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キ チ ナ ー ゼ 生産細菌の 分離と酵素の 生産条件およ び性質
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Isolatio皿 of 　a 　chitinase 　producing 　bacterium，　culture 　conditions 　foゴenzyme 　production

　　 and 　 pmperties 　 of 止 e　 enzy 皿 es 。　 UGHmA ，
　 Y ” M ．　 M 匸TsuToM 【，　 and 　 A ．　 OHTAKARA

　　（DePartment　o／Agricult” ral 　Cゐ餾 癬 プ丿，　FacultPtσノ ．4gricttlimre，　 Saga 砺 伽 78ゴ軌

　　Saga　840）　Hakkokogaku 　57： 131−140．　1979．

　　Chitiロase 餌 oduci ロ 9　bacteria　were 　isolated　 on 　 ch 童tin　 agar 　plates 　 from 　 seashore

muds 　of 　the　Ariake　Sea　in　the　I（yusyu 　district　of 　Iapan．　One　strain ，　 no 。12，11aving

potent　chitinase 　activity ，　 was 　 identified　 as 　belonging 　 to　the 　genus 　Vibrio　 on 　the

basis　of 　 taxonomic 　characteristics ．　This　strain 　（Vibrie　sp ．　no ．12）　produced 　an

inducible　 chitinase 　 system 　 and 　the　 maximum 　 preduction　 of 　 chitinase 　 was 　 found　 at

30℃ for　48hr　cuiture 　in　 a　 medium 　 contain 二ng 　O．2％ colloidal
「

chitin
，
0．2％ glucose，

0．5％ yeast　 extract 　and 　O．5％ peptone ．　The 　 chitinase 　system 　consisted 　 of 　 chitinase

and 　 ch 鮭obiases
，
　wh 量ch 　could 　be　 separated 　from 　each 　other 　by　column 　chromatography

on 　DEAE ・Sephadex 　A −25．　 It　 seemed 　that 　 cb 量tinase 　decomposed 　 colloidal 　 chitin 　 to

c鼠 ti駐 っ ligosaccharides，　tllen　to　N ，　 jV・diacetylchitobiose，　whicb 　was 　further　hydrolysed
to　J＞・acety191ucosamine 　by　chitob 耄ase ，

