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カ ビ の 菌糸体 に よ る Bacillus　subtilis

　　　　溶解酵素の 誘導とそ の 機構

中 英 幸 ・ 岩本 徹
＊

・ 稲岡 恵
＊

今治明徳短期大学 ，

＊
愛媛大学農学部農芸化学科

Induction　 and 　 its　 mecha ロism 　 of 　 a　 lytic　enzyme 　 acting 　 on 　 Bae〃 π s　 stの’μ’3 　 with

　　fungal　 myce ！ia．　 NAKA 　H ．，　T ．　IwAMoT。
＊，　and 　M ．　INLoK▲＊

（加 4う嬉 ルfθゴ励 翼 J＃nier

　　College，　 Imab 〃 i一謝 ，　 Ehime ；
＊DePartm彡鋸 o／ Agric”lt＃砌 ’ Chemistry，　 Eゐ加 θ

　　こ1niversity， ハ（atsuyama −sゐゴ，　E 雇切 θ 790）　Hakkokogaku 　58 二71−77．　1980・

　　Streptomy‘es　sp ．　 L −13　strain 　produced 　a　lytic　enzyme 　against 　Baei〃＃ s　subtilis

cells 　when 　grown 　 on 　 a　 medium 　containing 　 mycelia 　 of 　AsPergillus”iger．　 The 　 most

ef ゴective 　fraction　for　the　lytic　enzyme 　 production　 among 　 several 　 mycelial 　 fractions

prepa τed 　 by　 means 　 of 　 Vibrongen 　 cell 　 mill 　 disruption　 and 　 centrifugation ，　 was 　the

crude 　cell　wall 　 fraction．　 Howeverp　 even 　 in　 a 皿 edium 　 contai 丑 iロg　 this　 fraction，　 no

lytic　 activity 　 was 　 detected　 in　 the 　 early 　 period　 of 　 gmwth ，　 although 　 chiti 皿 ase 　 and

pmtease 　were 　found　from　the　beginning．　 The 　lytic　enzyme 　and 　fi−1，3−glucanase　were

produced 　at 　a　later　period　of　growth ．

　　 It　 was 　 found 重hat　 the　 reason 　 for　 this　 was 　 that　 the　production　 of 　 this 玉ytic

enzyme 　 and β
一1，3−g！ucanase 　 was 　 enhanced 　 by　 N −acety 且glucosamine 　aロd　the　 soluble

digest　from 　the 　crude 　cell 　wall 　fraction　with 　protease　which 　 was 　produced 　from　the

beginning 　of 　growth ．

　　 The 　degrad3tive　activity 　 of 　 pfotease　 produced　 at 　 a　 later　 stage 　 of 　 growth　 had

unexpected 　lytic　 action 　 against 　B．　su う齷 ゴε cells 　 as 　 well 　 as 　A ．”‘gθ 7 ロ1ycelia ．

