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In

　
thc

　course 　of 　our 　screening 　program 　fbr　chitinase 　and β
一N −acetylhexosaminidasc （HexoNAcase ）

fr・ m 　th ・ fe・m ・ n ・・d　b… h ・f ・b… 800 ・… k ・ uIture ・ ・ f・St・ept ・m 」ces ・p．　i・・1・・ed ・fr・ m ・・ll・amp1 ・・，
th ・ high・・t ・… ・ … fb ・th ・ n ・ym ・・ were 　f… d ・・ b ・ p・・duced　i・ ・h・ b ・・th・by・St・ψ吻 ・・∫ ・p．
N ・ ・499i ・ ・1・t・d　f・・ m … iI・ample 　c ・11・・t・d ・・T ・y・ n ・ka−・hi，　o ・ak ・，　J・p・・ ．　 The 　en ・ym ・ w ・、

produced 　by　Streptom］ces　sp ．　No ，499　cultivated 　with 　chltin 　as 　the　growth 　substrate ．　 HexoNAcase
from　the　fiユtrate　of 　the 　broth　was 　puri丘ed 　by　chromatography 　using

，
　succcssivcly ，　Amberlite　CG −50，

P’cell ・1・… and 　S・ph ・d・x 　G
−100 ・・1・ m … The 　en ・ym ・ w ・・ c ・ mpl ・・ely 　p・ ・i丘・d，　it・ p・ ・i・y　b・i・ g

・・ m 丘・ m ・ dby 　SDS −P ・lyacryl・ mid ・ g・1 ・lec… ph ・・e ・i・ （PAGE ）．　 Th ・ m ・1・・ul ・ ・ w ・ight。f ・h ，

enzyrne 　was 　demonstrated　to　be　52，000　by　a 　gel　chromatogral ）hy　and 　57，000　by　SDS −PAGE ．　 Its
°ptim ・ m 　pH ・ nd 　t・mperat ・ ・d ・・ hyd ・ ・1yti・ a ・ti・ n 　were 　6，0　and 　55°C　t・ w ・・d・ P−Nit・・ph・nyl

一
β
一N −

acetylgluc ｛〕saminide ，　 and 　5，0　and 　55 ° C　 towards 　p−Nitrophenyl一β一jV−acetylgalactosaminide ．　 The
enzyme 　was 　confirmed 　to　readily 　hydrolyze　chitobiose ，　chitotriose ，　and 　chitotetraose 　in　that　order　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
releasingA 「−acetylglucosamine 　in　the　 mode 　of 　the 　exo −type 　hydrolase．

［K ・yw ・ ・ d・・ St・ep 吻 … ，・hi・ina・e・β一N −ace ・ylgl・ … ami ・ id・ ・e，β一N −ace ・ylh ・x ・・ami ・ id・・e］

　 エ ビ や カ ニを加工 す る際に 除去され る 甲殻 は 大部分が

廃棄 さ れ て い る が，そ の 主成 分 で あ るキ チ ン の 高度利用

が 期待 され て い る．そ して 近年 ，人 工皮膚 ， 手術縫合糸，
ク 卩 マ ト用担体 へ の 利用 が 実現 し，食物繊維 と して の 効

果 も認 め られ て い る の キ チ ソ の さ らな る利 用 を は か る

た め に は ，その 加水分解物で あ る N 一ア セ チ ル グ ル コ サ

ミ ソ オ リゴ マ
ー

（キ チ ン オ リ ゴ 糖）を生産 し，そ れ らの

機能に つ い て も調査す る 必要があ る ．す で に N 一ア セ チ

＊

連絡 先，Correspendingauthor．

ル グ ル コ サ ミ ン ヘ キ サ マ
ー

（キ トヘ キ サ オ ース ）に は 抗

腫瘍活性や免疫増強効果 が あ る と報告 2）さ れ て い る．

　著者らは ，キ チ ン か らの キ チ ン オ リ ゴ 糖 の 大量 生産は ，
キ チ ン の エ ン ド型酵素分解 と そ の 生 成物 で あ る キ チ ン オ

