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7． 酵 素

Enzymes

7−1 糖 関連 加水分 解酵 素

　 ア
ー1−1 ア ミ ラーゼ

　Lactobacillus　 c εllobiosus　D −39 に よる α
一amylase 生

成は，pH 　7・O，37℃ に お い て
，
　 glycogen あ る い は

starch
，
　nicetinicacid

，
　Tween 　80 を培地 に 加え る こ とに

よ っ て 促進 さ れ，ま た，Ca2 ＋

は酵素生成 と生育 に 有効

で あ っ た．天然の デ ン プ ン 性廃棄物の 中で は ， 腐敗し

た ジ ャ ガ イ モ が amylase 合成に 最も効果が あ っ た．1）

　 Taka −amylase 　A また は  々 α
・amylase は，塩基性

ア ミ ノ 酸の 多 い タ ン パ ク質 お よび ポ リァ ミノ 酸 に よ く

吸着され る ．こ の 吸着は ， 酵素と タ ン パ クの 間の 静電

的結合で ある こ とを明 らか に した．2》

　 RhodosPoridium 　sp ．　J−5B は 菌 体外 に 酸安 定 牲お よ

び 生デ ン プ ン 分解性に す ぐれ た gluc。 amy ］ase を 生産

した．さらに 簡易 洗米廃水処理試 験 に お い て ， 本菌は

良好 な COD 除去率を示 した．3冫

　SchigePhyllum　 c ・ mmuae 　Fries は菌体外に 糖化 型

amylase を 産 し， 特 に フ ス マ 培地 に thiamine を添加

した培地 中で 通 気か く拝培養 した場合 に 大量の 糖化型

amylase を生産 した．本酵素の 分子量 は 6．　6×　IO4，至

適 pH は 5．　0 付近 ， 熱安定性は 55℃ まで で あ っ た ，

本酵素は glucoarnylase で あ ろ う と推測 した．な お

本酵素は生 デ ン プ ン お よ び生 デ ン プ ン 物質か ら大量 の

glucose を生成 した．4＞

　Sacchar ・ myces 　diastaticusは 培養液中に glUC・ amy −

laseを分泌し，デ ン プ ン か らア ル コ
ー

ル 発酵す る こ と

が で きる．本菌株 よ り glucoamylase 非生産 （aMy ）変

異株を分離 し， 遺伝解析の 結果 ，
こ れ ら は 2種類の 相

補グル
ー

プに分けられた （amy 　1 および amPt 　2），　 amy

1 は STA 　1 に 変異 が起 こ り，　 am ン 2 は gluceamylase

生 産 と フ ロ ッ ク 形 成 に 関 与 す る こ と が わ か っ た．5，

Sacckarom丿！ces　 cerevisiae
，
　Saccharomyces　diastaticus

およ び そ れ らの 組み換え体を用 い た 4 分子分析を行 い
，

S．cerevisiae か ら glucoamylase 非生産性 に す る 遺 伝

子 sta
°

と INff 　1 を 分離 し， 両酵母 に お ける gluc。−

amylasc 生産に 関与す る遺 伝子は S．　 cerevisiae で は

sta
°
　JNff 　1，　S．　diastaticusで は STA 　l　inh°

と推察 し

た．6）

デ ン プ ン 発 酵性酵母 SacckaromPtces　diastaticas

5106−9A 株の 分泌す る gluc ・ amylase は，分 子 量的に

不均
一で あり，

二 つ の subunit （H と Y ）か ら成 るこ と

が 示 された，H の 分子量 は 約 68　K
，
59　K

，
53　K の 3 種

類 に区別され ，
subunit 　Y の 分子量 は約 14K で あ っ た．

subunit 　H を endoglycosidase 　H 処理する と分子量

が 41　K とな り均
一

に な っ た こ とよ り ， 本酵素の 分子

量 の不均一
性 は subunit 　 H の 糖鎖 の 不均

一
性 に よ る

こ とが示 さ れ た．さ らに subunit 　Y は 強い 疎水性を示

した．7＞
酵母 S．diaslaticus　YrY 　2−120 の glucoamy ・

lase遺伝子 （STA 　1）を持 つ プ ラ ス ミ ド pSTA ユに よ り，

酵母 SaccltaromycesPombe　HM123 を デ ン プ ン 発 酵 性

に 形質転換 した．形質転換株 （S．Pambe）の 生産 ， 分泌

す る gluc。 amylase は 活性の 至 適 条件 〔pH ，温度）， 熱

安定性お よ び S．　diastaticttsの glucoamy ］ase に 対す る

モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 に 反 応 する こ と に よ り，S．　 dias ・

tatictts の glucoamylase と同
一で ある と認 め られ た．

こ の こ とは S．diastaticusの glucoamylase が，　 S．

PO”tbe 内で 正 確 に プ ロ セ シ ン グさ れ た こ とを 示 し，両、

酵母間 にお け るタ ン パ ク の 分泌機構の 共通性 を 強 く示

唆す る もの で あ る．S）

　 glucoamylase に よ る amylose 分解 反 応 に お い て 重

合度 2〜10の 基質を用 い て 速度パ ラ メーター
（Micha・

elis 定数 Km ，i お よ び分子活性 。々 ，i）に及 ぼす重合度の

影響 を実験的 に 検討 した．さ らに，amy ］。 se に 対す る

gluc。 amylase お よ び α
一amylase の 重合度 11以上の 基

質に対する速度パ ラ メー
タ
ーを 計算するた め の 実験式

を提出 した ．また，両酵素に よ る分解 反 応 に対す る初

発数平均重合度 の 影 響 と amyl 。 se を分解 し ， 目 的の

gluc。 se へ の 反応率を得 る に要する時間を最短 に する

操作条件を検討 した．こ の 結果 に よ り，両酵素を同時

に 作用 させ る よ り，
α 一amylase ・glucoamylase の 順 で

逐次的 に 分解する 方が 有利 で あ る こ とを示 し， さ らに

目的の glucose へ の狡応率 に 達す るまで の 操作時間を

最短 に す るた め の α
一amylase か ら glucoamylaseへ の

酵素切 り換え時の 基 質 の 数平均重合度を 決定 した 。1°》

　 exo 型 glucoamylase と endo 型 α
一amylase の 複

合酵素系 に よ る可 溶性デ ン プ ン の 加水分解 反 応 を pH

5・1
， 温度 40℃ で 行 っ た 場合 ， glucoamy ］ase の 場合

の Michaelis定数よ りも大きい デ ソ プ ン 濃度 に お い て ，

glucose 生成速度 は 各酵素に よ る生成速度 の 和 で表さ
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れた ．コ ラ
ー