　前va1） に お い て ，　 BacillttS　subtilis 細胞を 溶解す る

酵素の 生 産菌と して 分離した StrePtem 丿ces 属の 1 菌

株，L −13 が，各種の タ ン パ ク質あるい は糸状菌菌体

を含む培地 で 培養す る と ， 強 い 細菌溶解酵素を生産す

る こ とを報告した，一
股 に ， 溶菌酵素の 誘導 に は ， 溶

菌対象 とな る 細菌 の 細胞，9，
ある い は ペ プ ト ン ，酵母

エ キ ス な どの タ ン パ ク性物質
e・4， が 用い られ て い る ・

しか し， 供試菌 は溶菌酵素の 誘導の た め に ， 基質とし

て 用い た B．subtilis 細胞 よ りもむ しろ，細胞壁組成

の 全く異な る AsPergill”S　niger 菌体が 有効で あ る

とい う興味あ る現象を示した．わ れ わ れ は こ の 糸状菌

の 菌体か ら誘導され る 溶菌酵素の 二 ， 三 の 性質に つ い

て 検討を加え ， そ の 結果をすで に 報告 した 1，．ひ き続

きわ れわ れ は，い か に して L−13菌が ・4．niger 菌体

を 利用して 生育し，か つ 菌体構成成分の 異 な る B ．

sthtilis 細胞に 対 して 活性を有する溶菌酵素を生産す

る か を検討 した．本報で はこ の 実験結果を報告し， そ

の 機構 に つ い て の 考察を加え る ．

実験材料 お よ び 方法

　海 P θ r φ麗π 8ntger 菌体の調整　　L −13菌の 培養

基質に 用い る た め の 糸状菌菌体は A ．niger 　IFO 　4415

を 3 ％ コ ーン ス テ ィ
ープ リカーを含む Czapek −Dox

培地で 37℃ で 3 日間振 とう培養し，生育 した 菌体を

吸引ろ 過 に よ り集め，脱イ オ ン 水で十分洗浄後凍結乾

燥した．

　L −13菌の培養　　前報
1｝

で 設定した A ．niger 菌体

0．4％ ，
KsHPO40 ．2％ ，

　 MgSO4 ・7HsO　O．1％ ，
　 pH 　6．0

か ら成る培地から出発 し， 培養条件を少しずつ 変化 さ

せ て レ 13菌 を 振とう培養 し， 溶菌酵素 の 生産を 行 っ

たt 基本培地は上 の 培地組成 の A ．niger 菌体 の 代わ

りに Fig．1 の 粗細胞壁画分 （M − 2）を o．2％ 含む も

の と した ．

　酵素活性測定法

　 1）溶菌活性　　前報
1｝

に 準 じて 行 っ た・

　2）pretease 活性　　前報 li
の proteinase 活性を こ
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こ で は protease 活性 と し，測定方法は 同 じで あ る．