　 キ チ ナーゼ （EC 　 3 ・2 ・1 ・14） は 微生 物 に 広 く分

布 して い るが ，酵素の 精製 は お もに StrePtemyces 属

の 放線ee1−s）を用い て行わ れ て い る．著者らの うち大

宝
e

・
T｝

は，さ き IC　AsPergillUS 　niger か ら初め て 糸状

菌キ チ ナーゼ を精製し，酵素の 作用機作 に つ い て 詳細

に報告 した．こ れ に対し，キ チ ン を分解す る細菌に つ

い て は 多 くの 報告が あ り，

87m そ れ らは主 に 土壌や海

泥土な どか ら分離されて い る．しか し， 細菌キ チ ナー

ゼ は，Serratia　 Marcescens ，18i　 Arthrebacter　 sp ．，19）

CytoPhaga 　］
’
ehnsoniii6 ⊃

な どで 部分的精製が試みられ

た の み で ， 放線菌や糸状菌の 場合 の ような精製酵素標

品は ま だ得られて い ない ．

　著者 らは，細菌 を酵素源 と した 強力な精製キチ ナー

ゼ を得る こ とを目的とし， 有明海沿岸の 海泥土よ りキ

チ ナーゼ生産細菌の 分離を行 っ た．本報で は，キ チ ナ

ーゼ 生 産 力の 強い 1菌株 に つ い て ， そ の 菌学的諸性質，

キ チ ナーゼ の 生産条件および キチ ン 分解 に関与す る酵

素系を 明 らか に した の で，そ れ らの 結果を報告す る．

実　験　方　法

　 キ チ ナーゼ生産菌 の 分離お よび 同定法　　有明海沿

岸 よ り採取 した 土壌 1g を 10m1 の 殺菌水に 懸濁 し ，
こ

れ よ り 2 白金耳を採 り，肉エ キ ス 1．0％，ペ プ ト ン1・0％・

グル コ ース 0．ら％，NaCl　O．　S％ からな る培地 （pH7 ．0）

10ml に 接種 した ．35℃ で 18時間振とう培養後， 培養

tao．　lml を コ ロ イ ダル キ チ ン を 唯
一の 炭素および窒素

源とす る 分離用平板培地 （コ ロ イ ダル キ チ ン O．5％，

KHaPO40 ．1％，　 MgSO4 ・7H200 ．1％，　 CaCh 　o．03b／o，

寒天 L5 ％ ，
　 pH 　7．0）に加え，37℃ で 2〜 3 日間培養

した．生 じた コ ロ ニ ーの うち，透明帯を生成した もの

を 選択し，常法に よ り純粋分離を行 っ た．分離した菌

株 は分離用培地 と同じ組成の 斜面培地 に 接種 し，4 ℃

で保存 した．

　キデ ナーゼ 生産菌の 菌学的性質 は，Bergey ’
s　Man −

ual 　 of 　Detemminative 　Bacteriology
， 第 8 版

9e ） お よ

び駒形 の 好気性細菌の 同定
21｝

に よ り検討し，こ れ に 基

づ き生産菌の 同定を行っ た ．

　培養方法　　分離菌の 斜面培地よ り 1 白金耳を採 り，

酵母 エ キ ス 0．5％，ペ プ トン 0。5％か らな る培地 10皿 1
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を含む試験管 （1．8 × 20  ）に 接種 し， 30℃ で 24時間