ゲ ン膜内の 複合固定化酵素に よ る反 応 で

は，2種 の amylase に よる協同結果 は オ リゴ 糖の 生

成 に 認 め られ，glucese 生成 に は 認 め られ な か っ た．

可溶性 α
・amylase と固定化 glucoamylase の 複合酵素

系に よる glucose 生成速度は ， 固定化 glucoamylase

単独 の 場合 よ りも大で あ っ た．11）

　 7−1−2 α
一グ ル コ シダーゼ

　 ビー
ル 酵母 α

・glucosidase　II と本酵素の rose 　ben−

galを増感剤とする 光酸化と diethylpyrocarbonate処

理 に よ り得た 酵素 タ ン パ クの物理化学的性質の比 較を

行 い ， 本酵素の 触媒機能 に は 少な くと も 1個 の His 残

基 が 必要で あ る こ とを示唆 した ．12 ＞

　quercetin，　 myricetin ，　fisetin，　quercitrinは 0．1mM

で α
・glucosidase を強く阻 害 した ．　 quercetin，　que 「cit−

rin の 阻害様式 は非拮抗型に 近 い 混 合型 で あ り， 丘se −

tin
，
　naringenin

，
　morin の 阻害様式 は混合型 で あ っ た ．

本研究 に 用 い た　flavonoid 類は 0．1mM 　で は β．

fructosidaseに対 して あま り影 響を与 え な か っ た．さ

らに 構造と阻害活性 の 関係 に つ い て も考察 した．13）

　PycnoPortts　 cinnabarinus の 生産する α
・galact。 si

−

dase の 分子量 は、ゲル ろ過法 に よ り約 2．1× 10s，　 SDS

ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法 に よ り約 5．　2× IO4

と推定 した．本酵素 の 最適 pH は 5．0， 最適温 度 は

75℃ で あり，pH 　5．0 で 75℃ の 加熱 に対 し数時間安

定 で あ っ た ．本 酵素 は n ・nitrophenyl α
・D ・galactoside ，

melibi 。 se
，
　raffinese

，
　stachyose を 分解 し， そ の Km 値

はそ れぞ れ 0．31mM ，　O．　Se　mM ，2．16　mM
，
1．15mM

で あ っ た ．酵素活性は Ag ＋

，
　 Hg2 ＋

，
　p・chloromercuri −

benzoate，　galact。 se
，
　melibiose に より強 く阻害された．

本酵素は転移反 応 も触媒す る と考え た．1‘｝

さ らに 本酵

素は ， 培養ろ液か ら硫安塩析 ， 熱処理 （75℃ ， 30分間），

お よ び DEAE ・Sephadex　 A ・50，　 Sephadex　 G −150 に

よ る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを 用 い て 簡 便に 収率 よ

く精製 した ，15 》

　7−1−3 β一ガラ ク トシダ
ーゼ

　 BaCi71us 　 circulans 起源の 2 種類 の β
一
ga］ac しesidase

（1，II） は，そ れ ぞ れ 単
一タ ン パ クで あ り，分 子量 は

2．4× 10s（1），1．6× los（II）と算出された．両酵素の 等

電点，至適 pH は ほ ぼ 同 じで 4．5，およ び 6．0で あ っ た

が，？「皿 値，基質特異性，と くに オ リゴ 糖生成活性は

著 し く異な っ て い た、β
・galactosidase　 II は 2か ら 5

糖類よ り成る多量 の 　ga ！actooligesaccharide を生成

し，
4．56％ 1actQseを 基質 と した 場合，最大41％ の オ

リゴ 糖 が得 られ た．一
方 ， β

・garactosidase　I は ， 最大

6％の オ リゴ 糖を生 成 した．旧

　アー1−4 セ ル ラ
ーゼ

　Tricltoderma　l・ 〃 gibrachiatuinは ，　 C ・ cellulase お よ

び Cx　cellulase を Scytalidium　lignz
’
ceia に 比べ て そ れ

ぞ れ 6．　1倍お よ び 1．5倍多量 に 生産 したが，β・gluc。 si ・

dase生産量 は 15％に過 ぎな か っ た．両菌株を 混合培養

した 結果 tC ，　 ce11ulase お よ び C．　ceUulase 生産 量 は

さらに40％上昇 し，またβ一gluc。 sidase 生産量も137％

上昇した．t7）

　Trickederma 　reesei の cellulase 構成的生産変異株 の

分離 に 修正 寒天 ブ ロ ッ ク法 を適 用 して 得た 構成変異株

C −5 は ，
cellulas 巳 酵素複合体の 3種 （endo

一β・（1
−4）glu−

can 　gIucanase，　exo
一
β
一
（1−4）91ucanase 　（cellobiohydro

−

laseお よ び glucohydrelase ）お よび β・glucosidase）を

91ucose，　sucrose ，
　mannose ，　soluble 　starch お よび sor ・

b。 se の よ う な可溶性， 非誘導性糖類で 生成 した ．1％

glucose と 1％ sorbose 混合物は最大 の ろ紙分解活性

1，81．U ．／ml 培養ろ 液を 示 した．　 cellulese の 生分解 に

おける 構成性 cellulase 生産の 重要性 を 論 じた．　 le，

　ア ル コ ー
ル 発酵性 カ ビ で あ る RhisoPus 　7

−
avanicus

ATCC 　44037 の 生 産 す る cellulase の CMC ，　xylan ，　A ・

vicel
， ろ紙 に 対す る 相対的分解活性は，各 々，ユ00，88 ，

36，
12で あ っ た．CMC は菌の 発育 に は 阻害的で あ っ

た が，cellulase 合成に は必要で ，
　 CMC 濃度 O．4％ で

発育 した と き に最 大 の 比 活 性 が得 られた．一
方， glU・

co §e は 発育 を 促 進 す る が ，
　 cellulase 合 成 に は阻 害 的

で あり， さらに β・glucosidase合成も阻害 した．19⊃

　 AsPergillus　aculeat “ s　F・50 の 培養ろ液 か ら hydrat・

ed 　 cellulose に の み作用す る hydrocellulaseを単離 し

た．本酵素 は pI を3．5に有 し， 酸性ア ミノ 酸 に 富み，

8％の 糖を含ん で い た．不 溶性 celloeligesaccharide 　iこ

対す る最適 pH は2．5，最適温度は 60℃ で あ っ た．

不溶性 celloolig 。saccharide か ら主 に cellobiose を 生

成 し ， gIucose を 20　m 。1％ 程 度生 成 した ．本酵素は ，

水溶性 cello 。ligosaccharideに 対 して 鎖長の 長 い ほ ど

高 い 活性を 示 した．本酵素 は ，CM −cellulese や Avi・

cel に ほ とん ど作用せ ず ，
　 end 。

・glucanase， β
一gluc。 si−

dase と組み合わせ る と，反 応初期に 著 しい 相乗作用 を

示すが，Avice1を 9 ％程度 しか 分解 しな か っ た ，こ れ

らの 結果 は ，
hydrocellulaseが cellobiohydrolase と

は異な る作用機作を持つ こ と を示唆した．2°）

　almond β・glucosidase を低 温 放射線重合法 に より

固定化 した ．活姓保持 に最 も有効な固定化酵素の 組成

は，po］yvinyl　alcoho1 ： magnesium 　aerylate 十 Bis； 酵
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素液＝2 ： 2 ： 1で あ っ た．固定化酵素は，
free　 e ］1’

zyme に比較して ， 安定性の増大，最適作用 pH の

4．5か ら5．2の 偏 倚 ， 安 定 pH 域の 増大，最適作用 温度

は 5．5℃ で あ る が，安定温度域は増大 し，cel1 。bi。 se

に対する見か けの κ m 値 は 20，8mM か ら 5．6mM に

変 化 した．2P

　 7−1−5　マ ン ナ ナーゼ

　 Streptolアtyces 　no ，17 の 菌体外 mallnanase 　I，　II，　III

お よ び IV の 4 画分を得 た．　 mannanase 　IV は 四 つ の

酵 素活 性 の 総 和 の 64．4％ を 占め た．精製 mannanase

IV の copra 　mannan 分解の 至適条件は pH 　6．8，57℃

で あり， pH 　3・65 に 等電点を有 し，分子量 は4・　29× IO4

で あ っ た ．本酵 素 は Al9＋

，
　Hg2 ＋

，
　FeS＋

，　 Cd2＋
，
　 SnS＋

，

Cu2 ＋ お よ び Ag ＋
に よ り， 著 し く不活性化 され，また

iodoacetic　acid ，　N −brom。 succinimide で 完全 に 失活 し

た ．一
方，本酵素 は，mann ・ triose お よ び mannotet ・

raose を mannose と mannobiose に 水解 した が ，

mannobiose を水解 しなか っ た．22 ’

　 Konlac 　glucomannan の StrePt・ mSces 　sp ，の β一man −

nanase に よ る 加水分解物 か ら単離 した gluc。 manno ・

01igosaccharide の 構造 は 0 ・β・D −Glu・（1 → 4）−D −Mani

O ・β・D−Glu ・（1 → 4）・O ・β・D ・Man ・〔1 → 4）−D ・Man ，
0 一

β
一D −

Glu−（1 → 4）−0 一
β
一D −Glu・（1 → 4）−D −Man お よ び O 一

β
・D ・

Glu−（1 → 4）−0 一β・D −Glu−（1 → 4）−0 一β一D −Man ・（1 → 4）・D ・

Man で あ っ た ．こ れ らの 糖 の 構造を基 に して ，同glu・

comannan に 対す る SirePtom7ces　sp ．の mannanase

の 作用 様式 に つ き考察 した．23 ’

　 7−1−6 ア ラ ビナ ーゼ

　ErUlinia　carotovera 　lAM 工024 を arabinan を含む

培養液 に培養 し，そ の ろ 液か ら arabinase を精製 した，

本酵素 は beet　arabinan に活 性 が あ っ た が，1，5・arab 量一

nan ，　arabinoxylan ，
　arabinogalactan ，　p−nitrophenyl α

一

L −arabinofuranoside 　lこ対 して 不活性で あ っ た ・本 酵 素

の 最適 pH は 6，0で あ り ，
　 pH 　5．0〜11．0 で 安定で あ っ

た ・本酵素 が beet　 arabinan に作用 した とき，　 arabi ・

notri 。 se が主生産物で あ っ た．2’1｝

　 7−1−7 キシ ラ ナーゼ

　高温性 AsPergillus　fum ：まatus に よ る β
一xy 】osidase

お よ CJ「　Humicela 　lanugiitosa　tこ よ る xylanase の 生産

条件を検討 した．両 酵 素の 反 応最適温度は 65℃ で あ

り，最適 pH は β・xy1 ・ sidase で は4．5〜5．5，　 x
｝
・1anase

で は5．0〜6．0の 範 囲 で あ っ た．A ．　fUintkatusの 生 成

す る酵素 は xylan を主 に xylose に加水分解 し，　 ff．
laVtugino∫ a の もの で は xylan を主 に xylooligosac 一

charide に 加水分解 した．25） U ．　lanuginosaの麩培養物

か ら　endo
−xy 】anase （1，4・β一D −xy ］an 　xylanehydrolase

，

EC 　3．2．1．8）を抽出 した ．精製酵素 の 分子量は約2．1

× ユ04 で ， 等電点は 4．1で あり，最適 pH は 6．0，最

適 温 度は 65℃ で あ っ た．本酵素の xylan に対す る

Michaelis定数は 7．3mg ／ml で あ り，xylobiose は xy ・

】anase に 拮抗 阻 害を示 し，　 Ki は 1．4mg ／ml で あ っ

た．25｝

　 StrePtonzyces　sp ．　K 　T −23 株の 生産す る 菌体外 xyla ・

nase の精製 と性質 に つ い て 検討 した．本精製 xylanase

は，1 本の ポ リ ペ プ チ ド鎖 か らな る分子 量 約 4．3× 104，

等電点 pH 　6．9の タ ン パ ク 質で ，至 適 pH は5．5， 至 適

温度は 55℃ で あ っ た．本酵素は β
一1

，
4−xylesido 結

合 を もつ 多糖，すなわち，xylan お よ び arabinoxylan

に の み作用 した．本酵素の xylan に 対 す る 作用 様式 は

endo 型で 、 最終生成物は主 に xy1 。bi。se で あ っ た，21’

　CrXPtococcus　flaz・us の x アlanase生産 に お い て indu−

cer の 検索を試み た．　 xylan よ り も有 効 な inducer と

して β
一methylxy ］oside は 強 力な xy ］anase 誘導効果を

示 した ．gluceseを 炭素源とす る培地 に β・methylx ｝
・le−

side を 0．30　mg 〆ml の 濃度で 添加 し，培養す る と き培

養液中の xylanase 活性 は，　 xylose や xylan 培地 の 場

合 に比 し， 約15〜20倍増加 した．inducer として 添加

した β一methy エxyr 。 side の 約 90％は 菌体内に 取 り込 ま

れ，酵素生産終了 時 に お い て もそ の ほ とん ど は 菌体内

に残存 して い た．本菌株 は β・methylxyleside を 単
一

炭素 源 とす る 培地で は増殖せ ず ， fi・methylxyleside は

非代謝性 の inducer で ある こ とが 示 唆 さ れ た．2s ）

本菌

株の 生産す る xy ］anase は，分子量約 2．5× 104
， 等電

点 は10．D付近 に あり，ア ミノ 酸組成に お い て は，特 に

glutamic 　acid の 含量が 高か っ た，至 適 pH は 4．5，

pH 　3〜8 の 間で 安定で あ り，至 適温度 は 55℃ ，45℃

以 下 で 安 定 で あ っ た．酵素活性は ，
　HgC ］2，　SDS ，

　NBS

な ど に よ り阻 害 さ れ た．種 々 の xyloo ］igosaccharidieお

よ び xylan に対する 作用様式 か ら，本酵素は end 。 型

に 属す る xylanase と考 え られ た．2s ｝

　7−1−8 β・キ シ ロ シ ダ ーゼ

　Tricoderma 　’diride の β・xylosidase は，耐糖性 に乏

しい こ とが 知られ て お り，酵素の 精製 を 行 い ，そ の 性

質を 検討 した．本精製酵 素 の 分子量 は，1．01XIO5 ± 3
× 103と推定 され，4．5％ の 糖 を含ん で お り，等電点 は

4．45で あ っ た．本酵素の至 適 pH は3．5で，55℃ で 最

高活性 を示 した．aHy1 一お よ び alkyl ・β・xyl 。 side を 水

解 し，xylan に は ほ とん ど 作 用せ ず ，
　 xylooligesac 一
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charide の 水解速 度 は，　 X2 ＞ X3 ＞ X4 ＞ X5 の 順 で あ っ