分画した protease 　1 お よ び IIに つ い て も全く同様に

して 測定した．

　3）chitinase 活性　　基質として chitopentaose を

用 い た前報 1，
に 従 い 測定 した．

　4）β一1，3−glu（ranase 活性　　O．2％ laminarin溶液

1．Om1 に 0．05　M リン 酸緩衝液 （pH 　6．0）O．6ml お

よ び酵素液 0．5ml を加え，50℃，1 時間反応 させ ， 遊

離され る還元糖を Somogyi −Nelson 法で 定量した．活

性 は こ の 条件下 で 1 μg の グ ル コ
ース を 生成 す る力価

を 1単位 として 表示した．

　化学分析 ．遊離 ア ミ ノ 基は 2，4，6−trinitrobenzen−

sulfenic 　acid （TNBS ）法
E｝ 1こよ り， 還元力は Somo・

gyi−Neison 法に よ り定量 した．前者 は グル タ ミン酸 ，

後者は グル コ ース に 換算して 示 した，

実 　験 　結　果

　A ．π 功er 菌体成分の分画　　L−13菌が A ．　niger

菌体 と無機塩か らな る培地で 生育 し，かつ 溶箘酵素 を

生産す る系に おい て ， A ．　 niger の い かな る 成分が生

育 と酵素生産に 役割を果 た して い るかを明 らか に す る

た め に，A ．　niger 　za浄菌体を Fig．1 に 示 した方法で

可溶性画分と不溶性画分に分画 した．

　可溶性画分の 全糖の 含量は グル コ ース と して ，S−1，

o．　3　mg ／ml ，
　S−2，

0．4mg ／m1 で，一方 タ ン パ ク質 の

含量は ア ル ブ ミン と して S−1，0．4mg ／ml ，　 S−2，0．1

mg ／ml で あ っ た．すなわ ち Sutherlandと Wilkinsfi，

が述尽て い る よ うに，
・4．痂g 〃 菌体を 120℃

，
　 15分間

の オートク レ ープ処理 を す る と多量の 糖 ある い は タ ン

パ ク質が遊離して くる こ とが 認 め られ た．不溶性 画

Mycelium　of 　A ．　niger （M −1）

S

S ロP （S−2）

lmillor

　15　min

in

Ppt （M −3）

Fig．1．　 Fractionation　of 　mycelia 　of 　A ．　 niger ，

　　A ．niger 　was 　cultured 　for　3　days　at　37℃ in

　　Czapek　Dox 　medium ，
　pH 　5．0．

分 の 収量 は M −1 を 100％ として M −2 ， 35％ お よ
．
ぴ

M −3，10％ で あ っ た．両方 の 画分 の 糖 の 組成は 同 じで ，

グル コ ース と gSuoosamine とか らな っ て い た．すな

わ ち， 両画分 と も glucan お よ び chitin か らな る細

胞壁成分を主 に 含 ん で い る もの と考え られ，T ， さ ら に

M −2画分 に は 多くの 種類の ア ミ ノ酸が ペ ーパ ーク ロ マ

トグ ラフ ィ
ーで検出され るの で タ ン パ ク質も含んで い

る．そ こ で 以 後，M −2 を粗 細胞壁 画 分 と し，　 M −3 を

細胞壁画分と呼ぶ こ とに す る．

　菌体画分 に よる溶菌酵素の 誘導　　分画 した A ．ni ・

ger構成成分 の うちで ，可溶性およ び 不溶性の どの 画

分が溶菌酵素の誘導に効果が高い かを調べ るた めに ，

実 験方法 で記載 した 出発 培地 の A ．niger の 全 菌体の

代わ りに ， 調製 した 画分を 0．2％ に な るよ うに 加え て

L−13菌 を培養 し，培養上澄中の 溶菌活性を測定した．

可溶性画分の 培地添加量は，出発 の 菌体 の 重量お よ び

各処理後 の 不溶性画分 の 重量か ら含量を計算 し， O．2

％ に な るよ うに した．そ の 結果を Fig，2 に 示す．

　S−1 で は，菌の 生育は十分に観察され るに もか か わ

らず，溶菌酵素の 生産 の効果は低 か っ た，一
方，粗細

胞壁（M −−2）は未処理菌体と比較す る と効果は落ち るが ，

分画 した 画分で は最も高い 効果を示 した．そ こ で 以後

の 実験 で は ， こ の 粗細胞壁画分を 供試菌 の 生育およ
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Fig ．2．　 Induction　 of 　 lyt藍c　 enzyme 　 by　 fractions

　　from 　A ．　niger 　mycelia ．

　　レ 13strain 　 was 　grown 　 at　 37℃ on 　 medium

　　containing 　K2HPO40 ．2％，　 MgSO4 ・7H200 ．1％

　　and 」4．　 niger 　 mycelial 　fraction　O．2％，　at 　pH

　　6．0．Lytic　activity 　iロ the 　 cultufe 　filtrate　was

　　determined 　 with 　Baci〃ws 　 stcbtilis 　 cells ．

　　● ；M −1，0 ：M −2，◎ ： M −3，  ： S−1， （D： S−2
　　For　the 　fractionation　of 　myceli ロ m ，　see 　Fig．1．
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び酵素誘導用基質と して 用 い た．す な わ ち，M −20 。2

％ ， KzHPO ，
　O．2％ ，

　MgSO4 ・7HaO 　O．1％ ，　 pH 　6．　0 の

組成の 培地を 基本培地 と して 以後 の 培養を行 っ た．

　L −13菌酵素 による粗細胞壁 の 分解　　L −13 菌は細

胞壁を 初めとす る A ．niger 構成成分を利用して 生脊

す るの で ，こ れ らの 成分を 分解す る酵素を生産する は

ずで ある。そ こ で ，基本培地 で 37℃ ，
3 日間振 とう培

養 した L−13菌の 培養上澄を，硫安 0．8 飽和で 塩析後

水に対して 透析 して 粗酵素液 を調製し，こ れ を 50℃，

pH 　6．Oの条件下で 粗細胞壁懸濁液 に 作用 させ た．溶解

の 程度を 660nm の 吸光度 と，可溶化されて 遊離して

くるア ミ ノ基および還元基を測定して 調ぺ た・Fig．3

に 示す よ うに ， 溶解 に よる濁度の 減少に伴い ， 遊離ア

ミ ノ基 お よ び還元基 の 増加 が認 め られ た．こ の 粗 酵素

液中に は強い 活性 の Protease ，
　chitinase お よび β一1，

3−glucanase の 存在が 認め られた．

　各加水分解酵素生産の経時的変化　　粗酵素液中に

存在が認 め られ た こ れ らの酵素と，溶菌活性 との 関係

を調べ る た め に，基本培地 で 供試菌 を培養 し，経時的
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Fig．3．　 Digestion　of 　crude 　cell　wall 　of ／L　 niger

