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313・ Basidiom7eetes の 深 部培 養に 関する

　　　研究

（第 5報）維茸菌 （LentinUS 　edodes ）の菌糸体

　　　　 の 核酸分 解酵累 に っ いて

阪大， エ ， 醸酵　○吉 田　敏臣 ， 田 ロ　久治

　　　　　　　　　寺本　四郎

　目的　演者 らは前報 （日農化41年度大会） に お い て

椎茸 菌菌糸体 の 核酸成玲の 分泌 に つ い て 報告した．す

なわ ち核酸成分 の 分泌は 単な る物理 的 原 因 の 他 に 酵素

反応 に よ る 自己核酸 の 分解が一大要因となっ て い る こ

とを しめ した．本報 で は 核酸分解 に 関与する酵素 ， リ

ボ ヌ ク レ ァ
ーぜ （RNase ），

「
ホ ス ボデ ィ エ ス テ ラーゼ

（H ）ase ）， ホ ス ホ モ ノ 土 ス テ ラーゼ （PMase ）を粗酵

素液中か ら分離 して そ の 諸性質を検討 し ， 菌体内の核

酸 の 動代謝 に つ い て 考察す る こ とを最終目的 とす る．

　方法　供試菌株は椎茸菌　（LentinUS 　edodes ）の
一

菌株で 菌糸体 の 培養方法な らび に菌糸体か らの 粗酵素

液の 調製方法 は 前報 に 準 じて 行な っ た．分析方法と

して 蛋 白質は Folin−Ciocaltcuの 呈色法ま た は 280

m μ の 吸収 に よ る 方法 ， また 5L ヌ ク レ オ チ ド 量 は

DOwcx 　lx8 を用 い るカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ 法ま た

は 酵素法を用 い た ．ま た 酵素活性 の 定量法 は前報 に準

じて 行な っ た、

　結梨 　菌糸体を超音波磨砕を 行な っ て 得 た無絅胞液

（粗酵索液） を 硫安塩析 した 後，DEAE セ ル ロ ース

カ ラム で分画 した と こ ろ ，
RNasa 活性を有す る ピー

クが 3 点現 われ，酸性 RNase とア ル カ リ性 RNase

は別 の 蛋 白と して 分離 され た．PDase，　PMase 活性を

有す る ピーク は そ れぞ れ，1面分で あ っ た．そ れ ぞ れ

の 画分に つ い て pH ，温度特性を検討 し， さらに慕質

特異 性等を比較検討 した 結果 ，自己消化過 程に お け る

核酸分解現象を説明 しえ た．

314． クロ カ ビによ る酸性プロ テア ーゼ生 産の

　　　生理 学的研究とその 応用 （第 1報）

阪大，工 ，醗酵　○新名　惇彦 ， 岡崎　光雄

　　　　　　　　　照井　堯造

囲的　アデ ニ ン 要求株 AsPerg’illus　niger 　U20−2−5

の 生産す る酸怫プ ロ テア
ーゼ は inducible　enzyme で

あ り， 典型 的 な nongrow ［h・associatcd 型 で あ る．こ

の よ うに増殖停止 の もとで 酵素生産が最大 となる，い

わ ゆ る preferential　synthesis の 生理学的研究は微生

物生 理 の 解 明 に重 要 で あ る と と もに，培養管 理 の 面 で

は増殖相と生産相 に そ れぞ れ異 な っ た管理 を す る こ と

が 必要 で あ り，した が っ て 酵素生巌を 最大 に発揮す る

制御方法を 目指す もの で あ る．

　今回はまず培養条件 の 検討 ， とくに inducer とな

りうる 物質の 検索を行な い ， そ れ の 増殖相と生産相 と

に お ける効果を 検討 した．

　方法　使用菌株は ア デ ニ ン 要求株 A 砂 6   昭 欝 ni −

8
’
erU2e

−2−5 で 培養は三 角 フ ラ ス コ を用 い ， 30℃ で

振 盪培養を 行な っ た．菌体量 は充嗔容法を用 い て 測定

しt 乾燥重量 に換算 した．酸性プ ロ テ ァーゼ 活性は培

養沸液を酵素液として 使用し， pH 　2．8 にて Ansan

変法で 測定し た．

　結 果 　 こ の 酸性 プ ロ テ ア
ーゼ の 至 適 pH は2．8で 安

定 pH は 3〜 6で ある．熱安定性は 43℃ ，
18時間安

定 で あ り，至 適温度は40℃ で ある ．

　 プ ロ テ ア
ーゼ 生 産 に対 す る 窒 素源 と して は，大豆蛋

白，
ペ プ トン な どが有効な iロducerで あ っ た． カ ザ

ア ミノ 酸，グル タ ミン 酸 で もか な りの 酵素生産が あり，

・

また 単
一

ア ミノ 酸 間 に も 差が 見 られ た．無機 窒素 は

inducerとは な らず，酵素生産 は ほ とん ど認 め られな

か っ た．

　菌体量 は胞子接種後約30時間 で 最大に な り，
100 時

間位ま で
・一定を 保 つ が，酵素生産 は増殖 が停止 す る頃

か ら始ま り， 最大比酵素生成率は 50〜60時間 に現われ，

典型的な nongrewth
−

assoeiated 型を示 した s

　Inducεr を欠い た 培地 で 増殖 した 菌体を ペ プ トン

を含む培地 に置換す る とプ ロ テ アーゼ生産は ペ プ トン

濃度 に比例 して 増大 し ，
induction の 現象が見 られた

が，そ の 値 は ペ プ トン を含む培地で 増殖した菌体に 比

し， 著し く低か っ た．す な わ ち プロ テ ア
ーゼ 生産に は

増殖相，酵素生産相を通 じて inducer （ペ プ トン）が

存在す る こ とが 必要 で あ る と考 え られ る．さ らに de−

i＝duc ：ion
，
　precursor の 存否 につ い て も考察 した い ．

315． 糸状菌 の フ ィ タ ーゼ に関す る研究

（em　3報）固体培養 に よる酵素 の 生 産 条件の 検討

わか もと製薬研究部

東大，農化

小林時夫，○松尾秀彦

小林正 範

　蓑田泰治 ， 山田浩一

昆的　 ブ イ チ ン 酸を加水分解す る フ ィ タ
ーゼ に 関し
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て は従来主 と して 植物組織動物臓器の 中に そ の 存在が