た．30 ｝ Emericella ”idulans の β
・xylosidase は耐糖性

に 喜ん で い た．本精製酵素の 分子量 は ， 2．4× ユ05士 6×

lO3と推定され，等電点 は 3．25を示 し，4．0％ の 糖を含

ん で い た ．本 酵 素の 至 適 pH 域 はpH 　4．5〜5 で あり，

至 適温度 は 55℃ で あ っ た．xylan に は ほ とん ど作用

せ ず，xyloeligosaccharide に 尅す る水解速度 は，　Xs＞

X2 ＞ X4 ＞ Xs の 順 で あ っ た．Sl ）

　 7−1−9 ナ リ ン ジナ ーゼ

　AsPergillus　ni8er の naringinase を glutaraldehyde

と sodium 　b。 rohydride で chitin に 固定化 した．こ の

固定化酵素で グ レ ープ フ ル ーッ ジ ュー
ス の 処理 を行う

と ， 活性 の低下 が み られた．naringinase は citricacid ，

glucose ，　fructeseお よ び rhamnose で 阻害 さ れた．固

定 化 して い な い 酵 素 に 竝 す る glucose お よ び fructese

の 阻害様式は ， 非拮抗型 で あ っ た．こ れ ら糖類が 固定

化 naringinase を不活性化 す る 因子で あ っ た．32，

　 7十 10 ペ ク チ ン 分解酵素

　 Erwinia　caretovora 　Er の pectate　lyaseは ，
　 pectate

lyase　1（pl ユ0．7）と II（pl　10．1）に 焦点電気泳動法 に よ

り分離 した ．1 と II の 最適作 用 温度 は 50℃ と 60℃

で あり ， pectinに対する Km 値 は0．12および 1．1mg ／

ml で あ っ た ．　 pectate　lyase　1 と II の ア ミノ 酸含量お

よ び糖組成 は 相違 した，従 っ て pectate］yase　1 お よ び

11 は異 な る タ ソ パ クで ある と結論 した．S3⊃

　 AsPergillzas　 niger 　 35−1 株か ら 2種類の exo ・poly・

galacturonase（ex 。
・PG ）を得た．精製 exo ・PG 　I およ

び II の pectic　 acid に 対する κ m 値 はそ れ ぞ れ20

お よ び 3．85mg ／ml で あ り，　 exo −PG 　I お よ び II の 分

子量は そ れぞ れ6．　6× 104と6．3× 104で，等電点 は5．6と

5．8で あ っ た．exo −PG 　1 およ び II の 至適 pH は異 な

っ た が ，両 酵素 の pH 安定性，至 適温度 お よ び 温度安

定佐は同 じで あ っ た． exo ・PG 　1 は HgC12 に よ り活

性化され たが ，
exo −PG 　II は 活性化されな か っ た．34）

　 pectinaseの 親和性吸着体で あ る架橋 pectic　acid の

調 製法を検討 し，epichlorehydrin に よ る 架橋 反 応液

に15〜30％ dimenthyl　sulfbxide を加えると， 容易に 高

収量で 水不溶性の 架橋 pectic　 acid が 得られた．酵母

の endopolygalacturonase は pH 　3 付 近 で こ の 吸 着体

に最 も強 く吸着 した が，よ り安定 な pH 　4 で 吸着 させ，

pH 　 8 の 緩衝液で 脱着し， 90％以上の 高 い 収率で 精製

が可能で あ っ た．な お電気泳動的な 分析か ら，精製標

品が 3 種類の 酵素 か らな る こ とを 確認 した．等電点 は

文献値 と一
致 した。35 ）

　 コ ウ ゾ （Brou ∬ onEtia 　kasinoAi　Sieb，）白皮の ISrnvi・

nia 　 caroto ・uora に よ る 発 酵精練に つ い て ， パ ル プ化

挙動を溶液と繊維 の 両面か ら追跡 した．こ の 発酵精 練

過程 に お い て ， 繊維間膠着の ペ クチ ン 質 は ， 主 と して

endo −p。1ygalacturonaseに よ り単量体もしくは工 ，三

量 体程 度の 低 。ligomer ま で 分解 さ れ，　 cellulose の 分

解はほ とん ど起こ らず，
パ ル プ 化 は比較的選択的に進

行 し， 収率は 82〜83％で あ っ た．　SGン

　Erwinia 　 carotovora 　P21 まマ セ レ ーシ ョ ン 活性 の 強

い end 。 型 の pe ¢ tate　lyase（PL ）を分泌して植物組織を

離解 し， 軟腐する．P2 株 は pectlc　acid を炭素源とし

て 振 と う培養する と，PL の 分泌 に 先立 っ て 対数増殖

期の 初期から相当量の digalactur。nic 　acid を生成する

exo
−
poly 一α 一D −galacturon。 sidase （exo

−PG ）を分泌 した．

本菌株 の 菌体外 exo −pectate　lyase活性 は 微弱で あ り，

PL の 分泌 に は lag が認 め られ た が ， 菌体内に は exO −

PG 生産とほぽ 同時期に菌体外 PL 活性の 数十倍 の

PL を生産 した．37）

　Oalactomyces　ree ∬ ガ L は 細胞外に protoPectinase

を生産 した．本酵素は，約 2．6％ の 糖を含む タ ソパ ク

質で ， 等 電 点 は pH 　8．4，　S2。，w 　3．　83S，分子量 は約 3 ×

104で あ っ た ．本酵素 は，種 々 の 起源 の protopectin か

ら高分 子の pectin を遊離 させ る 活性 （px 。topectinase

活性）と，p 。 lygalacturenic　acid や galacturenic　acid

oligomer を分解する 活性を持 っ て おり，一
種 の end 。

・

p 。lygalacturonaseで あ っ た．38） KluyzJeromyces属酵母

の な か で ，K ．fra8t7is，
　K ．フnarxianus

，
　”，．’wickerhamii

は endc −polygalacturonase（PG ）を生産 した．　 k ．　fra・

9t
’
lis　IFOO288 は細胞外 に分子量 の 異 な る 4 種 の PG

を 生産 し，こ の な か で も最 も生 産 量の 多 い PG を精製

し， 結晶 と して単離 した．本酵素は pH 　5．6 に 等電点を

持ち，沈降定数 3．77　S，分子量約3．3XIO4 で ，
　 aspartic

acid ，　 serine ，　 threonine ，　 glycine を 比較的多 く含むタ

ン パ ク質で あ っ た ．本 PG 活 性 の 最 適 pH は5．0で，

こ の pH で 30℃ まで 安定で あ っ た．本酵素は PG 活

性 の ほ か に pr。 t。pectinase 活性 を持 っ て お り， 種 々

の 植物の p 【otopectin か ら高分子の peetin を遊離 し

た．39 ）

7−2 プ ロ テ アーゼ

　S−PI （pepstatin　Ac），　DNA ，
　EPNP に 非感受性の

新規な酸性プ ロ テ ァ
ー

ゼ を マ ン ネ ン タ ケ （（7an・dernza

izacidufnの 静置培養液中に 見出 した ．本酵素 の 分子量

は36， 000， 等電点は pH 　5．3 で
， 活性最適 pH は ヘ モ
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グ ロ ビ ン 基質 で pH 　3．2，ヵ ゼ ィ ン で は2．0を 示 した．

ま た，カ ゼ イ ン 分解活性が きわ め て 低 く，酸化 イ ン シ

ュ リン B 鎖の Phe （24）・Phe （25）部分を約50％の高率で

選択的に 切断する高 い 特異性を示 した．4e＞

　Sti’ePtom ）
tces 　cellulosae の 生産す る プ ロ テ ア ーゼ は ，

16％大豆 プ ロ テ イ ン ペ プ シ ン 分解物 （SPH ）に作用 し

て 著 しい 濁りを生 じ，
ミ ル クカ ゼ ィ ン （MC ）に 対する

加水分解力 は弱 か っ た．本酵素と　a ・キ モ ト リプ シ ン

との MC 分解力を そ ろえ た 条件で ， そ れ ぞ れ を SPH

に 作用 さ せ る と，反 応 初期 で前者 は後者 に 比 べ て 著 し

い 濁 りを 生 じ， 生 成 沈 殿物 は 疎水性 ア ミ ノ 酸含量 の 多

い タ ン パ ク質様物質 で あ っ た．41］

本酵素 を 2．　5％ ジ ペ

プチ ド溶液 に 作用 させ ると，加水分解物と考え られ る

ア ミ ノ 酸の ほ か に ，ニ ン ヒ ド リ ン 陽牲 を示 す 種 々 の オ

リ ゴ ペ プ チ ドが合成 さ れ た．42 ）

　AsP ・orysae メ タ ル プ ロ テ ア
ーゼ をタ ロ ペ プチ ン ・

AH ・セ フ ァ ロ
ー

ス ァ フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を 用い て 簡単迅 速 に 精製 した ．本酵素 は最 適 pH 　6．5，