培養した．こ の 培養液 1m1 をキ チ ナーゼ 生産用基本

培地 SOml を含む 20〔  1三 角 フ ラ ス コ に接種 し，30℃

で振と う培養した．キチ ナーゼ 生産用基本培地の絶成

は，コ ロ イ ダル キチ ンO．2％ ， グル コ
ース 0．2％ ， 酵母

エ キ ス 0・5％ お よ び ペ プ トン 1．O％ で あり，　 pH は7．0

で あ る・キ チ ナーゼ生産条件の 検討で は ， 基本培地 の

うち
一成分の 濃度を変え た培地 を使用した．

　 碁　賃　　キチ ン （Sigma 社製）を用い て ，
コ ロ イ

ダル キ チ ン は Jeuniauxの t怯” ） に より， またグラ

イ コ ール キチ ン は千手と沖増の方法謝 に よ り， それ ぞ

れ調製した．粉末キチ ン とキ トサ ン は生化学工業  製，

ま た グ ラ イ コ ール キ トサ ン は和光純薬工業  製を使用

した．N
，　N 一ジ ア セ チ ル キ トど オ ース （キ トビオ ー

ス ），

N ， N ，　N 一トリア セ チ ル キ ト トリオース （キ ト 5 リオ

ース ） お よ び N ，N ，N ，1V」テ トラ ア セ チル キ トテ ト

ラオース （キ トテ トラオース ）は ， キ チ ン を塩酸で 加

水分解 し， Berkeley らの方zas4） に よ り　Sephadex

G −25カ ラ ム を用 い て分離調製した．

　 キチナーゼ活性 の 測定　　0．3％ コ ロ イ ダル キチ ン

ユml ， 0．05M リン 酸綬衝液 （pH 　7．6） 2ml お よ び酵

素液 1m1 か らな る 反応液を 37℃ で 30分間振 と う し

て 反応 させ ， 反応停止後上 澄液に 生成した N −・
ア セ チ

ル グル コ サ ミン 量を Reissigらの 方ta“ 1
で 測定した ．

酵素活性 は ， 1 分聞に 1 μmole の N 一
ア セ チ ル グル コ

サ ミン を生成す る酵素量を 1 単位と した．

　 キ チ ナーゼ生産条件の 実験で は，上記反応条件で 遊

離す る N 一ア セ チ ル グル コ サ ミン 量 （Pt91ml） で 活性

を表 し， また ， カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ーに おい て は ，

同 じ反応条件で生成す る全還元糖量を Schales法 ”）

で 測定し， N一
ア セ チ ル グル コ サ ミ ン 量 （Pt9／ml ） に

換算して 活性を表し た．

　キ トビア ーゼ活性 の 測定　　0．05M リン 酸綾衝 液

（pH 　7．0） に溶かした 3mM キ トビ オース 0．3m1 に

酵素液 0．3ml を加え ， 37℃で 20分聞酵素反応 を 行 っ

た．3分聞煮沸して反応停止後 ， 反応液か ら O．　3rnlを

分取し，生成しft　N 一
ア セ チ ル グル コ サ ミン量 を 測定

した．酵素 活性 は 上記反応条件に おい て 1 分間lC　1

μmole の キ ト ビ オ ース を 分解 す る 酵素量 を 1単位 と

して 表 した ．

　カラ厶 クロ マ トグラ フ ィ ー　　0．02M リン酸綬衡液

（pH 　X　2）で あらか じめ平衡化 した DEAE −Sephadex

A −25カ ラ ム （2．4× 45cm ） に，同 じ綬衝液 に透析 した

硫安0．7飽和分画の酵素液 （タ ンパ タ量 として 147mg）

を吸着させた．0．02M リン 酸緩衝液 （pH 　7．2）で カ ラ

ム を洗浄した後，同 じ績衝液 の 0 〜 0．35M 食塩溶液1こ

よる直線濃度勾配溶出を行 っ た．流速は毎時 60mI で ，

溶出液は 10ml ず つ 分取した，

　薗 の増殖 と タン パ ク質の 定量　　菌敗 は集落計数法

に よ り生菌数を測定 し， そ の 対数で 表示した．タ ンパ

ク質は ， 牛血清 ア ル ブ ミ ン を標準 タ ン パ ク質 と して

Lowry 法 の改良法37，
に よ り定量した，

寞験縞渠および考察

　キ チ ナーゼ 生巌口の 発離 と 同定　　19地点の 猷料よ

りキ チ ナーゼ生産菌を検索した結果 ， 11の 分離用平板

培地に細菌の 生育が認め られた．こ れ らの菌株 の うち，

試料 ne ．12 か ら分離 した菌株が特に透明帯生成が頃

著で あ っ た の で ， そ の 1菌株を純粋分離し，no ．12 菌

と仮称した．本菌の 電子顕徹鏡写真 を Fig ．1 に 示 し

た．

　次に，本菌の分類 ・同定を行 うた めに菌学的諸性質

に つ い て 検討 した．本菌 は 大き さが 1．0× 1．　41tm の グ

ラ ム 陰性の 極毛を有す る短棹菌で ， 胞子は形成せず，

運動性である．また ， 本菌はカタ ラーゼ ， オキ シ ダー

ゼ ともに 陽性で あり， 37℃ で グル コ ース を嫌気的に 分

解 し，酸を 生成す るが ，ガ ス の 生成は見られ な か っ た．

2・4adiamino −6，7rtliisopropyl　　pteridine 　　（Vibrio

s加tic　agent 　o ／129） に よ り本菌 の 生育が 阻害され た．

本菌の形態学的，培農学的ならびに生理学的性質は

Table　 llζ示した．こ れ らの 諸性質を検討した結果，

本菌は Vibrio属に 属す る もの と判定 し た・以後キ チ

ナーゼ 生産菌を Vierio　8p ．　 no ．12 と命名する．な お ，

葉1 回 キチ ン ・キ トサ ン 国際会za”） に おけ る発表で ，

茄
層
・ヒ  ’・

　　　　 （
一“’・・一；

羅 1…灘 ぎ：

彎嚇麹 戀 繋

鑄鵜添：
艶漁 曝 ：霧 惹

1
窓 蹴1∵

i1驀顯 撫 黙 撫 タ紙騰鸚黙黙 鬣龕i醸職 野 ：

蠣

爨鑿購
鑼 艶

Fig 。1。　 m   tron　micmgraph 　of 　the 　chitina8e

　　prOducing 　becterium，　 strain 　 no ．12．
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Table　 1． Microb蛤l　 characteristics 　 of 　 a 　chitinase 　 producing
bacterium，　 strain 　no ．12．

Morphological　characteristics
　　　Form

　　　Size

　　　Motility

　　　Flagellum

　　　Graln　strain

　　　Spore

Cultural　chatacteristics

　　　Chitin　 agar
．
　colonies

Chitin　agar 　slant

Yeast−peptone 　slant

Physiologica1　characteristics

　　　Catalase
　　　Ox 量dase

　　　Gas　fro皿 glucose　at　37℃
　　　Ni重rate 　reduction

　　　Methyl 　red 、test

　　　Bromo　creso 正 purple 　milk

　　　Gelatin　hydrolysis

　　　H［ydrogen 　stilfide　produgtion

　　　Ammonia 　broduct
’
ion

　　　Acetylrnetbylcarbinol　 production

　　　Indol　prod μction

　　　Starch　hydrolyzation
　　　O −Ftest

　　　Acid　 production　 from

　　　　　　carbehydrates

Oxygen 　demand

Optimum 　temperature

Optimum 　pH

Sodium　 chloride 　tolerance

2，4−diami
．
no −6，7−diisopropy互

　　　pteridirte （0／129，　Vibrio　static

　　　agent ）

Short　rods ，
　 rounded 　 ends

LOxl ．4μm

MotileMonotrichous

Negative
Non −spo 職 lating

Circular，　 smooth ，　 umbilicate ，

　undulate ，
　glistening ，

semi ・translucent，　wllite ，
　moist

Filiform，　 white ， 91董stening

Spreading，　 pale　yellow，

　gliste皿iロ9

PO8itive

PositiveNegative

Posit孟vePosit
量veAcid

，　 peptonization

Positive

PositivePositiveNegat

ミve
．
PositivePositiveFermentation

Glucose，　galactose，　 fructese，

　Lactbse，　 N ・acetylglucosamine ，

　atabinOse ，
　s並cro白e　and

mannitol

No　gas　from　all　carbohydrates

Facultative　 anaerobic

30℃

7．07

．0 （w ／v）％

Sensitive

本菌は Aeromenas　sp ．に 属する と推定した が，2，

4−diamino −6
，
7−diis6propyl　pteridirieに 対す る 感

受性か ら Vibrie　sp ．に属す る こ とが 明 らかとな っ た．

Aeromonas　 sp ．と Vibrio　sp ．の 細菌は，い ずれ も

魚類 の 消化管内の キチ ナーゼ 生産菌と して知られ て い

る。“ ）

　ア thrie　sp ．　 no ．12の増殖 と酵素生産　　 キ チ ナー

ゼ 生産菌 の 増殖と，キチ ナーゼ およ びキ トビ ァ
ーゼ の

N 工工
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生産 に つ い て 経時的 に 調 べ た．こ の 場合キチ ナーゼ 活