リ ゴ 糖 の エ キ ソ 型分解 に よ っ て お こ な うこ とが もっ とも

効率が高い と考え，そ の 酵素源 を放線菌に 求 め た ．各地

の 土壌 か ら生産菌の ス ク リーニ ン グ を 行 っ た 結果，培養

液 中 に キ チ ン に エ ソ ド型 で 作用 す る キ チ ナ
ーゼ （EC

3．2．1．14）とキ チ ソ オ リ ゴ 糖 に エ キ ソ 型 で 作 用 す る β一N 一

ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ーゼ （HexoNAcase ）（EC
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3．2．1．52）を 菌体外酵 素 と し て 生産す る
一

菌株 を得 る こ

と が で きた ．HexoNAcase は 動物，植物，微生 物
s−15）な

どに 広 く分布して い る こ とが 知 られ て お り， すで に 分離

・精製 され た もの も多 い ．しか し，放線菌の もの で は 分

離 ・精製 に つ い て の 報告は 見当た らな く，1生質 に つ い て

は 菌体結合性酵素 の 粗酵素を用 い た報告
且2−15 ）が あ る の

み で あ る．

　本 報 で は ，本菌 の 生 産す る HexoNAcasc の 精製お よ

び 性質に つ い て 調 べ た結果に つ い て 報告す る ．

　 キ チ ナ
ーゼ の 活性測定は，O．25　ml の 酵素液に 0．02　M

Mcllvaine　buffcr（pH 　6、0）に 溶解 した 0．025％ カ ル ボ キ シ

メ チ ル キ チ ソ 6G （KATOKICH 工社）溶液 1m1 を 加 え，

50°C で 20分間反応後 ， 遊離し た 還 元糖 を Schales法 の

変法
16）で 定量す る こ とに よ っ た． 1 分間あた り， 1μmol

の N 一ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ：／ に 相当す る 還元糖を遊離す

る酵素量を 1 単位 （U ）と し た ．Hex ・NAcase の 活性測定

は ，0，1ml の 酵素液に 2mM の か
ニ ト ロ フ ェ

ニ ル ーN 一ア

セ チ ル グ ル ： サ ミ ニ ド （pNPGIcNAc ）ま た は か
ニ ト ロ フ

ェ
ニ ル ーN 一ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミ ニ ド （pNPGalNAc ）O、2

