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酵素成分 の 混合物の よ うに 思 わ れ る．

（4｝勁 物起源 の セ ル ラーゼ は， CMC や Walseth

cellulose の ほ か に 天然 セ ル ロ ース に も作用 し，　 cello −

dextrin（DP ＝25）や Walseth　cellulGse か らそ の 最

終生成物 として ，
セ ロ ビ オース が多く生 じた ．そ れ ゆ

え こ の 動雛 セ ，レ ラ
ーぜ は港 質髏 性の 幅力・非常に

広い もの と思われ る，

53． Pseudomonas セ ル ラ Pt ゼ の誘

　　導生成
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Inducted　Form 且 tion　 of 　Cel｝ulases

in　Pseudomonas　プZuorescens　var ・

eellzelosd　by　some 　Disacchar三des

Kunio 　Yamane
，
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，
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　Pseudomonas　fluorescenS　 vai
・．‘詔 祕 05 α に おける

セ ル ラーぜの 生成 は C源 に よ っ て 非常 に 左右され恐
た とえば，沖紙を C 源 にする と培養液中に む し ろ多 く，

デ ン プ ンで は む し ろ菌体内に 多 い．しか し ， 沖紙をC

源に す る とデ ン プ ン の 場合の 約10倍の 酵素量が 生成さ

れ る．したが っ て汐紙培養の 場合 に は セ ル ロ ース 系糖

類 が酵素生成にな ん らかの 影響を お よ ぼ すもの と考え

られ る。

　 これ らの 点を明らか にす る 目的で succimate を c 源

と した菌体を 洗滌し，そ の suspension に セ ル ロ ース

系糖類 （GING4 ）を加え，38℃ で 振 盪 処理 を行な っ

た．定時間後に菌体と処理 液 に分け，そ れ ぞれ酵素活

性を CMC 粘度低下力 で 測定 した．そ の 結果，
これ

ら の 糖 は 全 く影響を持 た な い こ とが示され た．

　一方 Ree鍍 は　
’rriChoderma麗 海4召 の 菌糸 susp −

ensi ・n を用 い ，　 cellulase 　inducer が soph ・ r ・ se で あ

る
’‘
ととを報告 して い る．我々 は 全て の グル コ ニ 穂類 や

数種 の ヘ テ ロ
ー

グ リコ シ ドに つ いて 実験 し た 結 果，

sophorose お よ び gentiobioseの みが 明確な誘導効果

を示 し，sophorose で は対照 の 約 3．5倍 （菌体外）， 約

2 倍 （菌体内）， gentiobiose で は 約 2．8倍 （菌体外），

約1．8倍 （菌体内）の 酵素が 生成され る こ とを知 っ た．

こ れ らの 糖 と同時に succinate （e．1％）を加えた場合

に は ，
い ずれの 生 産 もさ らに 約 1．5倍 も増 大 さ れ る

こ とが 判 っ た．また ， 誘導 効 果 を 持 た な い もの で は

succinate の 影 響が 認 め られな いの で，　 SQphorose ，

9・ nti ・bi・・e が エ ネ・レギー源ICな っ て 効果を現わすと

は考 え難い．

　そ れ ゆ えに こ れ らの 二 糖類はセ ル ラーゼ 生成 の 誘導

に 密接 な 関係を 持 つ もの と思 わ れ るの で ，H下 これ ら

の 糖類とセ ル ラーゼ の isozyme 生成な どの 関係を さ

らに追求して い る．

　54， Aspergillus　saitoi の生産す

　　　るセ ル ロ ー・ス 分解酵素 の 研究
’
（第 5報）セ ル ロ

ー
ス 分解酵素生産 に お ける培養条件

　　　　　　　○松村　　親 ， 前島　
一孝

　　　　　　　　　　　 （武田藥品工 業   研究所）

Studies　on 　Cellulolytic　Enzy皿 es

Produced　by　Asf）ergillus 　saitoi

（V ）　王皿 fluence　o 至　Culture　Conditions　on

　　 Enzyme　ProdiuctiQn

Chikashi　Matsumura 　and 　K3zutaka

Maejima
　（R ・・ea ・ch   ・獅 ・・

，
　T ・k ・da・Ch ・皿 i・a1

　 工ndustrie 臼，　Ltd．，　Osaka）

　著者 らは こ れ まで の 報告で AsPerg271us　saitoi の

生 産する セ ル ロ ース 分解酵素系 に つ い て 研究を 行な い ，

そ の 中の 酵素の 1 っ CMG −ase を結晶状 ｝ζ単離 し・

そ の 諸性質につ い て 検討 して きた．今回 は こ れらの セ

ル n 一ス 分解酵素生産 に お け る培養条件をゲ振盪培養

法 お よ び タ ン ク培養法で 検討 し た結果 につ い て 報告す

る．

　振鸛培養法で　CM （＞ase 生産 の 種 々培養条件を検

討 した結果，一
般に 糸状菌の 通 気培養法 に よ る菌体内

物質生産に は 有機態窒素源を比較的多量に必要とす る

が ，
セ ル ロ ース 分解酵素生産 の 場含に は特 に こ の傾向

が著しか っ た．ま た ， 有機態 窒 素の ほ か に リン 酸ア ン

モ ニ ウ ム の 添加 量 が Asp．　oryrae の α・amylase の

生産 に 著 し く 影 響 す る こ とが 知 られ て い る が tAsP
・

saitoi の　cellulase 生 産 の 場合 に は比較的影響が少

な く，一
方糖の 代謝 を抑制 し酵素 の 生産量 を高 め るた

め に 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム の 添加が有効で あ っ た．次 に菌
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の 繁殖を増大さ せ る手段 として 生産される有機酸の 中