認 め られて おり，微生物 に つ い て は1 ・2の 報告 が あ る

にすぎない ．近年 ビ タ ミン B 群 の
一

つ で ある イノ シ ト

ール の 生 化 学的意義 が 注 目 さ れ る に い た り，演者らは

フ ィ タ
ーゼ を微生物より生産しよ うとして 検索 し 自然

界 よ り
一

強力菌株をえて ，Asp．　terv”eus と同定 し，本

年 4月 の 農装化学大会に発 表 した．

　今回 は 同 菌株を使用 して 固体培養に よ る酵素生産条

件を検討 して，興味あ る結果 を え た の で 報告す る．

　方法　300　ml 三 角 フ ラス コ に 麩糠 胚 芽 な どの 固体

培地 20g を入れ，添加物を加 え て 3G 〜120 ％加水 し

120℃ 30分間滅菌後， 土壌中よ り分離同 定 した Asp．

terreus 　gA −1 を 接 種 し 30〜40℃ ． 2〜7 日間 培養 し

た ．培養終了 後室温 にて 1時間振盪抽出 した液 に つ き

前報と同 じ方法で フ ィ ターゼ 活性を測定 して 酵素生産

条件 を 検討 し た ．

　結果　種 々検討 した 結果，フ a ターゼ 生 産条件と し

て次の 方法が よ か っ た．

　  　固体培地 と して は糠
一特に赤糠

　  加水率 は30〜4  ％

　  培養温度は30− ・35℃

　  培養時間は 3〜 5 日間が適当で あ っ た．

　  炭素源 の 添加 は あま り効果 が な か っ た．

　
一
方ア ン モ ニ ユ ム 塩尿素の 添加 は きわ め て 効果的で

あ り， そ の 他の 無機有機窒素源 の 添加効果 は あまり認

め られなか っ た．

　以上 の よ うに，赤糠 に 硫安を 4 ％添加 し30〜4  ％加

水して 30〜35℃で 3〜 5 日聞培養す る こ とにより酵素

生産量を 10培以上 に も増加 しえた．

316， Trichoderma 　rsに よるペ クチナ
ー

ゼ 生

　　　産に関す る研究

大阪府立農芸高○有藤　和雄

阪大，エ ，醗酵　岡崎　光雄 ， 照 井　堯造

　目的 　糸状菌の 生産 す るペ ク チ ナーゼ は，食品工業

に おい て飲料 の 清澄などそ の 活用が重要視されて きて

い る．しか し，そ の 深部培養法 は い ま だ 確立 されて い

ない．特 に糸状菌 の 生産す る 加水分解 酵素 は 一般 に

nongrowth 　 associat εd 型 で あ り，　 こ の よ うな 優先

的 な 酵 索生産 は 培養 の 管理 の 面 の み な らず ， 菌休 生 理

の 研究 に も非常に 興味ある問 題 で あ る．

　演者は先 に 糸状菌の 生産す る aci （1−protease，凝乳酵

素な ど に つ い て ， そ の 生産条件を検討報告 したが ，合

回 はペ ク チ ナーゼ 生 産 に関 して 2
，
3み るべ き結果を え

（工9 ）

た の で報告す るド

　測定方法　培養 は ロ
ータ リ

ー
シ エ

ーカーに よ る振盪

培養を用 い ，培養温度はすべ て30℃ と した．ペ クチ ナ

