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7．　 酵 素

Enzymes

7−1　糖関連力07X分解酵素

　 アー1弓 　 ア ミラーゼ

　Bac ：71us　acidocaldarius 　A ・2 の生産する菌体外 α
一

am ア1ase の 分子量 ，
　 Um 値 ， 反応 の 最適温度 お よ び

pH は おの おの 66，000，1，6mg 　stareh ／ml ，70℃ お

よ び 3，5 で あ っ た．本酵素は，pH 　2，0，70℃
， および

pH 　4．5
，
90℃ で 30分間基質非存在下で 放置後に お い て，

お の お の 70％ および 90％以上の 残存活性 を 示 した．1｝

Bacilgus属細菌 に よ る amylase 生産 と D ・cyeloserine

耐性 の 間に は 高 い 相 関性が認められる．Bacillus

acidcaldarias 　A −2 お よ び Bacillus　stearothermoPhilus

B −70 の 耐性を段階的 に 増強する こ とによりお の お の

の arnylase 生産能を10倍以上 に まで 改良 した．2，

　AsPergillus　sp ．　 N ・2 は ， 液体 お よ び 固体培養に お

い て 菌体外 gluc。amy 工ase を生産 した ．本菌株の 培養

ろ 液は pH 　2．　0，55℃ に お い て 強い glucoamylase 活

性を示 し ， 高濃度 の キ ャ ッ サ バ 生 デ ン プ ン を消化した．

本酵素活性を ，
DEAE ・Sephacel カ ラム ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ーに よ り4 画分 に 分画 し， 各画分の 諸性質を検討