性 は ，
コ ロ イ ダ ル キ チ ン か ら生成 したオリゴ糖を市販

β一グル コ シ ダーゼ で 分解し，N 一
ア セ チ ル グル コ サ ミ

ン に した 後 ， 定量 した．そ の 結果 は Fig．2 に示した

とおり， 菌 の 増殖は 1 日 目で 定常期 に達 し， pH は培

養直後 5 付近まで 低下 し，そ の 後上 昇 し ア ル カ リ性に

な っ た．pH の上昇と と もに，まず キ チ ナーゼ が培養

液中 に生成し， 2 日目に 酵素活性は最大に 達した．キ

ト ビ ア
ーゼ は キ チ ナーゼ よ りもほ ぼ 1 日遅 れ て 現れ ，

酵素活姓iは 4 日 目に最大 とな り，以後減少 した．
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Fig．2．　 Time 　 course 　of 　 cell 　 growth 　 and 　 the

　　production 　of　ch 三tinase　and 　chitobiase ．

　　The 　strain 　was 　cultured 　 a 重 30℃ in　 me ・

　　dium 　 containing 　 O．2％ coUoidal 　 chitin ，

　　0．2％　glucose，　0。5％　yeast　extract 　and

　　1．0％ peptone ．　The 　 r   action 　 mixture 　for

　　chitinase 　 assay 　 contained 　 lml 　 of 　 O．5％
　　col正oidal 　chi 重in，1ml　 of 　 O．1M 　 phosphate
　　buffer，　pH 　7．6　and 　lml　of 　enzyme 　so 董ution

　　and 　 was 　 incubated 　 at 　 37℃ for　 201nin．

　　Chitinase　activity 　was 　 determined 　by
　　n｝easuring 　the　 amount 　 of 　 1＞Lacetylgluco −

　　 samine （ノV−AGA ） formed 　 after 　 incuba・

　　tion　a亡 37℃ and 　pH 　4．　O　for　 lhr 勧y　 the

　　addition 　 of 　O．2ml 　of β
一
glucosidase （Bio・

　　diastase　5mg ／祕 ，　Amanoseiyakロ Co．，．Ltd．）
　　to　O．5ml　of 　the　supernatant 　of 　the 　chiti 圏

　　nase 　d三gest．　Chitobiase　 activi 電y　was 　 de・

　　termi ロed 　by　 measuring 　 the　 hydrolysis

　　of ハ厂
，
1V三一diacetylchitobiose　 in　 a τeact 董on

　　mix 加 re 　contajning 　O．3ml 　 of 　3mM 　 chito ・

　　biose　in　O．05M 　phosphate 　buffer，　 pH 　7．6

　　and 　O．3ml 　of　enzyme 　 solutio 口 at 　37℃ for

　 　20min ．

　Vibrio 　sp ．　no ．12の キチ ナ ・一一ゼ 生産条件

　1．コ ロ イ ダル キ チ ン の 影響　　Vibrie　 sp ．　 no ，12

の キ チ ナーゼ は 誘導的 に 生産 され る の で ， まず酵棄生

産に 対す る コ ロ イダル キ チ ン の 濃度の影響を検討した．

そ の 結果 は Fig ．3 に 示す と お り，キ チ ナーゼ 生産 は

コ ロ イ ダル キ チ ン 濃度0．2％
．
で 最高に 達 し，そ れ 以上

の 濃度 で は か え っ て酵素生産が減少 した．また コ m イ

ダル キ チ ン の 濃度に か か わ らず ， 培養2 日目に キ チナ

ーゼ 活性は高い 値を示 した・

　2．グル コ
ース の 影響　　コ ロ イダル キ チ ン 0．2 ％を

含 む 基本培地で ，キ チ ナ ーゼ 生産 に及ぼ すグル コ ース

の 影響を調べ た．結果を Fig ．4 に示した．グル コ ー

ス 濃度0．2％ で キ チ ナ
ー

ゼ 生産 は最高に な り， 0．3％以

上 の グル コ ース で 酵素生産 は完全に 阻害 された．

　3．酵母エ キ ス の 影響　　酵母エ キ ス の 濃度を変化 さ

O
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Fig、3．　 Effect　of 　colloidal 　chitin 　ooncentra 幽