pH 安定性 が pH 　5〜11
， 最適作用温度 50℃

， 分子量 は

42，000で あ っ た．ま た ， 本酵素は メ タ ル プ ロ テ ア
ー

ゼ

阻 害剤，FMPI と PLT に よ りほ ぼ 定量 的に 阻害 され

た．4s）

　好 ア ル カ リ性 Bacillus 属が 生産す る プ ロ テ ア
ーゼ

は 至 適作用 pH が 12の ア ル カ リプ ロ テ ア
ー

ゼ で，50℃

以 下で は pH 　7〜11 の 範 囲 で 安定で あり，カ ル シ ウ ム

イ オ ン の 共存に よ っ て 熱安定性が向上 し，共存下 の 至

適反応温度は 60℃ に達 した． 

　Monascus 属菌 の プ ロ テ ァ
ーゼ を 紅麹 か ら抽 出，精

製 した．精製酵素 の 分子量 は約42， 000で ， 反 応の 最適

pH は3，0で あ っ た．ヘ モ グ ロ ビ ン や ミル クカ ゼ イ ン に

よ く作用 し，ペ プ ス タ チ ン に よ っ て 顕 著 に 阻害 さ れ，そ

の 阻害様式 は 拮抗型 で
，
Ki 値 は 26　nM で あ っ た．4s ）

　 StrePXococcusfaecalis　R （ATCC 　8043）の 菌体内 に ，

Na −Z （benzyloxycarbonyl）−Gly お よび Na −Z・A ］a の Z

基を 水解 除去す る酵素を 発見 し精製 した．精製 酵 素 の

分子量 は約220，000， pl は4．48 ， 至 適 pH お よ び至 適

温度はそ れ ぞ れ6．0，35℃ で あ っ た，PCMB で 阻害

され，活性発現 に Co2＋

また は Zn2 ＋
を必要とした ．

さ らに 基質特異性 に つ い て 詳 し く検討 した．45）

　 シ イ タ ケ （Lentinus 　 edodes ）の 子実体中に 生産 され

る酸性 プ ロ テ ァ
ー

ゼ を 単離 ・精製 した．本酵素は分子

量42，　OOO， 等電点 pH 　4・5 で ， リジ ン と ヒ ス チ ジ ン 残

基 を 多 く含む ．反応至 適 pH は 2．5〜2．8で ，そ の 活性

は S・PI （pep。 statin 　Ac）に よ り阻害 され た．酸化 イ ン

シ ュ リン B 鎖 の Leu（15）・Tyr（16）部分を約70％ の 高率

で 選択的に 切 断 した．47 ）

　Su ’ePtoc ・ cus 　cre ・noris 　H 　61 の菌体内抽出物から分

子量43，000の プ ロ
i，ダーゼ を精製 した．本酵素の最適

pH は 6．5〜7．5 に 認 め られ，　 X −Pro タ イ プの ジ ペ プ

チ ドを特異的に 分解した．4 種類 の 基質　Leu−Pr・，　Phe・

Pro
，
　Va ［・PrO，　Ala・Pro に っ い て ，　 Km 値 は差 が な か っ

た が ，
Vm

、 X 値 は 顕著な 差が 認 め られた．4S）

　納豆 菌 （Baa7 ／us 　 subtilis （natto ））の リボ ゾーム 画分

（50S サ ブ ユ ニ ッ ト画分）が，カ ゼ イ ン などの タ ン パ

ク質 に は作用 しな い が，過 ギ 酸酸化 イ ン シ ュ リン B 鎖

を従来の プ ロ テ ァ
ーゼ とは異 な る切断様式で 作用す る

こ とを明 らか に した，また，プ ロ ア ン ジ オ テ ン シ ン に

対する 作用 も，従来 の 分 泌 型 プ ロ テ ァ
ーゼ とは 異な っ

て い た．49）

　変異 と交雑が 麹菌の 細胞壁糖成分 に 及 ぼ す影響 に つ

い て 検討 した．逐 次 的 変異 に よ っ て 取 得 した 高 プ ロ テ

ァ
ー

ゼ 生産能変異株に お い て
， プ ロ テ ア

ーゼ 生産能の

高 い 菌株の 方が，菌体，細胞壁グル コ サ ミ ン 量も高 く，

プ ロ テ ア
ー

ゼ 生 産能 の 増 加 に 伴 い ，変異株の 細胞壁 の

Glc／Man 比 は増 加 した．以 上 の 結 果 か ら，変異 と交

雑 が 麹菌の細胞壁糖成分 に 与え る変化は大きく， これ

に 付随す る菌体内成分変化の 方向を 知る 上 で 重要な指

標 に な る．5 °）

　Asp ・oryxae
，
　Bacillus　subtilis お よ び ブタ腎臓 の ア ミ

ノ ペ プチ ダ
ー

ゼ の 各種合成基 質 に 対す る作用特性が 検

討さ れ た．51 ）

　Ache ・mobacter プ ロ テ ア
ーゼ 1 に 対する アル カ リ金

属 ア ル カ リ土金 属 ， ア ミノ 化合物， 微生物生産性 イ

ン ヒ ビタ
ー，ト リプシ ン イ ン ヒ ビ タ

ー
およ び 変性剤 の

影響を 検討 した．本酵素活性は Ba2＋

，
　NH ・

＋

， ア ル カ リ

金 属類の 順序で 拮抗的 に 阻害 さ れ，ブ チ ル ア ミ ン，ア

ミノ ア ミン も強力 に 阻害 した．リマ 豆 トリプ シ ン イ ン

ヒ ビターお よ び ウ シ 膵臓塩基性 イ ン ヒ ビ タ
ー

に よ っ て

強 く阻害 さ れ る が
， 尿素， 塩酸グァ ニ ジ ン

，
SDS に よ

る 変性 に 対 して 強 い 抵抗性を示 した．52 ）

さ らに本酵素

の 活性中心部位，と くに 基質特異 性決定部位 の 性状を

明 らかに す る 目的で ， 縮合剤 と求核試 薬 との 酵素活性

に 対す る 影響，強力な 拮抗 阻害剤で ある ω
・
ア ミノ ア ル

キ ル 基を リガ ン ド とす る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ーを 行 い ，ト i）プ シ ン と比較検討 した ．53｝

7−3 エ ス テ ラ
ーゼ

　Saccltaromコ’coPsis 　kPo／yticaよ り精製された 分子量

、
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が 39，000と44，000の 菌体結合 リパ ーゼ 1，II の 物理化