　　by　 c τude 　e ロ zyme 　in　the　culture 　filtrate．

　　The 　 basal　 medium 　 was 　 composed 　 of 　 O．2％

　　 crude 　 ce11 　wall 　fraction（M −2　i鳳 Fig．1）， 0．2％
　　1く2HPO4 ，　 and 　 O．1％　MgSO ・

。7H20 ．　 Crude

　　enzyme 　was 　prepared　from 　the 　culture 　filtrate

　　of レ 13　 strain 　 grown ｛n 　 the 　 basal　 meditlm

　　for　3　days．　After　a　reaction 　mixture 　 consist ・

　　ing　of　O．35％ crude 　 Gell　 wall 　 fraction　 and 　2

　　mg 　of　lyophilized　preParation　of 　the 　crude

　　enzyme 　in　15　ml 　of 　O．05　M 　phosphate 　buffer ，

　　pH 　6．0，　was 　incubated　at　50℃，　aliquots 　of　the

　　 mixture 　 were 　 subjected 　 to　 determination　 of

　　turbidity （●），　reducing 　sugar （  ）and 　amino

　　residues 　（○）．　Reducing 　sugar 　and 　amino

　　residues 　were 　 expressed 　in　terms 　 of 　glucose

　　and 　glutamic　acidp　 respectively ．
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Fig．4．　 Time 　course 　 of　 production　 of 　 enzymes

　　responsib 童e　 for　digestion　of　fungal　cell　wal1 ．

　　LytiC　aCtiVity 　（●），　prOteaSe　（○），　ChitinaSe

　　（● ）　and 　β一・1，3−glucanase　（◎）　induced　by
　 　 crude 　 ceH 　 wall 　fraction　were 　deter皿 illed　with
　 　 the 　 culture 　filtfate　 of 　L −13　 strain ．

に 培養上 澄 の 各酵素の 活 性 を測定 した．Fig．4 に 示す

よ うに ， protease お よ び chitinase の 生産は，溶菌酵

素 の 生産 よ りも早 く行われ た．肉眼的所見 を加え る

と，L−13菌接種前 の 培地 は 粗細胞壁 の た め に 均
一

に

濁 っ て い るが ，L−13菌の 生育とともに濁 りは消失 し，

L−13菌の 粒子状の 菌糸体の み とな る．前報
1，

におい

て L −13菌は 2 種類の protease を生産し，そ の うち
一

方 の みが溶菌活性を示す こ と を報告した，す なわ ち，

こ こ で 培養 24時間 ｝こ生産され る protease は溶菌活性

を持た な い方の proteaseで ある．こ の こ とは ， 、こ の

培養ろ液を Biogel　P760 で 分画す る こ とに よ り確認

された．すな わ ち こ の 分画 で は protease の ピ ー ク は

一
つ で あり， こ の ピークは溶菌活性を示さ な か っ た．

　L −13精製諸酵素 による粗細胞壷の 分解　　L−13菌

の A ．niger 菌体の 資化性をさらに 明確 に す るた め に ，

関連酵素を分別し，そ れ ぞ れ の 酵素の 粗細胞壁分解作

用 を比較 し た．

　Fig．5 およ び Fig．6 ｝こ ，粗酵素液の DEAE 一セ ル

ロ ース カ ラム クロ マ トグラ フ と Biogel　P−60 に よ る

ゲ ル ろ過 の パ ターン を それぞ れ 示 した．

　実際 の 精製は DEAE 一セ ル ロ ース カ ラ ム ク ロ マ トグ

ラ フ で 得た 各酵素の ピ ーク を 濃縮 し，そ れ ぞ れ を

Biogel　P−60 で ゲル ろ過を行 っ たが ，　Fig ．5 お よび 6

に示 したように ， 各酵素の 分別は二 つ の カ ラ ム ク ロ マ

ト グラ フ を組み合わ せ る と容易に行 え る こ とが わか る．

すなわち ， DEAE 一セ ル ロ ース で 溶 出位置が 近 い β
一一1．

3−glucanase と溶菌活性をもつ protease （P −1）は 分

N 工工
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Fig．5．　 Chromatographic　pattern 　of 　the　enzymes 　on 　a 　DEAE −
cellulose 　column ．

　　Fifty　mg 　of　a 　lyophiliZed　preparation　 of 　the　crude 　 enzyme 　 was 　dissolved　in　4　ml

　　of 　O．01　 M 　phosphate 　 buffer，　 pH 　 7．0，　 and 　 placed 　 on 　 a 　 DEAE −cellUlose 　 column