　　tions　Qn 　chitinase 　production　by　Vibrio
　 　 sp ．　no ，　12・

　　The 　 medium 　was 　oomposed 　of 　O．2％ glu ・

　　cose ， 0・5％ 　yeast　extract ， 1．0％ peptone ，
　　0．5％ 　NaCI 　aad 　varying 　concentrations

　　of 　 colloidal 　chitin （○
一

〇 〇．05％，
　　●一●0．1％ ， △一△ 0．2％ ， ▲一

▲ 0．3％ ）．
　 　 The 　 reaction 　 mixture 　 contai 皿ed 　 lml 　 of

　　O・3％ colloidal 　chitin ，2ml 　of 　O．05M 　phos −

　　phate　buffer ，　pH 　7．6and 正ml 　of　enzyme

　　solution ．　Chit洫 ase 　activity 　was 　de‡er・

　　mined 　by　 measuring 　the 　 amount 　 of 　 N ・・

　　acety191 ロ◎Qsa 工nine 　produced　after 　incuba匿

　 　 tion　at　37℃ for　30　 min ．
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せ ，キ チ ナーゼ 生産 に 対す る影響 を検討した．そ の 結

果 は Table 　2 に 示 した とお り，酵素生 産 に は 0．2 ％

以上 の酵母 エ キ ス が必要で あ っ た．
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Fig．4，　 Eff   t　of　g三ucose 　concen 廿ations 　on

　　 chitinase 　．pfoduction　もy　Vibrio　sp ．　no ，
　　 12．

　　 The 　medium 　was 　co瓜 posed 　of 　O．2％
　　 colloidal 　chitin ， 0．5％ 　yeast　extractp 　1％

　　 peptone ，0．5％ NaCl　and 　varying 　concen −

　　 trations　of　 glucose （○
山 ・00．05％，●

一
●

　　 0．1％，　△ 一△ 0，2％ ，　▲湘
▲ 0．3％，　◇

一
◇

　　 0．4％ ）．

TabIe 　2．　 The 　effect 　of　yeast　extract 　 concen 一

　　 セ ations 　 chitinase μ oduction 　 by 　 Vib吻

　　 sp 。　 no ．12．

　4．ペ プ ト ン の 影響　　Fig．5 に 示すよ うに，ペ プ ト

ン は 0．5％ の 濃
．
度の 時が 最も高い キ チ ナ ーゼ 生 産 を

示 し， 0．7％ ， 1．0％ と濃度が高 くなると，酵素生産は

減少 した．
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Fig．5．　 Effect　of 　peptone 　 collcentrations 　 on

　　 chitinase 　production　by　Vibrio　sp ．　 no ．12．
　　 The 　medium 　 was 　 composed 　of　O．2％

　　 colloidal 　 chitin
，　0．2％　　glucose，　0．5 ％

　　 yeast　 extract ， 0，5％ 　NaCI 　 and 　varying

　　 concentrations 　of 　peptone 　（○
一

〇〇％ ，
　　●一●0．2％，　　△一△ 0．5％，　　▲一▲ 0．7％，
　　 ◇

一一
◇1．0％ ）．

Table　3．　Effect　of　chit 圭n　and 　chitin 　deriv。

　　 at 置ves 　on 　chitinase 　pfoduction　by　γあアio
　　 SP ・　no ．　12．

Yeast　extract
　　　（％）

Chitinase　activity
N −AGA （μg ／ml ）

Compound
（O．2％）

Chitinase　activity

N −AGA （μg／m1 ）

0．010
．050

．10

．20

，30

．40

．51

，0

　 0

　 0

　 011295104120128

Chitin （Flake）

Chitin（Fine　powder 　 1）＊

Chitin（Fine　powder 　2）＊

Chitin （Fine　powder 　3）＊

Co1正oidal 　chitin

Glycol　 chitin

Carboxylmethyl 　chit 至n

Golloidal　 chitosan

Glycol　 chitosan

01

，82
．27
．549
．201

．81
．70

The 　medium 　was 　composed 　of 　O．2％ colloidal

chitin ，0．2％ 　g且ucose ，　O．5 ％　peptone ，　0．5％
NaCI　and 　varying 　concentrations 　of 　yeast
extract ．

The 　oomposition 　 of 　 media 　was 　the　same 　as 　in
Fig．3．＊The 　size　of　 the　particles 　 of 　chitin
WaS 　Small 　in　Order 　 Of 　inCreaSing　nUmber 　aS
fine　pewders 　1

，
2and 　3．　 The　powder 　chitin

was 　 kindly　 supPlied 　 by　 Dr．　 M ．　 Takeda，
Shimoneseki　University　of　Fisheries．
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　5．キ チ ン お よ び そ の 関連化合物 の 影響　　各種 の キ

