル エ

ッ
ジ が 削 られ

て い た が フ ィ ブ リル 化は 見 られ なか っ た．また ，過酸化

水素との 併用 が よ り効果的で あ っ た ．以上 の こ とか ら，

β．cereu ・ の 生産す る ク チ ク ル 分解酵素は 羊毛繊維 の 表面

加 工 ，特に 防縮加工 に 有 望 で あ る こ とが示唆 さ れ た ．
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