　　（3 × 45cm ）eqllilibrated 　with 　the　same 　buffer．　 Enzymes 　 were 　 eluted 　 with 　 the

　　following　elution 　system ； elutio111 ；0．01　M 　phosphate 　buffer（pH 　7．0），　elution

　　2 ； 0．05Mphosphate 　 buffer（pH 　6。0），
　 elution 　 3 ； linear　gradient　 of 　 NaCl　 from

　　 Oto 　1．OMin 　 O．01　 M 　phosphate 　buffer （pH 　6．0），　 Tbe 　 volume 　 of 　 each 　fract至on

　　 was 　10　mL

　　● ： Lytic　acti ▽ ity
， ○ ：Protease，（D ： Chitinase，◎ ： β一1，3−Glucanase．
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Flg．6．　 Cllromatographic　pattern　 of 　the 　enzymes

　　on 　 Biogel　P−60．
　　Twenty 　mg 　of　 the　 enzyme 　dissolved　 i肛 1．5

　　ml 　of 　O．01　M 　phosphate 　buffer，　pH 　6．0，　was

　　Placed　on 　a　Biogel　P−60　column 　（3 × 45cm）
　 　 and 　e且uted 　 with 　 the　 same 　buffer．　 Fract至ons
　 　 of 　lO　ml 　 were 　 collected ．

　　● ： Lytic　act 玉vity ，○ ： Protease，

　　● ： Chitinase，◎ ： β
一1，3−Glucanase ．

子量が異な るの で ゲル ろ過で は 容易 に 分離 され ， 逆に

分子量 の 近 い chitinase とβ
一1，3−glueanase は DEAE

一
セ ル ロ ース に 対す る 吸着能 が 非常 に 異な る の で ，先

IC完全 に 分別 で きる とい うこ とが 明らかで あ る．こ の

二 つ の カ ラ ム に よ っ て そ れ ぞ れ の 酵素活控が 互 い に 混

入して い ない 程度 の 各酵素標品を調製した．こ れらの

酵素の A ．niger 粗細胞壁 に 対す る作用 を次 に示す．

　1）chitinase お よび β一1，3−glucanase の作用　 終

濃度0．35％ の A．niger 粗細胞壁 懸 濁液 5．　O　ml に

両酵素の Biogel　P−60ゲ ル ろ過 標品 5．Om1 （chitinase

99．ounits／ml ， β一1，3−glucanase　150．8units／ml ）お

よ び 0．1M リ ン 酸緩衝液 （pH 　6．0）10．Oml を 加え，

50℃ で 反応 を行 い ， 経時的 に 反応上澄中に 遊離して く

る糖を測定し，そ の 結果を Fig．7 に示した．　 chitinase

の 方が β一1，3−glucanase よ り も A ，　niger 粗細胞壁 を

強く分解して 多くの 遊離還元糖を生成した・

　2） protease の 作用　 Fig，5 に 示 した よ うに DEAE

一セ ル ロ ース カ ラ ム ク ロ マ トグ ラフ に よ っ て粗酵素

中の protease は 二 つ に 分別 され た．先に 溶出 して く

る画 分 （P−1）は B ，subtilis に 対 して 溶菌活性 を有す

るが，あとか ら溶出さ れる 画分 （P−一11）は溶菌活性を

持 た な い ． こ の 2 種の protease 溶液を 粗細胞壁懸濁

液 に 加 えて 酵素反応 を行 い ，反応液 上澄中の 遊離 ア ミ

ノ 基を経時的に 測定 した．また そ れぞれの protease

で 24時間反応を行 っ た の ち ， 他方の protease を添加

して 反応 を続行 させ る実 験も行 っ た．結果 は Fig．8 に

示すよ うに ，カゼ イ ン に 対する酵素力価を等 し く調整

し た 両 protease も粗細胞壁標品 を 基質 と した 場合に
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Fig．7．　 Deco皿 position　of 　crude 　cell 　 wall 　by

　　chitinase 　and β一1，3−glueanase．
　 　 The 　reaction 　mixture ，　 composed 　of 　5．Oml 　of

　　 aO ．35％ suspensio ロ of 　crude 　 cell 　 wa11 ， 10　ml

　　 ef 　O．1Mphosphate 　buffer，　pH 　6．0，　and 　5．O

　　ml 　of 　purified　chitinase 　or β一1，3−glucanase
　　 solution ，　was 　incubated 　at　50℃ and 　reducing

