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Bacillus　 stearothermophilus 　 TRS128 の 分 泌 す る 耐 熱 性 Pullutanase

（阪 大 ・工 ・醗 酵 ．江 崎 グ リ コ 生 化 研 ＊ ）　 O 粟 木 　隆 ．岡 田 茂 孝 ＊ ．今中 忠 行

　 1 ） 目 的 　　好 熱 性 Bacillus 屑 細 菌 は 熱 や 化 学 的 変 性 剤 に 対 して 安 定 な 種 々 の 酵 素 を 生 産 す る こ

と が 知 ら れ て い る。ま た B ．stearothermophilus は 、  多 数 の 菌体 外 酵 素 を 分 泌 す る、  宿 主 ・ベ

ク タ
ー

系 の 開 発、利用 に 関 す る 知 見が 多 い 、  安 全 性 が 高 い 、な どの 点 か ら も工 業 的 応 用 価 値 が 高 い

と考 え られ る。本 研 究で は 耐 熱性 putlulanese を 歳 麗 す る 旦．塑 r塾 hemophnu ε TRS128 を 自 然

界 か ら 分 離 し 、 本酵 素 の 精 製 な らび に 諸 性 質 の 検 討 を 行 っ た。

　 2 ）方 法 お よ び 結 果 　　土 壌 や 堆 肥 等 の 試 料 よ り 60 ℃ で 生 育 し、か っ pullulan 分 解 能 を 有 す る

細 菌 を 多 数 分 離 し た。こ の う ち TRS128 株 は 生 育 上 限 温 度 70 ℃ 、グ ラ ム 陽 性、内 生 胞 子 を 有 し カ タ

ラ
ーゼ 陽 性 等 の 性 質 よ り B．stearothermophilus と 同 定 し た。　 Pullul題 M6e 生 歳 に 適 し た炭 素 源 に っ

い て 検 討 し た が 顕 著 に 誘 導 の か か る もの は な く、可 溶 性 デ ン プ ン 3 ．0 ％ 、ttrpton 　 且．0 ％ 、　 yeast

ex ．O ．5 ％ 、　 NaCl 　 O ．5 ％ （pH　 7 ．3 ）を 墓 本 培地 と した p 本培地 に お い て TRS128 株 を 60 ℃

16 時 間 培 養 し、こ の 上 済 を 硫 安 分 画 （35 ％ − 55 ％ 飽 和 ） し た 後、DEAE 　 ce ’11ulose 、ゲ ル ろ 過 ．

最 後 に ア フ ィ ニ テ ィ
ーク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー
に よ りSDS −PAGE で 単 一バ ン ドを 示 す ま で に 精 製 し た 。 本酵

素 の 分 子量 は 83 ．000 と 推 定 さ れ 、pullulaR か らの 主 生 成 物 は maliotriose で あ った 。0 ．8 ％

pullulan を 基 質 と し た と き 反 応 の 至 適 温 度 は 65 ℃ 付 近 で あ り、基 質 不 存 在 下 で pH　 6　L5 、65

℃ 60 分 間 の 処 理 後 も 90 ％程 度 の 渚 性 を 維 持 して い た。反応の 至 邁 pH は お よ そ 6 ，0 、安 定 pH

域 は 6 ．5 −− 7 ，5 付 近 で あ っ た 。
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