m1 と 0．1　M 　Mcllvaine　buffer（pNPGIcNAc の と き は pH

6．0，pNPGalNAc の ときは pH 　5，0）0．2m ！を 加 え ， 55 °C

で 10分間反応後，遊離 し た か
ご ト ロ フ ェノ

ー
ル を 0．2M

Na2COs 溶液 2m1 の 添加 で 発色 させ ，420　nm の 吸 光度

で 定量す る こ とに よ っ た ．こ れを標準活性測定条件
S）と

し た ．pNPGlcNAc か ら 1 分間あた り 1 μmol の か
ニト

卩 フ s ノ ール を 遊離す る 酵素 量 を 1 単位 （U ）と し た ．キ

チ ン オ リ ゴ 糖分 解活 性 の 測定 は ，0．1ml の 酵 素液 に

2mM キ トビ オ ース ， キ ト ト リオース
， ま た は キ トテ ト

ラ オ
ース 0．2ml と 5　mM 　Mcllvaine　buffer（pH 　6．0）0．2m1

を混合 ，
5 分間酵素反応 を お こ な い ，遊離す る N −・ア セ

チ ル グ ル コ サ ミ ン を R．eisslg 法
17）で 定量す る こ と に よ っ

た ．

　 国内各地 よ り採取 した 土壌試料か ら純粋 に 分離 した 放

線菌野生株800株を それぞれ ス ク リーニ ン グ 用液体培 地

（0，07％ KH
、
PO 、 ，

・O．03％ K ・HPO ，・O・05％ MgSO ・
・7H

・
0 ・

O．OOI％ FeSO4 ・7H20 ，0．0001％ ZnSO4 ・7H20 ，0．OOOI％

MnSO4 ・7H20 ，1，0％キ チ ン 粉末 ，　 pH 　7，0）に 植 菌 し て

　ロ
ー

タ リーシ ェ
ーカ ーで 28 °G ，130rpm ，10 日間培養 し

た ，その 間，2塒 間 ご とに 培養液を採取 して ，キ チ ナ
ー

　ゼ 活性 と HexoNAcase 活性 （基質 は pNPGIcNAc ）を測

定 した ．そ の 結果 ，豊 中市 で 採取 した
一

菌株 （StrePt・−

　MJces 　 sp ．　No．499 株） の 培養液中に 両酵 素 の も っ と も

　高 い 活性が認め られ た ．そ こ で 本菌を ，150m1 の 前培

　養培地 （0．5％ グ ル コ
ース ，0．5％酵母 エ キ ス ，0，5％ ぺ

プ ト ソ ，pH 　7．0）で ，前記同様 ロ
ータ リーシ ェー

ヵ
一

で

48 時間培養 し，滅菌 水で 菌体 を洗浄後，30ml の 菌懸濁

液を 得，こ れを種菌と した ．これを本培養液 （ス ク リー

a ン グ用液体培地 に 0、1％ グル タ ミ ソ と 0，1％ （NH4 ）2SO4

を 加えた もの ）に 5％（v ！v ）量接種 して
，

ロ
ー

タ リ
ーシ

ェー
カ
ー

で 28°C ，130rpm で 培養 した ．経時的 に 採取 し

た 培養液 を 遠心 分離 （S，OOO　rpm ，20分間）し，そ の 上清

の 酵素活性 を 調 ぺ た （Fig．1）．両酵素活性 は 160時 間 前後

で ほ ぼ ピ ーク に 達 し ，以後キ チ ナ
ーゼ 活性の 低下 は み ら

れ な か っ た が ，HexoNAcase 活性 は 急激 に 低下 した ．そ

こ で ，本菌を上記本培養培地 で 160時間培養 し，そ の 上

清 150 血 1か ら HexoNAcase を精製 した ．

　 ま ず上 清を リ ソ 酸 で pH 　4．0 に 調 整 し，0．02　M 　Mcllvaine

buffer（pH 　4、0）で 平 衡 化 し た Amberlite　CG −50 （Rohm

and 　Haas 社）カ ラ ム （1，4 × 15cm ）に か け た ，同 bufferで

カ ラ ム を よ く洗浄 し た 後，0．1　M 　Mcllvaine　buffer（pH

8．0）で 酵素を 溶出 した が ，pH　4・2−・7・0 で 溶出され た 画

分 （240　ml ）に 両酵素活性 が 認 め ら れ た ．　 pH 　4．0 で の 失

活を避け る た め ，こ の 画分を ， 0．1　M 　Mcl1vaine　buffer

（pH 　6．0）で 透 析後，　 pH 　e、0 に 調整 して た だ ちに ， 0．1M

Mcllvaine　buffer（pH 　4．0）で 平 衡 化 し た P −celiulose

（Brown 社）カ ラ ム （1．4 × 13cm ）に か けた ．同 bufferを 含

む 0−O．5　M 　NaCl の 直線濃度勾配法 で 溶 出 し た と こ ろ，

HexoNAcase は O．36　M 　NaCl 付近 で 溶出 さ れ た ．こ の 活

0．31
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Fig．1．　Time 　 course 　 of 　product玉on 　 of 　 HexoNAcase 　 and