　　sugars 　liberated　into　the　mixture 　 were

　　determined 　at 　 apPropriate 　intervals．

　　 （D ： Chitinase，◎ ： β
一1，3−Glucauase．
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Fig．8．　 DecompositiGn 　 of 　 c 【ude 　 cell 　 wan 　of 　A ．

　　 ni9 ” by　two 　sorts 　of 　proteases。

　 　 The 　 mixture 　 cousisted 　 of 　 O．35％ cmde 　 cell

　 　 wall 　fraction，　 10　ml 　of 　O．1Mbuffe τ，　pH 　6．0，

　　 aud 　5．Oml 　of　either 　protease　I　or　Protease　II

　　 solutio ロ ．　 After 　incubation　 at 　50℃ for　24　hr，

　　the 　reaction 　was 　stopped 　by　heatiag　at 　100℃

　　 for　15　min 　and 　then　protease　I　or 　P πotease 　II

　 　 was 　 added 　to　 the　othe τ　 protease　syste 叫

　　 fol1σ wed 　by　incubation．　At　indicated　intervals，

　　 each 　 supematant 　 was 　subjected 　to　amim

　 　 residues 　assay ．

　　● ： Protease　I， ○ ： Protease　II．

は P−1 の 方がか なり溶解作用が強い こ とが わか っ た．

また P−IIを作用 させ た 反応液 に さ らに P−1 を加え る

と新 た に 分解 が進むが ， 逆 に P−1反応液に P−IIを 添

加して もそ れ以上 分解は 進まなか っ た．

　A ．niger 粗細胞壁の P −H 消化物 の 酵素生産へ の

影響　 A ．＃iger の 粗細胞壁 で L−13菌を培養 した場

合 ， 生産される．2種 の protease の うち，　 P−IIが P−1

よ りも早 い時期 に 生産される・こ の こ とは P−IIに よ

る粗細胞壁 の 分解生成物が P−1の 生成 に 何 らか の 誘導

効果
S》

を持つ 可能性を示唆する．この 可能性を確かめ

るた め に ， 基本培地 に 粗細胞壁 の P−II酵素消化物 の

遠心上澄を加えた培地 ， お よび基本培地 の 粗細胞壁 の

代わ りに こ の 遠心 した 沈殿を 加えた 培地で ， L −13菌

の 培養を行 い ， 各酵棄の 活性を測定した ．結果は Fig．

9 に 示す よ うに還心 上 澄 の添加で は β一1，3−・gluoanase

の 著 しい 促進 と protease， 溶菌活性の 増大が み られ
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Fig．9．　 Effect　 of 　 pmtease 　digest　 of α ude 　 cell

　　 wall 　 o 童1　 the　 enzyme 　production．

　　After　 the　 crude 　 cen 　 wall 　 preparation　 was

　　digested　by　protease 　II　at 　50℃ for　24　hr，　the

　　 suspensioll 　was 　centrifuged ．　 L −・13　 strai 血 was

　 　 grown 　on 　tbe　basal　medium 　plus　supernatant

　　 from　the　 digest　 or 　 a 　 medi111n 　 consisting 　of

　　centrifuged 　pellet　 and 　inorganic　salts ，
　shown

　　in　Fig．2。　 Lytic　e ロzyme ，
　 protease，

　 chitinase

　　and β一1，3−glucanase 　produced 　in　the　culture

　　liquid　were 　determined　as　a　functieri　of 　time ．

　　● ： Basal　 medillm ，
　 O ： Basal　 medium 　 plus

　　 supernatant ，

・
  ：Pellet　plus まnorgatlic 　salts．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