学的性質を検討 した．等電点 は，リパ ー
ゼ 1 が pH

5．2
，
　IIが pH 　4．6で ，糖含量 （マ ン ノ

ー
ス ） は そ れ ぞ

れ 8 ％，16％ で あ っ た 。CD ス ペ ク トル 分 析に よ っ て ，

リパ ー
ゼ 1 は α

・ヘ リッ クス 40％ ， β
一シー ト50％，II

はそ れぞ れ45％ ， 35％で あ っ た．N 末端ア ミノ 酸は 両

酵素とも Va1−Tyr で 同
一で あ っ た．ε4⊃

　ボ ス ホ リパ ーゼ D 生産菌と して ，菌体中に madurose

を含む Actiiiomadura　reの 株 （no ．362）と，　 madurose

を持 た な い A 「
ocardiopsis 属 の 株 （ne ．779）を 土壌よ り

分離 した．55 ＞ ．

　種 々 の 5−acy ］oxymethyl
−3−alkyl ・oxazolidin −2・one ラ

セ ミ体 1 を合成 し，リパ ー
ゼ を作用 させ て

， 不斉水解

反 応 お よ び 有機溶媒 に よ る 目的物 （S）−1 の 抽出分離性

の 比較検討を行い ，水解速度が速 く，立体選 択性に優

れ，（S）−1 が ヘ キ サ ン で 容 Pm　lC抽 出分離で きる組み合

わせ を 見出 した．そ して 光学活性β
・プ ロ

ッ カーの 重要

な中閭体が 光学純度99％ e．e．で 得られた．se，

　C6〜C14 の ジ カル ボ ン 酸 と1，3一プ ロ パ ン ジ オ
ー

ル

ま た は ユ，2一エ タ ン ジ オー
ル に Asp ．　 niger 　NRRL337

の リパ ーゼ を作用 させ ると，い ずれの 場合もエ ス テ ル

を合成で きた ，1，13一ト リデ カ ン ニ 酸 と 1，3一プ ロ パ ン

ジ オール か らの エ ス テ ル 合成過 程 の 結果か ら，2 分子

の 酸と 3分子の ジ オー
ル か らな る五 量体 と ， 3分子 の

酸 と 4 分子の ジ オ
ー

ル からな る七 量体が主 と して 合成

さ れる こ とが 明 らか と な っ た．57 ）

　糖鎖 の 抑制型酸性 フ ォ ス フ ァ ターゼ （r−APase ）に対

する機能を知 るた め ，
r・APase か ら非変性条件下 に ，

endo 一β・N −acetyl −glucosaminase　H 処理 に よ り糖鎖を

ほ ぼ 10G％切断した．こ の r・APase は酵素活性を保持

し，native 酵素と同じ ？「m と円偏光二 色性を示 した の

で ，糖鎖 は 活性酵素タ ン パ ク の構造の 維持 に 必要はな

い が，糖鎖の な い r −APase は酸処 理 ， 熱 処理 に よ り

容 易 に 失活 した．s8｝

　海砂より分離 した 5株 の フ コ イ ダ ン資化性菌は ， カ

ゴ メ フ コ イダ ン の ほ か に 種 々 の フ コ イダ ン を資化 し，

また，基 質特異 性を異 とす る フ コ イ ダ ン ス ル フ ァ タ ー

ゼ を産生 した．59）

7−4　細胞壁溶解酵素

　StrePto〃m7ces 　glakisPorzas　1829 の 溶菌粗酵素中に ？V・

a ¢ etylmuramyl
−L −alanine 　 amidase が 存在 して い た．

本酵素 は分子量 が 約18， 500，等電 点 pH 　6．6
， 至 適 pH

は 5．5で ， そ の 活性 は Cu2 ＋

以外 の 金属 イオ ン で 影響

を 受けな い ．糖残基鎖長が 長い 水溶性ペ プ チ ドグ リカ

ン に 対 して は ほ とん ど作用 しな い の で
， グ リカ ン 開裂

後二 次的に作用 す る細胞壁非溶解性酵素で あ っ た・60］

　StrePtOlnyces　 rutgersensis 　H −46 由来の 溶菌酵素 ，

2V−acetyimuramidase の 性質 を StrePtococcus　faecalis

の 細胞壁とペ プ チ ドグ リカ ン を基質 と して 検討 した．

こ れら二 つ の 基質 に 対する 本酵素の 反応次数，最適pH ，

最適 イ オ ン 強度，金属 イオ ン に よ る阻害程 度 は そ れ ぞ

れ異 な っ て い た が，こ の 差異は細胞壁中に 含まれる 多

糖類，テ イ コ 酸 に よ る もの と推定 され た．61 ）

　C7topha8a 　sp ．　B −30 の 生産す る bacteriolytic　endo ・

peptidase を精製 して そ の性質を 検討 した ．本酵素 は

分子量 約9，000，等電 点 pH 　9．　0
， 至 適 pH 　9．5 で ，

Mn2 ＋，　Zn2ち Cu2＋，　Hg2 ＋

お よ び 2・mercaptoethanol （1

mM ）で抑制され る が ，
　 EDTA な どの キ レ

ー
ト剤 に よ

っ て 著 しく促進された．また，本酵素 は ，溶菌活性以

外 に カ ゼ イ ン 分解活性をも有 して い た．62 〕

　StrePto　7nPtces 　 sp ．　W ユ9−1 は，カ
ー

ド ラ ン （β
一1，3・グ

ル カ ン ）か ら主産物 として グル コ
ー

ス とゲ ン チ オ ビ オ

ース を生成す る 菌体外放線菌酵素を 生産 す る ．ゲ ン チ

オ ビ オ
ー

ス 生成 の 至適条件で は，カードラ ン か らグル

コ
ー

ス とゲ ン チ オ ビ オー
ス が重量比 で 約 4 ：1 に 生成 さ

れ る が ，反応初期に グル コ
ー

ス を添加す る と カードラ

ン に 対す る ゲ ン チ オ ビ オース の 収率 は 著 し く増 加 し

た．s31

　溶菌酵素の 粗酵素液を園芸作物 に 有害な 微生物の 抑

制 に 利 用 す る た め に ， 植物 病原細 菌 6 種 の 生 菌 と加 熱

菌 に対す る StrePtomrces　rUtgersensis と Achromobac ・

ter　lunaius の 溶菌活性 を 検討 した．これ ら6種 の 菌

に 対す る両 菌株の 溶菌活性 は い ず れ も反 応 時間 の 増加

とともに 上昇 した が，両菌 の 溶菌活性 の 相乗効果 は認

め られ な か っ た．64）

了一5 核酸関連 酵素

　 Acineiobacter　 calc ・aceticus の 生産す る endonucle
・

ase 　Acc 　I1 の 切断部位塩基配 列を，合成 5’・32P −Gligo ・

nucleotide を用 い て 調べ た，本酵素は 5℃ G ↓CG −3’

を認 識 し，矢印の 位置を 切断した．6m

　A4icrob α cten
’
um ／Zavum の endonuclease 蠏 1 を精

製 した ．本酵素は至 適 pH 　8．0〜8．5 で
， 活性発現に

Mg2 ＋

（7〜20mM ）を要求 し，5’・Pu↓GATCPy ・3’を認

識 し， 矢印の 位置を切断 した．6S］

　Acetobacter　li9μ efaciens 　AJ 　2881 の endonuclease を

精製 した．本酵素 は至適 pH 　7．5
， 至 適温度 37℃ を示
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し，
NaCl （10GmM ）ある い は （NH4 ）2SO4 （75mM ）に

よ っ て 阻害 さ れ た．各種基質 に 対す る切 断と そ の 切 断

部位塩基配列 ［5℃ TGCA ↓G −3
’
1の 決定 に よ り，本酵

素は Pst　1 の isoschizomer と決定 した．67 ）

　 エ ノ キ タ ケ Flantmuiina 　velntz ♪e 子実体の alkaline

phosphodiesterase （PDEase ） お よ び ATP 感受性

rib ・ nuclease （RNase ）を精製 した．　 PDEase は分子量

53，000，至 適 pH 　8．0 で ，　bis・p −nitr 。phenyl　phosphatc

お よ び ρ
・1朮 rophenyl 　deoxythymidine　5’・phasl）ha しe に

対する ー ． 値はそ れぞ れ 2．5× 10”4　M お よ び 9．0

× 10
−5M

で あ っ た ，ま た ，　 RNA お よ び DNA は 分

解 しな か っ た が，nucleotide は よ く分解 した，一
方，

RNase は分子量35，000，至適 pH 　5．　5 で ，1mM の

ATP ，　 CTP お よ び GTP で そ れ ぞ れ91％，75％ お よ

び63％ 阻 害さ れ た ．ま た ，RNA を ほ ぼ 100％ mono −

nucle 。tide に分解 し，そ の様式 は RNA → 2尸，3
’−cyclic

nuc ］eotide → 3’・nucleotide の エ ン ド型で あ っ た．68’69）

　 S ．adenosylhomocysteine （AHcy ＞hydrolase 活性 の

強力な Alcaltkenes　faecalis　AKU101 の 洗浄菌体を

用 い
，

adenosine と L ・h 。 m 。cysteine とか ら高収率 で

AHcy を合成 した．本法は formycin　A や neburalin

な ど に 対応 す る S・nucle 。sidyl 　hornocysteineの 合成 に

も応用で きた．7ω

　抗腫瘍性物質 antlermicin 　A の Bacillus　subtilis 　1［

対す る 作用 を調 べ た ．本物質 は RNA 合成 を 阻害 した

が ，
uridine お よ び uridine 　nuc 】eotide 合成は阻害せ

ず ，
RNA 　p。lymerase 活性 を 高濃度で 阻害 した．7v

　 Escherichia　 coli の RNA 　polymerase を 調 べ た ．本

酵素 は 4種 の サ ブ ユ ニ
ッ ト （α 2 ，β， β

’
，δ）か ら構成 され，

δサ ブ ユ ニ
ッ トは α ・ヘ リッ クス 含量が最 も多 く， ま た ，

α 2 サ ブ ユ ニ
ッ トの 芳香族 ア ミ ノ残基 の 配向 は 非対称

と推定された．τ2）

　高温性細菌 Bacillzas　stearotliermoPhilus の tyrosyl −

tRNA 　sアnthetase を 2 段階の ア フ ィ ニ テ ィ
ーク ロ マ ト

で大量 に精製する 方法を 検討 した．第 2段 目に Matrex

blue　A を用 い た場合 ， 25，
　900倍 に 精 製 す る こ とが で

きた ．また
，

カ ラム の 直径を ス ケ
ール ア ッ プ した 場合，

精製度合 は低下 した が ，
KC1 濃度を増大す る こ とに よ

っ て 溶 出 ピーク を 鋭 くす る こ と が で きた．73）

7−6　ア ミ ノ酸 関 連 酵素

　 glutamate を 唯
一

の 窒素源 として 生育 した Bre・vi・

bacterium　flaVUPtt　ATCC 　14067 の 無細胞抽出液中に

glutamine　 synthetase
，
　glutamate　dehydrogenase お よ

び glutamatc　synthetase （GSase ）活性を見出 し ，
こ れ

らを そ れ ぞ れ 精製 した．GSase は分子量260，000で ，

分子量　190，
　OOOと 60，000の 2種 の サ ブ ユ ニ

ッ トか ら構

成さ れ，8 モ ル の Fe
， 2 モ ル の FMN お よ び 2 モ ル の

FAD を含 み，至 適 pH 　7・0，　glutamine，α
・KGA お よ

び NADPH に対する ー m 値 はそ れ ぞ れ 2．4× 10
嘩4M

，

6．0× 10
−5M

お よ び 6．0× 10
−SM

で あ っ た．また，

SH 阻 害 剤，　 Phe，　His，　Lys，　Met ，　Glu な ど の ア ミ ノ 酸

類 お よ び NADP ，　ATP ，　ma 】ate に よ っ て 阻 害 さ れ た．

な お，本酵素活性は hexa，・uni 　ping　p。 ng 機構 と考え

られた．74−76’

　 L −methionine γ
一lyase 活性を持つ 微生物を検索 し，

PseudontOnas　Putidaの 約IO倍 の 活牲を持つ lderomO・

nas 　nzの 1菌株 を選択 した．本菌株の 当該酵素 は P ∫6π
・

do〃 tonas の そ れ と 基質特異性 に お い て 若干異 な っ て

い た以外 は ， よく類似 して い た．77 ）

　 aspartate 　 aminotransferase （AATase ）の 2 種の ア

イ ソザ イ ム の 一
方 に 特異的に 作用 して 不活性化 させ る

微生物 として ，
　StrePtomyces　violaceechromogenes を選

択 した．本菌の 当該活性は ミ トコ ン ド リア AATase に

は作用 しなか っ た が ， 細胞質 AATpse を不活化 し，こ

の 反 応は 酵素 の 限定分解で あり ，

一
種 の serine 　 pro・

tease で あ っ た．　7s｝

　Euglena 　gracilis　Z の arginine 　deiminaseを精製し

た．本酵素は 分子量 87，000で ， 等 しい 2個 の サ プ ユ ニ

ッ トか ら構成され，至 適 pH 　9．7〜工0，3
， 至 適温度 30℃

で ，活性発現 に Co2÷ を要求 し，
　SH 阻害剤，　ornithine

お よ び citruIline に よ っ て 顕著 に 阻害された．また，α

位 に ア ミノ 酸を持つ arg 三nine ア ナ ロ グに よ っ て も阻

害 され た．79）

　 L ・glutamate　oxidase と L −glutamine あ る い は L ・1eu・

cy工・L ・glutamate を セ ル 中に密封 した酸素電極を用 い ，

glutaminase お よ び leucine　amino 　peptidaseを反 応系

へ 加え た 時の 酸素消費速度を測 定す る こ と に よ っ て ，

両 酵 素活 性 を 簡 便 に 測定する こ とが で きた．80）

　Bacillus　sphaericus の 1eucine　dehydrogenase　lζ二対

する pyridoxa15
’・phesphate （PLP ）に よ る 失活様式を

調 べ た．失活 は 処 理 pH に 依存 し，　 pH 　8．　0 で 最 も効

果的で あ っ た．こ の 失活 は，本酵素の lysine残 基 の ε
一

ア ミノ基 が PLP と シ ッ フ 塩基 を形成する こ とに よ っ

て 可逆的に 起 こ り，
PLP に よ っ て 修飾 され る 1ysine

残基は，補酵素結合部ま た は そ の 近辺に 存在す る と推

定 さ れ た．ρD

　Corynebacferierm　glutamicum の lysine合成系を 【1
・
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13C
］g】ucose を用 い て 調 べ た．本菌は diaminopimelate