チ ン 化合物 の キ チ ナ ーゼ 生産 に 対す る 影響 を培養48時

間後に検討 し， そ の 結果を Table　3 に示 した．コ ロ

イ ダ ル キチ ン が 酵素生産の 最も有効な誘導物質で あ っ

た ・キ チ ン で は ， 酵素生産は ほ と ん ど見られ な か っ た

が ， ボ ール ・ミル で粉砕した キ チ ン 粉末はキ チ ナーゼ

を わ ず か で は あ る が生産 し，そ の 粒度が小 さ くな る に

従い キ チナ
ーゼ 活性は増大した．水溶性の グ ライ コ ー

ル キ チ ン や カル ボ キ シ メ チル キチ ン ，または脱 ア セ チ

ル 化 し た キ トサ ン類 で は ， キ チ ナーゼ は全くあ るい は

ほ とんど生産 されなか っ た．

　以上 の 実験結果か ら，Vibrio　sp ．　no ・12 に よ る キチ

ナーゼ 生産は，コ ロ イ ダル キ チ ン 0．2％ ， グル コ ース

0．2％，酵母 エ キ ス O．5％ ，
ペ プ トン 0．5％ か らな る培

地 （pH 　7．0）を 用 い ， 30℃ で 2El 間振と う培養した と

き最大 にな っ た．な お本菌を 0．5％ の 食塩を添加した

培地 で 培養 した 場合もある が，食塩 の 有無はキチ ナー

ゼ 生産に 影響を与えなか っ た．

　Vibrio　sp ・no ．　t2の キ チ ナ ーゼ系

　1．キ チ ナ
ーゼ とキ トビ アーゼ の分離　　Vibrio　sp ．

no ．12 を前記の キ チ ナーゼ 生産の 最適培地 （コ ロ イ

ダ ル キ チ ン 0。2％ ， グル コ ース 0．2 ％，酵 母 エ キ ス

0．5％ ，
ペ プ ト ン O．5％ ， pH 　7。0）を用い ， 30℃で 2

日間振 とう培養し， そ の 培養ろta　1，000ml を pH 　7．2

に 瀰整 した 後 結晶硫安を 加え て 0．7 飽和と した・遠

心分離後レ沈殿 を O．02M リン 酸緩衝液 （pH 　7。2）80ml

ltE
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Fig。6．　 Column　chromatography 　of 　tlle　chitinase 　sアstem 　 on

　　DEAE ・Sephadex　A −25。

　　The　enzyme （147mg 　of 　protein ）was 　applied 　to　a　column

　　（2．6x45cm ） of 　 DEAE −Sephadex　 A −25　 equi 置ibrated　with

　　O．02M 　phosphate 　buffer，　pH 　7．2．　 Elutien　was 　perfor皿 ed

　　with 　the　 same 　buffer　 and 　 a 　 linear　 gradient 　 from 　 O　 to

　　O．35M 　NaCI　i且 the　 same 　buffer　at 　a 　flow　rate 　 of　 60m1／
　　hr．　C ．　A ．　indicates　the　chitinase 　 activity 　 determined 　by
　　measur 三豆g　the　amount 　of 　reducing 　sugar ．
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Table 　4． Activities　of　the　fraction　separated 　by　DEAE ・Sephadex　A −25
　　　　　　　　column 　chromatography ．

Fraction　Volume 　 Pr6tein

　　　　　　　（ml ）　　 （mg ）

Chitinase Chitobiase
T ．A ．　 　 S．　 A ，

（mU ）　 （mU ／mg

　　　　　　Protein）

Yield

（％ ）

T ．A ，

（皿 u ）

　 S．A ，

（mU ／mgprotein
）

Yield

（％ ）

Original

CB −1CB
−・2C

8023010038014712

　 140

31，800

　　　 0

　　1402

，670

216

　 014067

100
　 0

　 0．4

　 8

19，9006

，7604

，930

　　990

　 135

　 5634

，930

　　25

1003425

　 5

T ．A ；Total　activity ，
　 S．　A ．；Specific　activity ．
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Eig ．7．　 Rechromatography　of 　 chiti 皿ase 　 fraction　 C　 of 　 Fig．6

　　 0n 　 DEAE −Sephadex　A −25．

　　 Chi‡inase　fraction　C　of 　Fig．6was 　concentrated 　by 　ultra ・

　　 filtration　 with 　 an 　 Amicon 　 melnbrane 　 UM −10　 a ロd　 was

　　 chromatt ）graphed ロ sing 　the　same 　procedure 　as 　in　Flg ．6．
　　 Chitinase　activity 　in　the　presence　of　cllitobiase 　was 　deter・

　　 mined 　by　measuring 　the　amount 　of 」V−acetylglucosalnine
　　 for皿 ed 　after 　iロ cubation 　at　37 ℃ for　lhr　 by　 the　addition

　　 of　 O．5ml 　 of 　 cllitobiase （CB −1
，
25mU ）to　 1．5ml 　 of 　 the

　　 supe ：natant 　 of 　 the　 chitinase 　 digest．

に 溶解 し， 同 じ緩衝液に透析した，透析液は培養ろ液

の 81％の キ チ ナーゼ と73％ の キ トビ アーゼ を含有して

い た．両酵素 の 分離を DEAE ・Sephadex　A −25 カ ラ ム

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ っ て 行 っ た結果を Fig・6 に
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示 した ．