76 中　　英幸 ・岩本　　徹 ・稲岡　　恵 醗酵工学　第58巻

た．こ れに 対 し， 沈殿を合む培地 で は chitinase 活性

は促進 した が ， β一1，3−・glucanase お よ び protease と

も極端 に 低下 した．この・こ とか ら P−IIの 可溶性の 分

解生成物は β一1， 3−glucanase お よ び溶菌性 protease

の 誘導に 高 い 効果をもつ こ とが わか っ た ，

　Glucose および 2V−acetylglucosamine の酵素生

産 へ の 影響　　A ．溺 8θ 7 粗 細胞壁 で 培養す る と L−13

菌は chitinase あるい は β一1，
3−glucanase を よ く生産

する こ とが認め られ た．こ の 画分はそ れぞれの 酵素 の

基質 と関 連が ありゴ しか も酵素生産 の た め の inducer

と して の 効果も期待される．そ こ で ， こ の 推察の妥当

性を確かめるために N 唱 cetylglucosamine お よび グ

ル コ ース を基本培地に 0．4％ 添加して 両酵素の 生産を

比較した．結果は Fig．10 に示す．基本培地 に さらに

グル コ ース を添加す る と，い ずれ の 酵素 の 生産 も未添

加 と比較 して 低下した．一
方，N −

acetylglucosamine

の 基 本培 地 へ の 添 加 で は 特 に pretease と β一1，3−

glucanase の 生産 に薯 しい 促 進 が観察 され た．』
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Fig．10．　Effects　of　glucose　and 　N −acetylglucosa ・

　　mine 　on 　the　enzyme 　prOduction．

　 　L −13strain　was 　c ロ ltロ red 　in　the 　basal　medium

　　Plus 　 either 　O．4％　glucose　or　O．4％　ム厂一acetyl 麕

　　glucosamine．　 At 　the　 indicated　 intervals，
　 　 culture 　filtrate　 was 　 removed 　 and 　 sub 蛉 cted