（DAP ）経 路 の 他 に ，直 接 fneso ・DAP を 生 成 す る経

路を持ち ， そ の 無細胞抽出液中に は ・neso ・cr
，

ε ・DAP

dehydrogenase の 存在が 認 め られ た．　 B2＞

7−7　酸 化還 元 酵素

　 methan 。1を 炭素源 と して 生育 した RkodoPseudo ・

vnonas σ6彡冨oφ乃加 10050 株およ び vanylalcohol （VA ）

を炭素源 と して 生育 した R ．　acz
’
doPh．ila　M 　402 株 か ら，

そ れ ぞ れ の alcohol 　dehydrogenase を 精製 し，両酵素

の 基質特異性を 比 較 した．前者 は 02 に よ っ て 不活化

さ れ，N2 に よ っ て 回 復 す る の に 対 して ， 後者 は 02 に

よ っ て 不活化されな か っ た．また
， 両者 は methan 。1

お よ び VA に対 して 全 く逆 の 活性を示 した．s3’

　RfiodoPseadomonas 　 acidoPl ；t7a　 M 　402 の NAD ＋

依存 P−hydrexybenzylalcohol（pHBA ）dehydrogenase

を 精製 した．本酵素 は分子量 27，000， 等電点 7，4 で ，

PHBA に よ っ て 誘導さ れ ， 基質 特異性 は 幅広 く，

vanylalcoho1 （VA ）な ど芳香 族 ア ル コ ール の 他 に

methanol およ び ethanol 以外の 脂肪族 ア ル コ ール 類

に も作用 した．NAD ＋
に 対する Km 値 は 5．8× 10−4M

（PHBA ）および 6．　0× 10−4　M （VA ）で あ っ た．s4〕

　Cellalomenas　 sp ，　 NT 　3060 の glycerol　 dehydro・

genase を結晶 化 した ．分子量 は 336，000 で ，分子量

42，000の 8個 の 等 しい サ ブユ ニ ッ トで 携成 され ，サ ブ

ユ ニ ッ トの N 末端お よ び C 末端 ア ミ ノ 酸 は そ れ ぞ れ

Ser お よび His で あ っ た ．1
，
2・propanediolの 酸 化 反 応

は K ＋

に よ っ て 活性化 され，そ の Km 値 は 2．02× 10−4

M ，ま た，acetol の 還元反 応は Na ＋

に よ っ て 活性化 さ

れ ， そ の Km 値 は 3．22　× 10
−
s　M で あ っ た．s5 ，

　Micrecoccus　luteusの 2
，
3・butanediol（BD ）dehydro −

genase は D （
一
）
・acetoine を光学活性 BD （1）に，ま た，

L （＋ ）・acetoine を meso ・BD （II）にそ れ ぞ れ98％ の 率 で

変換 した ．生成 1 およ び II は ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
で 分別定量 が 可能で ある た め，酵素変換 と組 み合 わ

せ る こ と に よ っ て acetoine の 異性体を 分別定量で き

た．ま た ， 同様に して BD の 3種 の 異性体 〔（一）， （＋ ），

mese ］を Brevibacteriu7n　 saccharolyticum 　C1012 の

BD 　dehydrogenase を 用 い て 分別 定 量 で きた．86’s7 ，

　Microc γdus 　eburneus か ら調 製 した propy1巳ne 　gly−

co1 （PG ）dehydrogenase を用 い て ， 食 品中の PG 定 量

法を検討した．PG をIOOgo酸化す る の に 要する酵素量

は O．　06　unit 以上で あ っ た ．　 PG を食品 に添加 し， 本法

に よ る 回収率を 調べ た とこ ろ95〜99％で あり， 本法の

検出限界 は 2 μg （PG ）で あ っ た．8s ｝

　Pseudoino7fas　pttrida　C ・83 の formaldehyde （FA ）

dehydrog ε nase を精製 した．本酵素は FA に最も強力

に 作用 し （至適 pH 　8．9）， ア ル キ ル 側鎖 の増大に と も

な っ て 活性 は低下 し，n −butylaldehyde に は全 く作用

しな か っ た．また，n −pentano1な どの ア ル コ ール 類に

対して も活性を 示 した （至 適 pH 　lO．8）が ，
　methan 。1，

ethan ・1 に は作用 しなか つ た．　s9，

　Kloeckerα 起源 の fbrmate　dehydr。genase を低温放

射線重合法で固定化 した．固定化 に より至適 pH ， 至

適温度，熱安定性，pH 安定性 は ほ とん ど変化 しな か

っ た が，NAD °
に 対す る 塩 値 は約 5 倍に 上 昇 した．

また，凍結乾燥した 固定化酵素 は，5℃ で 13か月間保

存する こ とが で き た．9° ｝

　 Pseudomonasputida 　F61 の formaldehyde （FA ）dis・

mutase を 調べ た．本酵素 は FA と prQpionaldehyde，

acrolein
，
　butylaldehyde ある い は crotonaldehyde との

間 の ク u ス 不均化反 応 を触媒し，また， alc。hol； al−

dehyde酸化還元反応 を も触媒し，カ ル ボ ニ ル 試薬，

還元剤お よ び SH 試薬 に よ っ て 阻害 さ れた．な お ，

本酵素の N 末端 お よ び C 末端 は Arg お よ び 一Ser−Gly・

Lys で あ っ た．91）

　Gluconeba　cter 　dioxyacetonicus　IFO 　3271 の D ・gluco・

nate （GA ）dehydr 。 genase を精製 した．本酵素は結合

型 fiavinと cyt 。chrom 　C との 複合体 で ，分子量 64，000，

45，000お よ び21
，000の 3種 の サ ブユ ニ

ッ トか ら構成 さ

れ ，至 適 pH 　6．　0
，

至 適温度 40℃ で
，
　 GA に 対 して の

み作用 し，そ の ？「m 値 は 2．2× 10−3M で あ っ た．92 ｝

　PePtococcus　aerogenes の NAD ÷

依存 cr−hydroxyglu・

tarate （HGA ）dehydragenase を 結晶 化 した．本酵素

は分子量 53，
　OOOで 2個 の 等 しい サ ブユ ニ

ッ トか ら構成

され，等電点 3．7± O．1，至適 pH 　8．8 （還元反応）お

よ び 9・5 （脱水素反 応） で ，α
一KGA ，　NADH ，　HGA

お よ び NAD ＋
に 対す る Km 値 は そ れ ぞ れ 1．2× 10−4

M ，2．8× 10‘’5　M ，6．　7 × 10−4　M お よ び 7．　7x10
−5M

で

あ つ た．93’

　 NeurosPora 　 crassa に お け る 野生 株 と nit ・3 株 との

nitrate 　reductase （NRase ）活性を比較 した ．　 nit ・3 株は

野生株 と異 な り ，
NADPH の 代 わ りに 還 元 型 methyl −

viologen （RMV ）だ け を電 子 供 与体 と して 利用 した．

RM ▽・nitrate 還元活性 は 43℃ で 処理す る と ， 野生株

で は約 2 倍 に 増大 した が， nit −3 株で は変化 しなか っ

た、野生株の NRase は 加温処理 に よ っ て 分子 の
一

部

が解離し，
nit ・3 株の そ れ へ と変化す る もの と思われ
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る．9“

　z’7ansenttla　 a7io7nala の ilt　 7吻 o に お ける不活性型

nitrate 　reductase を 調べ た．本酵素 は 02
一

が 関与 して

ferricyanideに よ っ て 活性化 され，活性型 の 存在割合

は菌体 の 生育 に 関連 して 変動 した．9S〕

　Mucor 　Sriseocyantrs　AHU 　6044の NADPH お よ び

NADH 依存 2・alkenal 　reductase を精製 した．本酵素

は 分子量26，　OOO，至 適 pH 　6．5 で ，2・heptenal，2．oc ．

tenal の そ れぞ れ 6禽 体 に 高 い 特異性を 示 し，　 acrolein

や trans ・2・cinnamaldehyde に も作用 した．96 ’

　 Asperse71u∫ nz8er 起 源 glucose　oxidase の ア ポ 酵素

を diethylprocarbonate（DEPCI で化学修飾し， 活性

部位を諷べ た．ア ポ酵素は DEPC で 修飾 されると不

活化 し，こ れに 関係 した ア ミ ノ 酸残基 は 2 モ ル の His

（pKa ＝8．2）と 2 モ ル の SH （pKa ≒ 7，5）で あ っ た．こ

れ らは imidaz。lethiolate　 iQn−pair を形成 して い る も

の と推定された．9T ）

　（7andida　sp ．　nQ ．16 の 細胞 内 alcehol 　oxidase （AO ），

catalase お よ び formaldehyde　dehydrogenase の 比活

性に及 ぼ す methanol の影響 を 調ぺ た ．　 methanol 　3
〜4％以上 の 濃度 は細胞内 AO を不 活化 し，　 methan 。1

を 消費す る生 育 を著 し く阻 害 した．ss》

　polyethylene　 glyco1 （PEG ）資化性細菌群に お け る

PEG ・oxidase 活性 を 調べ た ．本活性は 2
，
6−dichloro・

phenolindophenol 依存性と非依存性 とが認め られ，各

菌株 の 酵素の 　PEG 　に 対す る 基質特異性は そ れぞ れ

の 菌の 生育基質特異性 に よ く似 て い た．また ，
tetra・

ethylene 　 gヱyco1 （TEG ） か らの反 応生 成物は TEG −

monocarboxylate ，　TEG ・dicarboxylateお よび triethy ・

1ene　91ycolで あ っ た・99》

　Hansenula 　 mrakii の 2・nitropropane 　 dioxygenase

を精製 した．本酵素 は 分子量 42，
　OOOで ， 1 モ ル の FAD

を 含み ， 至 適 pH 　6．　5 を示 し，解離型 nitroalkane 　iこ

対 して 高 い 活性を示 した．また， 2−nitropropane ，1・

nitropropane ，　nitroethane お よ び 3−nitro −2・butanolに

対す る Km 値はそ れぞ れ 1．61× 10−s　M ，　3．　23 × 10−3M ，

3．13× 10−s　M および 5．9× 10−4　M で あ っ た．1°o・tol）

　 aniline に 生育 した Rhodoceccus　erythropolis 　AN ．13

の 無細胞抽出液 か ら，catechol 　 l，2・dioxygenase を 精

製した．本酵素 は分子量36．　OOO−−37，000で，1 モ ル 当

た り 3 モ ル の SH 基を 持 ち，至 適 pH 　7．5 を 示 し，

AgNOs ，　HgC12 ，pCMB ，
iedoacetate に よ っ て 阻 害 さ れ

た ．ま た ， 本酵素 は 3一お よ び 5−methyi 　catecho1 の in・

tradiol 開裂反 応 を触媒 したが ，
3−methyl 　catechol の

extradiol 開 裂反 応 は 触媒 しなか っ た ．な お，本菌の 休

止菌体は aniline の 0 位を酸化 し，
　 anthranilate を 生

成す る能力を も持 っ て い た．i°2’1°3’