ーゼ の 測定 は 斉藤氏法 に よ り，活性は pH 　4．2
，

40℃，

30 分の 反応 に よ る 〔粘度低下率 x100 〕を も っ て表わ

した．

　結果 　自然界 よ り36株 ， 教鑑保存菌株よ り Penici−

lliu）n 　24株，　 AsPergillus　58株，　 Trichoderma　6 株を

選び 検討 した と こ ろ， Trichodert」ia 　 wiride 　4三83 カS

最 も強力 に酵素を 生産す るの で ， 以後主 と して こ の 菌

株 に つ い て培 養 条件を 検討 した．先 づ 炭 素 源 と して は

pec：ine の み よりもぶすま 5 ％含量程度が よ く，
i＝du−

c こr として は，pecline　1 ％程度入れ る と き良好な酵素

生産を 示 した． こ れ は pccline　，．stが滾存酸素量と関

係 し，酵索生産 に か な り大 きな影響を与 え る こ とを示

唆 した．栄養源として は各種天然資源を使用 して み た

が，大 豆 皮をふ すま と3 ：5 （％） に 配合す る とき最 も

よい酵素生産活性 （相対粘度低下率 18，000）を示 し，

こ れは当初 の 培地組成 の 約 10倍の 活性を示 した．イ オ

ン の 影響は Zn“’（leo−−500rrg ％，　Zncln　と して ）

が生産活性を促進 させ る効果があ り，
Cu 赫

（100鉱 g％，

Cu 　SO ，
・7H ，O と して ） は生産速度を速め る傾 向を示

し た，生産時間短縮の た め ，

一定間隔で 培養物を半量

の 培地で 更薪す る半連続培養を 行な っ た と こ ろ ，
2 日

間隔で は減少 の 傾向を示 し， 3 日聞隔が適当 で あ っ た．

14．D9311

． Peetinase，
　aem 量ceU 皿 lase，

　 cellulase

　　　の農産加工 へ の応用

〈第 3報）Macerating 　enzyme および c ¢ 1弖皿 1
−

　　　　 ase 　lこよる柑キ ツ 粕の maceratien と

　　　　 果実酢 ，
ペ ク チ ン 質の 製造

愛媛県総合化学技術指導所 ○高橋　慧 ， 菅家通夫

　　　　　　　　　　　　　島川　武

　目的 π aceratirg 　 el　zyme は不溶性ペ クチ ン を可

溶化 し糊 包間接着を解離 して 遊離細胞とな し有効生産

菌 は Rhi艶opus　sp ．で ある．一一方 Cellulaseは 露出せ る

CEIIulaseを加水分解す る が有効生 産菌 は Trichode −

r7na 　viride で あ る．演者 らは 柑 キ ツ 加 工 粕が 愛媛県

に お い て も 15000ton に 達 しそ の 示す酸性と腐植に な

りが た い性質か ら各加工 業者は廃棄 の た め に か なりの

経費を要 しま た 飼料と して も対照が 高等動物な るが ゆ

え に粗飼 料 に しか な り得 な い ．た だ しそ の ア ミノ 酸 組
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