　キチ ナーゼ はO．1〜0，2M 食塩濃度の 範囲で 溶出され

た が ，最初の 酵素活性 の わ ず か 8 ％ しか 回 収 さ れ な か

っ た・しかし， キ チナ
ーゼ 活性を全還元糖量 よ り測定

す る と， 酵素は O．　IM 以上 の 食塩濃度で 幅広 く溶出 さ

れ た ．こ の 画分をキ チ ナーゼ 画分 C とした ．

　キ トビ アーゼ活性は三 つ の ピーク として溶出された．

カ ラム に吸着 され ず に溶出 さ れ た キ トビ ア
ーゼ の 主画

分を CB −1
，
0．　IM 以下の 食塩で溶出 され た キ トビ ア

ーゼ 画分を CB −2 と した．両酵素の 活性収率と比活性

を Table　4 に 示 した．　 CB −−1 は キ チ ナーゼ 活性が 全 く

混在 しなか っ たが ， CB −2 は比活性が非常 に 高 くな っ

た に もかかわ らず ， 少量 の キ チ ナーゼ 活性が認 め られ

た ．

　次 に，キ チ ナーぜ 画分 C は少量 の キ トビ ァーゼ 活性

が 混 在 し て い る の で Arnicon 社製限外 ろ 過装 置

（Diaflo　membrane 　filter　UM −10） を用い濃縮し，前

と同 じ方法に よ り DEAE ・Sephadex　 A −25 カ ラ ム で

再ク ロ マ ト グラ フ ィ
ーを行 っ た．Fig。7 に 示す よ うに，

画分 C か らキ h ビ アーゼ活性を完全 に除 くこ とはで き

ず ， キ トビ ァ
ーゼ 活性が減少す る に つ れて ， キチ ナー

ゼ 活性 も低下 した・しか し ， キ ト ビ アーゼ 画分 CB −・1

を添加 して キ チ ナーゼ 活性を測定す る と ， 全還元糖量

で 表示 した キチナーゼ 活性 とほ ぼ 類似 した測定値 にな

っ た．すなわち ， 少量 の キ トビ アーゼ が 存在す る と き ，

N 一ア セ チ ル グル コ サ ミン の 定量に よ る キ チ ナーゼ 活

性の 測定が 可能で あ る．こ れ は コ ロ イ ダル キ チ ン の N 一

ア セ チ ル グル コ サ ミ ン へ の 分解に は，キ チ ナーゼ とキ

トビ ア
ーゼ が必要で あ る こ とを物語 っ て い る ・

　以 上 の 実 験結果 か ら Vibrio　sp ．　no ．12 の キチ ナー

ゼ 系は，DEAE ・Sephadex　A −25 カ ラ ム クロ マ トグラ

フ ィ
ー

に よ り，キ チ ナーゼ とキ トビ ア
ーゼ に 分離す る

こ とがで きた。しか し，DEAE ・cellulose を用 い た場

合に は ， キ トビ ア
ーゼ は 溶出 したが ， キチナーゼ は

DEAE ・ce11ulose に 強く吸着 し，食塩濃度を 0，5M に

上げて も溶出しな か っ た．細菌 の キ チ ナーゼ につ いて

の 従来の 報告で ，Merissey ら
19，

は DEAE ・cellulose

を 用 い て Arthrobacter　sp ．の キ チ ナーゼ の 精製を，

Monreal と Reeseis） は DEAE ・Sephadex を用い て ，

Serratia　marcescens の キ チ ナーゼ の 精製を そ れ ぞれ

試 みて い る が，い ず れ も収量 の 低下が著 しか っ た．両

報告とも， キ トビ ア
ーゼ 活性は測定 され て い な い の で ，

収量 の 低 下 が キ トビ ナーゼ の 分離に 起因す る か どうか

は 明 らか で な い ．

　 2．キ チ ナーゼ とキ トビ ア ーゼ の 作用　 　キ チ ナーゼ

とキ ト ビ ア ーゼ の キ チ ン お よ び キ チ ン オ リゴ 糖 に 対す

る作用を調 べ た結果を ， Table　5 に示 した．キ トビ ア

ーゼ を含まない キチ ナー一ピ （Fig．7 の no ．113 画分）

とキ ト ビ ア ーぜ （CB 斗）単独 で は，コ ロ イ ダ ル キ チ ン

か ら N 一
ア セ チ ル グル コ サ ミン を 生成しな い が，両酵

素を 同時 に 作用させ る と， N −一
ア セ チ ル グル コ サ ミ ン

を生成 した．キ チ ナーゼ は キ トビ オース を 分解しな い

が ， キ ト ト リオース や キ トテ トラ オース に 作用 して ，

N 一
ア セ チ ル グル コ サ ミ ン を生成した．ま た ， キ ト ビ

Table　5． Decompos三tioロ of 　various 　substrates 　by　chitinase ，

　 chitobiase 　 and 　 chitinase 　plus　 chitobiase ．

Substrate ハr−Acetylglucosamine　formed （μ9）
Chitinase　 Chitobiase　 Chitiロase 十 Chitobiase