　 aniline に 生育 した ア7 σ’砌 ガ σ sp ．　ANA −18 の 無細胞

抽出液か ら 2 種 の catechol 　1
，
2−dioxygenase （CDI お

よび CDII ）を精製 した．　 CDI は エモ ル 当た り 2 モ

ル の SH 基を持 ち，
　 AgNO3 ，　HgCl2 ，

　iodoacetate，　p・

CMB に よ っ て 阻 害され た が ，
　 CD 　IIは SH 基 を 持 た

ず，上 記 の 阻害剤の 影響 も受 け なか っ た．】°4）

　Pseudo7nonasPutida 　RB ・4 の p・hydroxybenzoate（p−

HBA ）hydroxylase （p−HBAase ）お よ び protocatechu・

ate （PCA ）3，4−dioxygenase（PROase ）を精製 した．

ρHBAase は分 子 量40，000で ，1 モ ル 当た り 1 モ ル の

FAD を含 み ，
　PHBA お よ び NADPH に 対す る Km

値 は 3・9× 10−5M およ び 6．2× 10
−5M

で あ っ た．ま

た ，
PROase は分子量 500，000で 分子量24， 000の 等 し

い サ ブ ユ ニ
ッ ト20個 で 構成 され，1 モ ル 当 た り 5 モ ル

の 非ヘ ム 鉄を 含有 し，
PCA に 対す る K

． 値は 1，82×

10−SM で あ っ た．10s ，

　A「ocardia 　er）
’xliroPolis の protocatechuate 　3，4−die．

xygenase を 精製 した ．本酵素は分子量 150，000，至適

pH 　8，0
， 至 適 温 度 40℃ で ，

　 Hg2 ÷
，
　Cd2 ＋ ，　Pb2＋

な ど

の 重金属 イ オ ン に よ っ て 阻害さ れ た．本酵素 の 基質特

異性 は O −dihydroxyphenyl 化 合物に 対 して 幅広 か っ

た ．106 ）

7−8 糖代謝お よ び TCA 関連酵素

　Euglena　sracilisの 細胞質中に pyrophosphate ： D −

fructose　6−phosphate　phesphotransferase（PFPase ）お

よ び phosphoenolpyiuvate　carboxykinase 〔PEPase）を

見 出 した．PFPase は至 適 pH 　6．5 で ，　 ATP とは反 応

せ ず，生育全期間中 phosphofructokinase （至適 pH
8．0） の 約10〜30倍程度の 活性を示 した。ま た ，

PEP ・

ase は活性発現に GTP ま た は GDP お よ び 二 価金 属

を 要 求 し，quinolateに よ っ て 阻害 され た．な お，　PEP ・

ase は 光 独 立栄養系で は全 く存在 せ ず，糖を含ん だ 従

属栄養系で は 弱く，ethanol を含ん だ 従属栄養系で 最

大で あ り ， 糖新 生 の た め の ・xal 。 acetate か ら phos−

phoeno】p）
（ uvate を生 成す る 反 応に 寄与 して い る と考

えられ た．1°T・1°s》

　phosphQenolpyruvate　 carboxylase 遺伝子を含むハ

イ ブ リ ッ ドプ ラ ス ミ ド を 保持 し た Eschen
’
chia 　 coli

K −12 の 当該酵素を 簡単迅速 に 精製す る 方法を 検討 し

た．硫 安塩 析処理 して 得 た粗酵素を ，
hexyl−Sepharose
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を用 い る hydrophobic ク ロ マ トに よ っ て 精製 し， 4

日間 に わ た る操作 で 1379 の 湿菌体 か ら 153mg の 純

酵素を得た （収率41％）．
塒 ｝

　glucoki胆 se 遺伝子 を 含む ハ イ ブ リッ ドプ ラ ス ミ ド

を保持した Eschericltia　coli 　B か ら 当該酵素を精製 し

た．本酵素は分子量49 ，
　OOOで ， 分子量 24

， 500の 2 個の

等しい サ ブユ ニ
ッ トから構成され，至it　pH 　9．　5 を 示

し，活性発現 に Ptfg：’ お よ び SH 基を 要求 した．な お，

本酵素 は，D ・glucose，　D
−mannose ，　D ・glucosamine お よ

び 2−deoxyO −
glucose の リン 酸化を ATP （ある い は

ITP ，　GTP ，　UTP な ど） の 存在下 に 触媒 した ・1tO ）

　担子 Ca　Coriolus　”dersicolor 　KY 　2912 の pyranose　ox
・

idaseを精製した，本酵素は分子量 220， 000で
， 分子量

68，0DOの均一な サ ブ ユ ニ
ッ トか ら構成さ れ，　 FAD を

含 ん で い た．至 適 pH 　6．2，至 適 温 度 50℃ で ，70℃

で 処 理 す る と失活 し，Ag ＋，　Cu2＋，　p・CMB に よ っ て 阻

害 された．m ｝

　Bacillus　pumilus　lFO 　12089 の transketolase 変異

株を用い て ， pyruvate とア ル デ ヒ ド類 と の ア シ ロ イ ン

型 縮合反 応を調 べ た．gly¢ 。laldehyde，　 D ・erythr 。se お

よ び D ・threose か らの 反応生成物はそ れ ぞ れ 1・deoxy −

erythrulese ，1−deoxy凾D ・fructoseお よ び 1・deoxy−D 凾sor −

bose （副成物 1−deoxy・D・tagatose ）で あ っ た ．ま た
，

D −glyceraldehyde お よ びそ の L・体か らの 反応生成物

は 1−deoxyO − hreo−pentulose お よ び そ の L ・体で あ っ

た．な お，こ れ らの 酵素活性 は細菌 ， 放線菌，酵 母，

カ ビ な どの 微生物に 普遍 的 に 分布 して い t：・【H2’113〕

　GibbereUα　fujikuroiの apogalactose 　oxidase 　t．こ対

す る Cu2←
の 影 響を 調 べ た ．当該酵素を 20〜80　mM

の CuSO ， と 20〜60　rnin 接触 させ る と ポ ロ 酵素に 転

換 し，そ の転換率 は Cu2 ＋

量 の 対数に比 例 した．こ の

現象は Cu2＋

濃度の 定量 に 利用 で きた．　 114）

　Euglena 　gracilis　S　M −ZK の NADPt 依存 malate

dehydrogenaseを 調べ た．当該酵素 の 総 活性の 14％は

ミ トコ ン ド リヤ （intermembrane 　 space 　（IMS ）画分 と

matrix （M ＞画 分） に 認 め られ た．　 IMS 画分 の 酵素は

至 適 pH 　6．3
， 至適温度 40℃ で ，活性化 エ ネル ギー

は 3．7　Kcal／mo1
，
　Km 値 は 1．4× 10−s　M （oxaloacetate ＞

お よ び 3．5× 10−5M （NADPH ）で あ っ た．ま た ，
　 M

画分の 酵素 の Km 値 は 3．7× 10
’5M

（oxaloacetate ）お

よ び 6．6× 10’sM （NADPH ）で あ っ た．11s）

　アσ 8 躍1醐 ン’8 ∫ 脚 ％oガ の is。 citrate 　lyaseを精製した．

本酵素 は分子量 24Q，OOOで ，分子量 60，000の 均
一な サ

ブ ユ ニ ッ hか ら構成 され ， 至 適 pH 　7．2，至 適 温度 37

℃ で ，
Mg2 ＋

（ま た は Mn2 ＋

） に よ っ て 活性化され，

threo ・Ds（＋）
−isocitrateに対す る Km 値は 1・8× 10’5M

で あった．な お ， 本活性 は α ・keto91utarate 　 iこよ っ て

完 全 に ， pyruvate や oxal ・ acetate な ど に よ っ て 部分

的 に 阻害 さ れた が，citrate の 影響は受けな か っ た．116〕

7−9 抗生物質お よび生物活性物質関連酵素

　Zlsclzericliia　 coii 　IFO 　13500の peniciliin　G （PG ）高

感受性変 異 株 AS 　2 株の penicillin　acylase 活性 を 調 べ

た．PG に よ る本変異株の 最少生育阻 止濃度 は 611U ／

ml で ， 親株 の 約 2／15で あり，
　 PG に対する見掛けの

IUm 値 は 5．OX10 −3
　M で，親株 の 約1／3で あ っ t；・　 u7 ）

　Humicola 　sp ，　ATCC 　20620 の rifamycin 　oxidase 生

産 に 対する pH と glucose 濃度 を 調べ た．　 glucose濃

度 は 60　9／1 以 上 で も酵 素生 産 に は影 響 を 与 え な か っ

た が，培地 pH は正 確 に 制御する 必 要 が あ っ た・培地

を pH 　7．0 に 維持 した場合 に 最大生育速度 （O．　24　h
”i
）

が得 られ ， 無制御 の 場合は 0．19h“L で あ っ た．た だ

し，酵素生産 に は培地 を pH 　8．　0 に 維持す る 必 要が あ

っ た．LIS ）

　原生動物 Crithidia　fasciculataの fo］ate ・hydrolyzing

enzyme を精製 した．本酵素は分子量200，　OOOで ，分子

量 51，000の 等 しい 4 個 の サ ブ ユ ニ
ッ トか ら構成 さ れ，

至 適 pH 　7．0 で ，2−mercaptoethano1 ，　P −CMB ，キ レ

ー
ト試薬，Hg2 ＋ な どの 二 価重金属イオ ン，　 pyrepltes

−

phat∈ な ど に よ っ て 阻害 され た，　 felEteの 他 に metho −

trexate，　amin 。pterin ，P・amin 。benzylglutamate に も作

用 し，そ れ らに対す る ？V
”
． 値はそ れぞ れ L3 × 10−4M ，

4．6× 10喝 M
，
4．　0 × 10−4　M お よ び 4，3× 10”4M で あ っ

た が，2H −fo］ate や 4H −folateに は作用 しな か っ た．

また，本酵素 は　carbobenzoxydipeptide （Z・Phe．Ala，

Z −Gly−Tyr ）や carbobenzexy −L−amino 　 acid （Ze−Phe ，

Z −Gly）などに も作用 した．Ijg’120》

　biotinを 単
一

炭素源 と して 生育す る細菌を 検索 し，
MrcoPlana 　sp ．　n 。．166 株を選択 した．本菌は biotinに

よ っ て 誘導 され る bi。tinyl−CoA 　 synthetase 活性を示

し，こ れ は biotin，　ATP ，　CoA，　Mg2 ＋ を必要 と した．121）

7−10 その 他

　五プ ω 伽 ‘α carotOvora の exOpOlygalaetUrenate 】アaSe

を修飾架橋ペ ク チ ン 酸を用 い て 効率よ く精製した （収

率43％）．本酵素 は分子量76 ，
　OOOで ，　 Na ＋ ICよ っ て 強

力 に 活性化 され，EDTA （1　mM ）に よ っ て 完全 に 阻 害

され，こ の 阻害 は EDAT の 除去 に よ っ て 完全 に 回復
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した．ま た ， 他 の p。lyamin。　carb 。 nate 類も阻害効果