　　chitinase 　during 　cultivation ，　 Streptonワ ces 　sp ．　No ．499　was

　　cultivated 　in　an 　enzyme −producingmedium ，pH 　7．0，　con −

　　t・i・ i・ gO ．07％ KH ，PO ，，・O、03％ K ・HPO ・，0・05％ MgSO ・，

　　0．001％ FeSO4 ，0、0001 ％ ZnSO4 ，0．000！％ MnSq ，

　　0 ．1％ 91・ t・m 重・・，0．1％ （NH ・）・Sq ，・nd 　1・0％ ・ a ・b・n

　　source （chitin 　powder，65　mesh ）．　 A 　portion　ofthe 　culture

　　was 　 withdrawn 　 each 　day，　 centrifugcd 　at 　3000　rpm 　for

　　5min ，　and 　chitinase 　and 　HexoNAcase 　in　the 　supcrnatant

　　were 　assayed 　with 　chitin 　and 　pNPGlcNAc ，　respectively ．

　　Thc　protein　 cQncentration 　 was 　 measured 　 by　 Lowry ’s

　　method ．ls｝ Symbols ； ○，chitinase ；● ，HexoNAcase ； □ ，

　　protein；一一●一一，　pH ・
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Table 　1，　Puri6cation　of β
一
厚 acetyihexosaminidase （Hexo−

　　NAcase）from　Strepteηりces　 sp．　No ．499 ，

驫 驫 黜 … ldP ・ … y

（mg ）　　（U ）　　（U ！mg ）　 （％）　（fold）

100

Step

Gulture丘正tratc
＊

　　70，6　　　　　110，5
Amberlite 　CG −50　 7．15　　 92．O
P−cellu ］ose 　　　　　　O．348　　　24，7
Scphadex　G ・100　 0，081壬　　22．6

　 1．57　　100　　　　　1．0
ユ2．9　　　 83．3　　　8，22
71．0　　　　22．4 　　45．2
278，0　　　　　20，5　　177，G

　
＊ i50　ml ．

　The 　 enzyme 　 activity 　 was 　 measured 　 using 　 pNPGIcNAc
under 　the 　standard 　conditions ，