　　to　e 且 zyme 　 assays ．

　　O ： Basa 置medium ，　（D ： Addition 　of 　glucose，

　　O ： A・dditlon．　qf　IV−acetylglucosamine ・

考

　細菌細胞溶解酵素生産菌 と して 分離 した StrePto−

myees 　L−13菌 は，糸状菌菌体と無機塩 とか らなる簡

単な組成の 培地 で 培養す る と，活発 に 生育 し細菌細胞

壁を溶解す る酵素を生産す る．そ こ で，L −13菌が い か

に して A ．niger 菌体を利用して生育 し，か つ い か に

して 細胞壁越分が異な る B ．swbtilis の 細胞 に対レて

溶解活性を有す る酵棄を生産す る か を 明 らか に するこ

とを目的として 実験を行 っ た．

　A ，漉9扉
．
あ銀とう培養で 得た菌体を ， 機械的破壊

に よ っ て 可溶性画分と不溶性画分に 分け ， そ れ ぞ れの

画分の B ．Stcbtilis 細胞溶解酵素 の 生 産能を 調べ た．

可溶性画分は大量 の 糖質ある い は タ ン パ ク質を含み，

L−13菌の 生育促進効果を示すに も か か わ らず，溶菌

酵素の 生産に対して は不溶性画分に 比 べ て 非常 に 劣 る

とい う結果が得られた，こ れに 対 して ， 機械的破壊で

残 っ た不溶性画分の 溶菌酵素生産効果 は ， 未処理 菌体

に 比較す る と低下す る が ， なお十分認め られ た．系を

単純化して 実験を行 うた めに ， こ の 不溶性画分を 用い

て こ の 画分 に よ る L−13 菌の 生育，溶菌酵素 の 生 産機

構 を検討 した ．こ の 不溶性 画分の 完全加水分解物の 構

成 ア ミノ 酸と糖 を ペ ーパ ーク ロ マ トグラ フ で調べ る と，

ア ミノ 酸 は種類が 多 くて 同定 が不能で あ っ た が，糖で

は グル コ ース と glucosamine が検出 され ， こ の 画分

は タ ン パ ク質，glucan お よ び chitin を主成分 とす る

細胞壁 画 分 と考え られ る．こ の 画分と無機塩組成の 培

地で L−13菌を培養す る と ， 培養上澄に 強い 活性の溶

菌酉孝素とともに protease ，β一1、3−glucanase ，　 chiti−

nase の 存在が認め られ ， 上 に 述べ た こ の 画分 の 構成

成分と誘導され る酵素 と の 間に 相関関係がみ られ る．

こ れ らの 酵素の 経時的生産を み る と，protease お よ

び chitinase は溶菌酵素に 先立 っ て 生産され ， β
一1，3−

glucanase は比較的 遅 く生産 されるが ， そ れ ほ ど顕

著な特徴 は認 め られ な い ．前報
n

で L−13菌 は二 つ の

protease を 生産 し ， そ の一方が B ．　Siebtilisの溶菌を

起 こ す protease で ある こ と を示した．従 っ て 先に 生

巌 され る protease は 溶菌活 性 の な い protease で あ

る，

　培養初期に生産 され る chit 洫 ase を，分画 し た粗細

胞壁に 作用 させ る と，還 元糖 す な わ ち N −acetylglu ・

cosamine 誘導体を 生成す る・L−13菌は exo 型の β一一

N −
acety 且glucosaminidase を 生 産 し，菌体表層 に 結合

して い る 9⊃ の で ，こ の 酵素と chitinase が 共 同 して 細
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胞壁 の 構成 chitin か ら N −acetylglucosarnine を生成

し，こ れが供試菌の 炭素源の 一部に な っ て い る可能性

が高 い．興味あ る ことに，粗細胞壁画分を含む培地 に

N −
acetylglucosamine を 添加す る と chitinase の 生

産 は抑制され る の に 対 して 、 protease とβ一1，3−glu・

canase の 生産は著しく促進され た．従 っ て ，　N −acetyl −

g且ucosamine は 生育の た め 炭素源 と して 利用 され る

ばか りで な く，こ れ らの酵素の 誘導効果もも っ て い る

と考えられ る。

　
一方 ， 培養初期 に 生産され る protease （P−II）は粗

細胞壁溶解作用が P−1 に比べ て 劣るが ， こ の 酵素 の 粗

細胞壁分解産物 の 可 溶性物質 を基本培地 に 加 えて 生育

させると， 溶菌性 protease お よ び β一1，
　3−91ucanase

の 生産が促進され る こ と がわか っ た．すな わ ち，こ の

P−IIは L−13菌の 生育 の た め の 窒素源あ るい は炭素源

の供給の た め に 役立 っ て い る ばか りで な く，両酵素の

誘導の た め に も役立 っ て い る と推 察 さ れ る．P −IIの こ

の よ うな酵素誘導に対する効果は，同 じく培養の 初期

に 生産され る chitinase の そ れに類似して，興味ある

現象で あ る．

　以上 の 実験結果か ら A ，niger 　ca体に よ り，　 B ．　Sttb・

tilis細胞を 溶解す る酵素が誘導され る機溝は ， 供試菌

が A ．　niger 菌体 を 利用 して生産 し た 2 種 の prQtease

の うちの
一

方が，B．　subtili ε の細胞壁の 構成タ ン パ ク

質に も作用して，こ れ を溶解す る と考え る と妥当で あ

る．逆 に い え ぱ，A ．　niger と B ．　swbtilis の 細胞壁中

に は ， P−1 に感受性を もつ タ ンパ ク質が存在す る こ と

を示唆 して い る．

要 約

　StrePtem丿ces レ 13菌は AsPergillus　niger 菌体

と無機塩 を含む 培地で 生育す る と BacitlUS　 subtilis

細胞 を溶解す る酵素を 生産す る，A ，　niger の chitin
，

glucan お よ び タ ンパ ク質か らな る粗細胞壁 画分が細

菌細胞溶解酵素の 誘導に 効果が 認 め られ た．

　培養初期 に は，chitinase と溶菌活性の ない prote・

ase （P−II） の 生 産 が ， 溶菌活性 を有す る protease

（P−1）お よび β一1，3−glucanase の 生産 に先立 っ て 行わ

れ る．

　粗細胞壁 の P−II酵素消化産物を 生育培地 に 添加す

る と P −1お よび β一1，　3−glucanase の 生産が 促進し，

また N −
acetylglucosamine の 添加 で も同 じ効果が 認

め られ た・

　A ．　niger 菌体よ り chitinase およ び P−IIが先に生

産 され ， 両酵素の 菌体 の 分解産物 に よ っ て ，β一1，3−

glucanase お よ び A ．　niger の粗細胞壁 を溶解 す る

protease （P−1）の生産が促進され ， 炭素源あるい は窒

素源 の 供給が十分とな り，供試菌 の 生育が 活発 に進む．

　B ．subtiiis の 細胞壁 中に は，　P−1 に対して 感受性を

もつ 菌体の 機械的強度を担 うタ ン パ ク質の 存在が示唆

され る．
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