を示 したが，
triethylenetetramine だ け は促進効果を示

した．こ れ らの 阻 害は キ レ
ー

ト試薬 と酵素分 子 との 直

接結合 に よ っ て 起 こ る もの と考え られた．122’］23》

　Erwinia 　cav −otowora の endo −pectatelyaseの 4 種の

ア イ ソザ イ ム （PATE −1
，

・II，・III，・IV 丿 を精製 した，

分子量 は 28
，
000 （1 お よ び III），32

，
　OOO（II）および

33
，
　OOO （IV）， 至 適 pH は 9．3 （II），9．5 （IV＞およ び9，7

（1お よ び III）， 等電 点 は と もに pH 　IO〜11 の 範 囲で

あ っ た ，な お，至 適 Ca2＋
濃度，　 Km 値および Vmax

は い ずれ の ア イ ソ ザ イ ム もほぼ 同程 度 で あ っ た．124）

　 Trichoderina　lon8ibracJtiatzaniの β
一transglycosylase

を用 い て cellopentaose か ら水溶性 glucan を合成 し，

本酵素 の 作用 機作 を 調べ た・生成 glucan の 分析の

結果か ら，本酵素は β一1，4・gluceside 結合を特異的か

つ 高度 に 伸長 させ る 作 用 を 持 つ
一

種 の dismutase と考

えられた．i25 ，

　A8robacterium　radiobacter 　lFO 　12665b1 （A 菌）お

よ び RhisobiumPhaseoliAHUI133 （R 菌） の 顆 粒 区

分を用 い て ，UDP ・D ・i4C ・gluc。 se か ら （1→ 2）一βo −glu−

can を 合成 した．生成 glucan は全 て （1 → 2 ）結合

で ，環構造を持 ち ， 重合度17以上の 混合物で あ っ た．

な お，両菌の 活性 は い ず れも Mn2 ＋

を 要求 し，至 適

pH 　7．5〜8．0 で ，　 UDP −D ・i4C −glucoseに 対する Km 値

は 5．OXIO −sM （A 菌）および 3．3XIO −sM （R 菌）で

あ っ た．126，

　 cyclodextrin （CD ）glucanotransferase（CGTase ）活

性の 強力な微生物と して Bacillus　sp ．　HA3 −3−2 を 検

索 した・本菌の CGTase は至適 pH 　6．　O
， 至 適 温度 55

℃ で ，生産 され る CD は 主 に β型 で あ っ た．127）

　 Leerconostoc　 mesenteroides 　NRRL 　B 　1416 の dex．

transucrase を 精製 した ．本酵素は dextranの 添加 に

よ っ て 5．2 倍に 活性化 され ，同 基 質濃度 を 変化 させ た

ときの 逆数 プ ロ ッ トは二 相性 を示 した ．ま た ，
Km 値

は 8・6× 10−6M か ら Ll × 10−4　M へ ，　Hil1 係数 は

n ＝O．44 か ら n ＝＝・1．02 へ と変化 した．こ れ らの 結果 は

基質 の sucrose とdextran に 対応 す る 2個 の 基 質結合

部位 の 存在を示 した．　t28，

　微生物の酵素を用 い た GDP ・レ fucose の 効率的調製

法を検討 した ．乾燥パ ン酵母を 用 い て GMP か ら glu・

cose ，　Pi お よ び Mg2 ＋
の 存在下 に GDP ・mannose を 調

製 し，続 い て ・49V・obacten ’
zam 　radiobacter の 部分精製

酵素を用 い て ，
NADPH 存在下 に GDP −fucoseへ 変

換 した．129冫

　酸素感受性水素細菌 N34 株 は O ・40％ 下 に 平板培

養する と，2〜 3日後に 小型 白色 コ ロ ニ
ー

（SW ）を 形

成 し， 5 〜 6 日後 に は一
部が 大 型 黄色 コ ロ ニ ー

（LY ）

に変化 した．SW の hydrogenase 活性は LY の 約1／5

で あっ た．また，両者を 0240％ 下に 液体培養す る と，

SW は エ00　h 以上 の 遅滞を 示 した が LY で はほ とん ど

認 め られず ，
SW は酸素感受性，　 LY は酸素耐性 で あ

っ た ．1s °，

　 BrevibacXei’ittm　 a ” t71tonia8e7ies の urease を精製 し

た．本酵素は 分子量 200， 000で ，分子量 67，000の 等 し

い 3個 の サ ブ ユ ニ
ッ トから構成され ， 等電点 は pH 　4．ユ

，

N 末端お よ び C 末端 ア ミ ノ 酸 はそ れぞ れ Met お よ び

Leu で ，サ ブユ ニ
ッ ト当たり1g 原子の Ni を含ん で

い た．本酵素活性 は至 適 pH 　7．0，至適温度 65℃ で，

Hg2 ＋，　Cu2＋，　p −CMB お よび hydroxyurea に よ っ て 阻

害 さ れ た．13D

　GIzaconobacter属 の 43菌株にお ける NADP 依葎

glucose・6−phosphate　dehyd【Qgenase な ど 6種 の 酵素

を 電気泳動的 に 比較 した と こ ろ ，
こ れ らの 菌株 は 2 群

に大別 され た．第 1群は DNA の guanine−plus・cyte ・

sine 含量 が 高く （58．1〜62．8mol ％），第 2群は 同含

量 が低 か っ た （54．　2〜 57．6mol ％）．な お，第 2 群中の

1 菌株 G．　cerinus 　sp ．　nov ．を 新種と して 独立させ ，記

載 した．：32｝

　Pseudomonas 　maltePhilia の 2 種 の biovar（1 は me ．

thionine を要求 し ，
　 II は 要求せ ず ）に お け る 6 種 の 酵

素を電気泳動的に比較した と こ ろ ， 2 群 に 大別 された．
bi。 var 　1 の中の 18菌株は第 1 群に ，　 biQvar　I の 2菌株

と biovar　II の 7 菌株 は 第 2 群 に 属 しrl・　13s ，

　固定化酵素 に 関 して は 『単位操作 ・動力学』 の項 も
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BaCt71u∫　stearat 　lierrn　oPhilu ∫ の 産生す る本酵素を

固定化する

菌体また は酵素を蛋白質，多糖類， 合成樹脂を組

合せ ，コ ロ イ ド ミル で 繊維化ま た は顆粒化する

グ リク ロ ノ グ リコ サ ア ミ ノ グ リカ ン ・ピ ア ル ウ ロ

ネート。リァ
ーゼ の 精製

本酵素生 産菌を重合リ ン 酸で 処理 し固定化す る

可溶性 コ ラ
ー

ゲ ン 中 に 分散さ れ た酵素の 固定化

StrePtomycesre，菌の 産生する非特異性本酵素を陰
イ オ ン 交換基樹脂 に吸着固定化す る

Clo∫tridiutn 　 tli．er ” ioaceticum の 産生す る本酵素

を固定化する

粗製本酵素を多糖類の ビ
ーズ 状ゲ ル に 吸着 ， 溶出

さ せ精製する

粗製本酵素を ア リル デ キ ス トラ ン ゲ ル に よりゲ ル

ロ 過 し精製す る

．4！‘a 〜tkenes 属菌，　 Brevibacteriu〃嘱 菌 ，
・4 ‘iアz6 ’o 凾

bacter属 菌 の 産生する本酵素

Alcaizlrenes　re菌 ，
　 Breevibacterium属菌，　 Acineto・

bacter属菌の 産 生す る本酵素と定量法

c・rynebacterium 属菌 の産生する本酵素

放線菌の 菌体を熱処理 し， 凍結解凍後，
ぜ ラ チ ン

グル タ ル ア ル デ ヒ ドで 固定化す る

水分散型 高分子重合体粒子に酵素をイオ ン結合 し

固定化す る

本酵素をケ イ酸塩ガ ラ ス 質に 吸着固定化す る

Acinetobacter属菌の 産 生す る本酵素

水分散型高分子重合体粒子に 酵素が イ オ ン 結合 に

よ っ て 固 定化す る

一4cremonium 属菌の 産生す る本酵素

コ ラ
ー

ゲ ン
， 多糖類か らな る成型物 に 生物活性物

質 を 固定化す る

酵素， 菌体，オ ル ガ ネ ラ 等を 微粒子担体に 固定化
す る

第
一

級 ア ミノ 基 を有す る可溶性 の 酵素 を 反 応性重

合体に 結合させ た不溶性酵素

酵素または菌体を固型有機重合体中に 固定化す る

塩基性 ア ニ オ ン 交換綜維に 菌体を吸着させ る

プル ラ ン と二 官能性物質 との 親水性ゲ ル に酵素を

固定化する

酵 素 溶 液 を 活 性化 され た 多孔性限 外源過膜 に 結合
させ た ， 膜 フ ィ ル ターの 製造法

細菌の 菌体を ア ク リル ァ ミ ドゲル に包括固定化後

有機溶媒又 は界面活性剤で 活性を 発現す る

マ ク ロ 多孔型両性イ オ ン 交換樹脂 よ りな る 酵素固

定化用 担体お よ び そ の 製造法
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