性画分 （60ml ）を ウル ト ラ フ ィ ル タ ー
（UHP 　43K ，ア ド

バ ン テ ッ ク ） で 10倍ま で濃縮 し，0．1MNaCl を含む 0．1

M 　Mcllvaine　buffer（pH 　6，0）で 平 衡化 した Sephadcx 　G −

100 カ ラ ム （2，0x87 ．5cm ）に か け て 溶 出 を行 っ た ，得 ら

れ た活性画分 （30ml ）に は キ チ ナ
ーゼ 活性 は 認 め られな

か っ た ．以上 の よ う に して 得 られ た 精製酵素 （499E）で

は，純度 は 粗酵素液 か ら 177倍 に 上 昇 し，そ の 比 活性 は

278　unit ／mg 　proteinで ，収率は 20．5％ とな っ た （Table　1）．

　
499E は ，　 Sephadex 　G −100 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

で は ， 分子量 52，000の 位置 に 溶 出 し た ．SDS −PAGE で

は ，分子量約 57，000の 単
一パ ン ドが 検出 さ れ，本酵素は

単
一

タ ソ パ ク tCま で 精製され た こ とが示 され た （Fig．2）．

　本酵素 の 至 適　pH は ，　 Fig．3 に 示 した よ うに ，　 pNP −

GlcNAc に 対 して は 6，0で ，　 pNPGalNAc に 対 して は 5．0で

あ っ た ．本酵素 を 各 種 pH ，
4° C で 48 時間保持 した と き，

靉

B
劉
・1 

譲、

　 ea

・← b
← c

　　　　　　　　　煢 灘」 d
　 　 　 　 　 　 　 　 　

’臥・、lg∵意 〜．”・x 」
　　　　　　　　　　

・
ド レ

奮
島
爵

Fig・2・SDS −
P・ ly・・ryl・mid ・ g・1 ・1ect・ ・ph 。・e・i・ Qf 　p。 。i丘。d

　　HexoNAcase ，499E．　 Electrophoresis 　was 　performed　in

　　
・ 12・5％ P・1y・・ry1・m 正d・ g・1 ・・n ・・i・ i・g　O．3％ SDS 。 ，

　　
aconstant 　 currcnt 　 of　15mA 　according 　to　Laemmli ，

s

　　m ・th・d・エ9） P ・・t・i・・ w ・ ・・ … i・・d　by ・h・ ・n… st・i・i。 g

　　
meth ・d・L … A ，499E ；1… B ，　m ・1・・u1 ・ ・ w ・ight　m 。 r−

　　
k… and 　499E （・ ，　b曲 … rum ・albumi・

，
68，000；b，499E ；

　　
c・° valbu ・・in・t5，000；d，α

一chym ・tryp・i・・9・・ ，25，000 ）．

　　　（

　 　 　 x
　 　 　 ．tt
　 　 　 ．≧
　 　 　 ぢ　50
　 　 　 q3

　　　9
　 　 　

’
二

　 　 　 』

　　　E
　 　 　 　 　 o

　 　 　 　 　 O　3．0　 4．0　　5．0　 6．0　　7．0　 8．0　　9．O

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 pH

Fig．3．　Effect　of 　pH 　on 　the 　activity 　of 　puri丘ed 　HexoNAcase ．

　　The　enzyme 　was 　assayed 　with 　4　mM 　pNPGIcNAc （○ ）or

　　pNPGalNAc （● ）ln　O．1MMcIlvaine 　buffer　of 　various

　　pH 　values 　at 　55°C 　f（）r　10mln ．

pH 　6．0 で も っ とも安定 で あ っ た ．

　本酵素 の 至 適温度 は ，Fig．4 に 示 した よ うに ，　 pNP −

GlcNAc と pNPGalNAc の い ず れ に 対 して も 55 °C で あ

っ た ．酵素 を 20−80°C の 各温度 に 10分間放置後，そ の

残存活性 を 調 べ た と こ ろ ，40 °C 以 下 で は ほ と ん ど失活

し な か っ た が，60 °C で は 31％が，70 °C で は 90％以上が

失活 した．

　本酵素 に 1mM の CaC12，　MgC12 ，　ZnC12 ，　MnCi2 ，　CoC12 ，
K ・HPO4 ・N ・

・
HA ・O

・，
・EDTA ，　ICH ，COOH ，　HgCl ， を 加

え，pH 　6，0，55
°C で 10分間放置後 ，

　 pNPGIcNAc に 対す

る活性を測定 した とこ ろ，HgC12 で の み 85％ の 阻害が 認

め られ た が ，そ の 他 の 化 合物 で は ほ と ん ど影響が認 め ら

れ な か っ た ．

　本酵素 に よ る pNPGIcNAc と pNPGalNAc の 分解速度

を基質濃度 O．25−4 、OmM の 範 囲 で 測 定 し て ミ カ エ リス

oo

50

（

渓）

ξ
≧

ぢ
僑

。

》

焉一
。

＝

　 　 　 　 0
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°
C ）

Fig・生 Effec・ ・f ・・mpera … e … h・ a ・ ・i・ i・y ・f　p・ ，ifi。d

　　HexoNAcase ，　 The　enzyme 　was 　assayed 　with 　pNPGIcNAc
　　（○ ）and 　pNPGalNAc （● ）in　O．コMMcllvaine 　buffer　 of
　　pH 　6・0 ・ nd 　5・0，・e・p・・ti・ ・1y，・ t … i・ u ・ t・ mp 。，at 。 ． e ，　f。 。

　 　 10min ，
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定数 を 求 め た と こ ろ ，pNPGIcNAc に 対 して は 0．33mM