和ic炭酸カル シ ウ ム を用い る こ とは培養液の pH の 低

下を 妨 た げ酵素生産 に悪影響を お よ ぼ す， 酵素生産時

の pH は 3．0〜4．0 に維持 す る こ とが 必 要 で あ っ た。

さ らに ， 適応酵素と して の生産 に 関 して は基質で ある

沖紙宋 ， CMC 　・Na 末 を 添加す る と若干酵索の 生産の

増加ある い は 促進が 認め られた ．

　 こ れ らの 結果 に基づ い て 培養液組成を定 め タ ン ク培

養法を検討 した結果 ， セ ル ロ
ー

ス 分解酵素系は洪紙崩

壊酵素 （C ，）．CMC ．ase （Cx），β
一glucosidase の 順

に生産 され， こ れ らの 酵素系 に よ っ て aS ．saitei が

天然繊維をつ ぎつ ぎに glucose まで 分解する こ と が

推定され た ．さらに，培養 の 始発 pH は低 い 程酵素

は早 く生産 されるが ， 菌 の 糖代謝は遅れ，菌体量 の 増

加も少な くな い，ま た ， 上記 3酵素生産の た めの始発

至 適 pH は そ れ ぞれ 4．0〜5。0．3．e〜4．e，3．0 付近

で あっ た．

55． セ ル ラ ーゼ作用 の 動力学的解析

○雨村　明倫 ， 照井　蕘造

　 （大阪大学工 学部醸酵工 学教室）

Kine廿c　Studies　 of　 Cellulase　Action

Akinori　Amemura 　and 　 Gyozo　Terui

　（Dept．　Fer皿 ent ．　TechnoL，　Facult．　Engin．，

　Osaka　Univ．）

目 的

　青カ ビ の 生産す るセ ル ラーゼ 系が 不溶基質と して 存

在す る セ ル ロ ース （パ ル プ繊維） に 作用する 場合の 動

力学解析を 行 な うこ と を目的 として い る．一部概報 し

た反応 の 生成物阻害効果の ほか に 2
， 3 の 新 しい 知見

につ い て 報告す る．

方 法

　Peniciliium　variabl7e ｝こ属する 1 株の 生産す る セ ル

ラーゼ 系を精製 して 用 い た．そ の 際 主 と して セ ル m

一ス 溶解量をグル コ ース の 定量 か ら求め 得 る よ うに，
Ci 活性 に対 して Cx やセ ロ ビ ア

ーゼ 活性が 充分 に存

在 し， 分解中間体 が 無視 され得 る よ うな 反 応系を 用 い

たが残存基質量 に よ っ て も検討 した．反応基質 として

は ま と して 150 メ ッ シ ュの 精製パ ル プ粉末を 用 い
， ま

た ，比較の た め他種繊維をも用い た．反 応は 30℃ 振

とう攬拌 に よ っ て 行な っ た．

結 果

　 セ ル ラ
・一ゼ ーパ ル プ の よ うな固相界面で 行なわれ る

反応系にお い て も反応速度 は Langmuir の 吸着式の

変形と み な し得 る Michaelis−Menten の式に見かけ上

従う こ と が わ か り，
Km 相当値が得 られ るが，こ れ は

Michaelis本来 の 意味と対比する た め に も拮抗 阻害の

研究 は興味が あ る．酵素作用を受け易 い 基質の amor −

phous 区分の有効な吸着の site の 大部分は 酵素原応

との 関係 に おい て平等 に取扱い 得 る とい う仮定 に た ち，

また cエystal と ainorphQus 区分との比 が酵素反応過

程におい て ほ S’一定で あ る とい うパ ル プ に つ い て の 既

報 の 実験結果をもとにすれ ぱ実験結果を 説 明する に 足

る簡単 な 定式化 が で き るが，こ の 妥当な条件範囲を決

定する こ とも重要 で あ る．な お ， 見かけの Km の 値
Km ’− 3．57 （g／の で あ っ た．生成物グル コ ース に よ

る反 応の 阻害効果 は顕著で あり， 残存基質濃度 ［S］

と反応速度 d［S］／dt と の 間 に は 次の よ うな 関係 が 認

め られ た．た だ し， 阻害物の 濃度 匚1］＝c （［S］e − ［S］）

で表わ され る （c は比例定数〉．

　＿＿壷［聖＿＝　　　　　　　 V ノ

匸S］

　　　
dt
　 K ・

’

（・＋（・・
c （［S

蓄
［SL）

）・ ・S・

また，新た に 阻害物と して 濃度 〔1〕。 の グル コ ース を

加え た 場合 に も上 の Ki 値を 用 い て 予期通りの 結果を

得 た．ま た，上式 は amorphous 区分 の 存在率 （α）と

の 関係を考慮 した もの で あり，すなわ ち拮抗阻害の な

い と き の式が

　 d［S］『a
　 　 dtV

  ［Sコ
Km ＋a ［S］

。
… 1 ÷V ・・l V ・

、S，

　　　　
dt

−
．墮 癇

一一
K ・

’

＋ 繭
　 　 　 　 　 　 　 　 α

で 表わされ る．

　α が ほ ぼ一定 と い う前記 の 条件で は拮抗 阻害式中の

K ポ は Km と同様に 取扱い 得るわけで，上 の拮抗阻

害式が 成立する こ とも首肯で き る．

　さ らに 他種繊維 につ い て の 比較 も2
，

3 つ け加 え 検

討す る予定で ある．

56． ひ い うた け酵素 の 生産 と 応用

（第 5報 ）セ ル ラーゼ系の 分 離精製 （そ の 2）

○ 奈良 潔 ， 春野 剛 ， 吉野 弘

　 （武 田藥品工業株式会社技術本部 ・醪酵技術部）
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