Chitobiose
Chitotriose

Chitotetraose
（ン）110idal　 chitin

0810　

qり

ー

26210579

　 0

1437413892

For　the　decomposi赱ion　of 　chitin ・oligosaccharides ，
　the　reaction 　mixtUre

containing 　O．5ml （5eOptg）of　a　substrate 　in　O．05M 　phosphate 　buffer ，

pH 　7．6alld 　O．5m1 　of 　enzyme 　solution 　was 　incubated 　at　37℃ for　30min ．

For　the　decemposition　of 　chitin ，
　the 　reaction 皿 ixture　containing 　O．5ml

（1，500μg）of　colloidal 　chitin ，　lml　of　O．05M 　phosphate 　buffer，　pH 　7．6
and 　O．5ml 　 of 　 enzyme 　 so ！tttion 　was 　incubated 　at 　37℃ for　30min ．　CB −1

containing 　20mU 　 of 　 chitebiase 　 activity 　 was 　 used 　 as 　 chitobiase 　 and

fraction　no ．113　in　Fig，7，
　as 　chitinase ．　For　the　combined 　action 　of　the

two 　 enzymes ，　 one −half　the 　amount 　 of 　 each 　 of 　the 　enzymes 　was 　used 。
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ア
ーゼ は キ トビ オース を分解す る の み で な く，キ ト ト

リオ ー
ス とキ トテ トラオース に作用 し， キ チ ナ

ーゼ の

場合よ りも速 や か に N 一
ア セ チ ル グル コ サ ミ ン を 生成

した ，

　 こ れ らの 実験結果よ り， Vibrio　sp ．　no ．12 の キチ ナ

ーゼ 系は他の 微生物起源の キ チ ナーゼ系と同様 に，キ

チ ナーゼ とキ トビア ーゼ の 二 つ の酵素か らなり，キ チ

ナ 凵 ゼ は キ チ ン 内部の グル コ シ ド結合を 分解 し，恐 ら

くは キ トオ リゴ糖類を生成し，キ トビ ア
ーゼ は キ トビ

オー
ス あるい は キ トオ リゴ糖類 を分解して N 一

ア セ チ

ル グル コ サ ミン を生 成す る と考え られ る．本菌 の キ チ

ナーゼ と キ トビ ア
ーゼ の 分離 ， 精製および酵素的性質

に 関 して は，続報で報告す る予定 で あ る．

要 約

　1） 有明海 の 海泥土 よ り，コ ロ イ ダル キ チ ン を 唯
一

の 炭素 お よ び 窒素源と して利用で き る キ チ ナーゼ 生産

細菌を分離 した．分離菌は ， 電子顕微鏡写真 お よ び 菌

学的諸性質よ り，Vibrio属 と 同定され，　 Vibrio　 sp ．

no ．12 と命名され た・

　2） Vibrie　 sp ．　no ．12 を コ ロ イ ダル キチ ン を含む培

地を用 い ，30℃ で 振と う培養 し た と き，キ チ ナーゼ 活

性 は 2 日 目に，キ トビ ア ーゼ 活性 は 4 日目に最大 に 達

した．

　3）　本菌に よ る キチ ナーゼ 生 産 は，コ ロ イ ダル キチ

ン 0．2％ ， グル コ ース 0．2％ ， 酵母 エ キ ス 0．5％ ，
ペ プ

トン 0．5％ か らな る培地 （pH 　7．0） を用 い ， 30℃ で 2

日間振と う培養 した と き最 大 に な っ た．

　4）　本菌 の キチ ナーゼ 系は，キ チナ≧ゼ とキ トビ ア

ーゼ か らなり ， そ れ らは DEAE ・Sephadex　A −25 カ

ラ ム ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

に よ りほ ぼ 分離で きた．キ チ

ナーゼ は コ ロ イ ダル キ チ ン を分解す るが ， キ トビ オー

ス を分解 せ ず ， キ トビ ア
ー

ゼ は キ チ ン オ リゴ 糖 を 分解

し ， キ チ ン の N 一
ア セ チ ル グル コ サ ミン へ の 分解に は ，

キチ ナーゼ と と もに キ ト ビ アーゼ が必要で あ っ た．

終 わ りに の ぞ み ，本実験に ご 協力い た だ い た井 口亨 晴民 に 深謝 レま

す．
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