で ，pNPGalNAc で は O．40・mM で あ っ た ．

　本酵素 0．1　 ml に 2mM の 基質 （pNPGIcNAc ，pNPGal −

NAc ，p一ニ ト ロ フ ェ
ニ ル ー

β
一D 一ジ ア セ チ ル キ ト ビ オ シ ド

（pNP （GlcNAc）2），p一二 ト ロ フ ェ
ニ ル ーiS−D一ト リア セ チ ル キ

ト ト リ オ シ ド （pNP （GlcNAc ）s），キ ト ビ オ ース ，キ ト ト リ

オ
ー

ス ，キ ト テ ト ラ オ
ー

ス ）それぞれ 0．1ml と 5mM

Mcllvaine　buffer　pH 　6．0 （pNPGalNAc で は pH 　5．0）0．1ml

を 加 え ，55 °C ，10分 間 反 応 後，各 基 質 に 対 す る 作 用 程度

を 調 べ た ．合成基質で は p−一ニ ト ロ フ ＝ ノ
ール の ， キ ト

オ リ ゴ 糖 で は N 一ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 1分間あ た り

の 遊離 モ ル 数 を 測定 した ．本酵素 は キ ト ビ オ ース に 対 し

て は ，pNPGlcNAc に 対す る活性値 の 95％，キ ト ト リオ ー

ス に 対 して は 32％， キ トテ 1・ラ オ ー
ス に 対 して は 26％ の

活性値を 示 した ．また ，pNPGalNAc に 対 し て は 62％，

pNP （GlcNAc ）2 で は 10％，　 pNP （GlcNAc）s で は 2．1％ の 活

性値を示 した ，

　本酵素を キ ト ビ オ ー
ス ，キ ト ト リ オ

ー
ス お よ び キ トテ

ト ラ オ
ー

ス に 作用 さ せ ，そ の 反応 物 を 高速液体 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）に か け た ．そ の 結果 ，
　 Fig，5 に 示 し

た よ うに キ ト ビオ
ー

ス か らは N 一ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン

の み が，キ ト ト リ オ
ース か らは キ ト ビ オ

ー
ス と N 一ア セ

チ ル グ ル コ サ ミ ソ が，キ ト テ ト ラ オ
ース か ら は キ ト ト リ

オ
ース ，キ ト ビ オ

ー
ス ，N −・ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ソ が生

成 した ．キ トテ ト ラ オ
ー

ス か らの 生成物 で は キ ト ビ オ ー

ス よ り もN 一ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 量 が 多 い こ と が 認

め られ た ．こ の 結果 は ， キ ト テ ト ラ オ ース か らは キ ト ビ

オ
ー

ス が 最初 に 生成す る の で は な く，キ ト ト リオ ース と

N 一ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ソ が 生成 され る こ と，つ ま り本

酵素は 糖鎖 の 末端に 作用す る こ とが 示 された ．こ の こ と

と 先 に 示 し た 本 酵 素 が pNPGIcNAc ，　pNP （GlcNAc ）2，

pNP （GlcNAc）3 に 作用 した ときに ，糖鎖が長い ほ ど p一ニ

ト 卩 フ ェノ
ー

ル の 遊離 が 遅 くな る 結果 とを 合 わ せ る と，

本酵素 は 糖鎖 の 非還元末端 に 作用 し ，N 一ア セ チ ル グ ル

コ サ ミ ソ を遊離す る エ キ ソ 型 で あ る と推定 され た．

　 こ れ ま で に 放線菌由来酵素に つ い て は 岩本 ら
12一且5）が ，

StrePtom］ces　sp ．　L −13 で存在 を 認 め ，粗 酵素 の 段 階 で 報告

した 菌体結合性酵素 （L −13）しか 見 当た ら な い ．ま た ，

放線菌近縁菌で は ，Nanjo ら
7）が Necardia　erientalis か ら

精製 した 酵素 （NE ）が あ る ．そ れ ら の 酵素と 499E を 比

較す る と，SDS −PAGE で 測 定 し た 分 子 量 は 499E が

57 ，000，NE 　b：54 ，eOOで 両者 は 似 て い る．至 適温度は ，

499E が 55 °C ，　L−13 が 40 °C ，NE が 70−75 °C で あ り，3

者 で か な りの 違 い があ る．pNPGicNAc に 対 して の 至適

XO

で
匸一
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Fig，5．　 Separation　of　 enzymatic 　 hydrolysls　 products　 of

　　chit ・・］igomers　by　HPLC ．　 Reacti・n 　rnixtures 　c・ ntaining

　　O．2ml 　 Qf　2　mM 　 of 　chitotetraose （A），　 chitotriose （B），　 or

　 　 chkob 三〇 se （C），　and 　O．36　units 　Qf　pur 孟丘ed 　HexoNAcase 正n

　　O、2ml 　of 　5　mM 　Mcllvaine 　bu飩 r （pH 　6．0）were 　incubated

　　at　55°C 　fbr　60　min ，　After 　the 　reaction 　 was 　 stopped 　by

　　boiling　 fbr　 3　min ，　 the　 reaction 　 mixture 　 were 　 filtered

　　through 　 a　O．2−＃m 　TSK −W −type　 Mter　 and 　50 μ1　 Qf 　the

　 　Mtered　sample 　 was 　 app ｝ied　 onto 　 a　TSK −G −OLIGO −

　　PW 十 G −OLIGO −PW 　column （7．8 × 300 　mm ）and 　eluted

　 　 with 　5　mM 　McIlvaine 　buffer （pH 　6 ，0） at 　a 　flow　rate 　of

　　1．Oml ／min ．　 The　eluates 　was 　monitored 　by　the 　differen−

　　tial　refractive 　index．　 Peak　assignments ：（1）N −acetylgluco −

　 　 samine ；（2）chitobiQse ；（3）chitotriose ；（4）chitotetraose ．

pH は，499E が 6，0，　 L −13 が6，0
，
　 NE が4．0で い ずれ も酸

性域 で あ る ．pNPGIcNAc に 対 す る Km 値 は ，499E が

0．33　mM ，　L−13 が 0，25mM ，　NE が 0．11mM で あ り，ま

た ，pNPGalNAc に 対 し て は ，499E が 0，40　mM ，　NE が

0．40mM で あ り，い ずれ も似た 値 で ある．化学物質 に

よ る 影響 は ，Zn2 ＋

で 499E が 95％ ，　 L−13 が8，1％，　 NE

が 96％ の 残存活性 を 示 し，L −13 の 阻害 が 著 し い ．　 Hg2 ＋

で は ，499E が 14．4％，　 NE が 90％ の 残存活性 を示 し，前

者 の 阻害が 著 しい ．以上 の よ うに 499E は ，　 L−13 や NE

とは い くつ か の 点で 似た 性質を有す る酵素 で あ る と結論

さ れ る．

要 約

　国 内各 地 よ り採 取 した 土 壌 試 料 か ら純粋 に 分離培養 し

た放線菌800株を 用 い て ， キ チ ナーゼ お よび HexoNAcase
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を生産す る菌株を キ チ ン 粉末を含む培地 で ス ク リーニ ン

グ した 結果 ，豊 中市 で 採取 した 土壌試料か ら分離 した

StrePtom／ces　sp ．　NQ ，499 株が培養液 中に 両酵素を も っ と も

多 く生産す る こ と を 見 い だ した ．本菌株を 用い た培養液

か ら Amberlite　CG −50，　P−cellulose お よび Sephadex　G −100

を 順次 用 い た ク P マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ っ て HexoNAcase

を精製 し，そ の 性質を調 べ た ．精製 した HexoNAcase

は SDS −PAGE で 単
一バ ソ ドを 示 した ，分 子 量 は Sepha −

dex　G −100 カ ラ ム で 52 ，000 ，　 SDS −PAGE で 57 ，000 と 測定

され た ．基質 pNPGIcNAc に 対 す る 至適 pH は pH 　6，0

で ，至適温度 は 55° G で あ り，pNPGalNAc に 対す る そ

れ ら は pH 　5．0 と 55 °C で あ っ た ．本酵素は キ ト ビ オ
ー

ス ，キ ト ト リオ
ー

ス ，キ トテ ト ラ オ
ース の 順 に よ く作用

し ， N 一ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン を遊離す る こ とか ら，エ

キ ソ 型 で 作用 す る こ とが確認 され た．
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