した．3｝

　Cep・ticium 　rolfsii 　AHU 　9627 は，強力な生 デ ン プ ン

糖化力を有す る 菌体外 amylase を 生 産 した，4〕 本菌株

は，最適培養条件 で培養する とき，培養上澄液の活性

と して 801U ／ml （測定条件 ： pH 　4．　0，40℃ ）を示 した ，

本菌株 の 培養ろ液 の 生 デ ン プ ン 糖化の 最 適 pH は 4．　O，

最適 温度は 65℃ で あ り， 耐熱性 ， 耐酸性 に 優れ ，高

濃度の 生デ ン プ ン 懸濁液中で 反 応 は速や か に 進行 し

た，s，

　バ レ イ シ ョ デ ン プ ン と epichlorohydrin との 架橋度

一〇．6〜7．1 の 架橋 バ レ イ シ ョ デ ン プン は，Bacillecs

ciレealans 　F・2 の amylase 誘導に 対して 極 め て 有効な

炭素源で あ っ た．fi｝

　rehigoPas属，オ 砂即 8〃 π ∫ 属 および Saccharo〃り・ces

属由来 の 3種 の glucoamylase の 全体の ア ミ ノ 酸配列

の 相同性 は25〜36％ で あり，4 個所に 相同性の 高い 領

域 が あ っ た・Rhizopus 属 と AsPergillws 属の glUCO
−

amylase は近 縁 で あ っ た．さ らに glucoamy 】ase の 構

造と機能の 関係を ア ミノ 酸配列の 比較 ， 予想 二 次梼造

お よび ハ イ ドロ パ シ
ー

に 基づ い て 議論 した．7）

　RhizePus属の gluceamylase 遺伝子を ク ロ
ーニ ン

グ した 酵母 の 生産 す る組み換え glucoamylase は，

RltizePus 属の 生産する gluc。amylase よ りも優れた

生デ ン プ ン 分解能 を示 しtc．　8，

　ユ・deoxynojirimycinと 可 溶 性デ ン プ ン に 細菌糖化

型 amylase を作用させ
： 8種の amylase 　 inhibitor

（glucose）n ・1−deoxyn 。jirimycinを単離した．本 inhi・

bitorの glucose 残基間の 結合お よ び 1・deoxynojiri・

mycin と glucose 間の 結合 は α
一1

，
4 結合 で あ っ た．

こ れ らの inhibitorは ， 構成す る gluc。se 残基の 数に

応 じて 阻害する amyIase を異 に した．9）

　Bacillus　 circulans 　F2 の amylase は ，
　 guanine

nucleoside また は guanine　nucleotide に よりそ の 活牲

が 阻害 され た．GMP は ユ，2 お よ び 10　mM で，本酵

素を 68 ， 80お よ び96％ 阻 害 した．GMP の 阻害効 果 は

可 逆的で あ り ， 非拮抗型 阻害で あ っ た・ブ タ膵臓 α
一

amylase
，
　Bacillus　subtilis の液化型 α

一amylase お よび

Rhigopus　 niveus の glucoamylase は GMP に よ っ て

ほ とん ど阻害 され な か っ た．「o）

　 アー1−・2a ・グ ル コ シ ダーゼ

　Bacillus　 cereus 　NY ・14 の ceU −bound α
・glucosidase

I ， ll生産 の inducer は maltOse で あ り， そ の 必要

最少濃度はO．　05％ で あ っ た．11）

　7−1−3 イ ン ベ ル ターゼ

　Brewibacteriuin　dirdat・icatτtm 　NRRL 　B ・2321 の 細胞

抽 出液 よ り精製した invertaseの 分子量は92、OOOで あ

り，最 適 反 応 pH お よび 温 度 はそ れ ぞれ 6．8 お よび

40℃ で あ っ た．本酵素 は sucrose に 特異的で あり，

SUCTose に 対す る Km 値 は 0・ユ9M で あ っ た．本酵棄

は，そ の 活性 に 対 して phesphate ま た は arsenate 　ion

を 必要 と し ，
Cu ＋

，
　Cu2 ＋

お よ び SH 試薬に よ り阻害

された．12，

　7−1−4a ・フ コ シ ダーゼ

　∫μ∫σγ彪 〃軍 oxysParum は，　 gluc。se 培地で 培養 した

後，そ の 菌体を レ fUCDse の みを含む誘導培地 に再懸

濁する と ，
α
一L・fucosidaseを 生産 した．本酵素は ， 分

子量 ca ・75，　OOO の 糖 タ ン パ ク で あ り， 至 適 pH は

4．5〜6．　D
， 安定 pH は 5．5〜 ユ0．0 で あ っ た。本酵素

は他 の 微生物起源の 酵素と異なり， p−nitrephenyl 　a ・L ・
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fUCQsideを分解し，ブタ 胃の mucin などか らも L ・

fucoseを遊離 した．エ3）

　 7−1−5 α
一
レ ラム ノ シダ

ー
ゼ

　 α
一L・rhamnosidase の 基 質特異性を調 べ る た め に，

benzyl　3・O−a −L−rhamnopyranosyl 一
β
・L ・arabinopyranQ ・

side と methy15
−0一α

一L−rhamnopyranosyl 一
α
一L−arabi −

nofuranoside の 合成を行 っ た．　t4，

　 7−1−6 β一D 一ガ ラ ク トシダーゼ

　glucose を炭素源として 生育 した ヒ ト由来 bifide−

bacteriaの 無細胞抽出液中 に は，各種 の glycosidase

活性が 認め られた．Bijidobacteriscm　lonsum 　 401 の

無細胞抽出液 よ りβ
一D ・galact。 sidase を精製 した．本酵

素 は，1act・se よりも 1actuloseに 対して 高 い 活性を示

す こ と，培養時 の 炭素源に よ っ て 酵素生産性が 顕著

な 影響を受けな い，な どの 点 で他 の 細菌由来 の β一D ・

galactesidaseと異 な っ て い た．15）

　 Escherichia　 coli の β
一galactosidaseの 総生産と菌体

外放出は ， glycine，　g］ycylglycine，　glycine　rnethy1 　ester

お よ び glycine　ethyl　ester の 添加培養を行 うこ とに よ

り促進 され た．IS，

　 7−1−7 β・グル コ シ ダ
ー

ゼ

　Bijidobaclerizam　bi’eve 　203 の 無細胞抽出液よ りβ
一D ’

glucosidase　Iお よ び n を精製 した．分子量 ca ，96，　OOO

の 1は p・nitr 。phenyl （p・NP ＞β・D −fucoside水解活性を

示 した が，分子 量 ca ．450
，
　OOO の llは そ の 活性を示 さ

なか っ た．1お よ び 且は温度お よ び pH に 対する安定

性が 異 な り， また 1は p・NP β一D−glucosideに 対する活

性を100と した とき，laminaribiose
，
　cellobiose お よ び

gentiobieseに対 して 53，34およ び 3％の 活性を，9 は

53， 6およ び 107％ の 活性 を示 した． 1の p −NP β
・D ・

fucosideを基質とす る反 応 は，　 glucose などの 単糖の

添加 に よ り活性化 した が ， p・NP β・D ・glucosideを基質

とした ときに は影響を受けなか っ た，一
方， E の p・

NP β・D ・glucoside に 対す る活性は同
一

条件下で 強く阻

害 され た．　tT）

　StrePtomyces　sp ・W ユ9−1 の培養ろ液 か ら，β一91uco・

sidase 　 L　 H，皿を精製 した．β一glucosidase皿 の 等電

点 は pH 　4．　5
， 分子量は 45

，
　OOO であり ， 至適反応条件

は pH 　6．　O，60℃ で あ っ た．本酵素は β
・グル コ ニ 糖類

お よび epiceli 。biose に 作用 して gentiobiese を ，

phen 。1icβ
一D −gluc。 side に作用 して 未同定の 転移生成

物を生成 した．本酵素 に よ る　laminaribiose か らの

gentiobioseの 生成機構は ， 糸状菌 α
一
91ucosidase の

転移反応機構と 同様で ある と推測さ れた．le＞

　 Scytalidium　lignico／a　CD −48 の β一glucosidaseを

chitosan を担体 と して glutaraldehydeで 固定化 した．

本固定化酵素は，pH 　3〜6 の 範囲で free　enz ｝rrne より

安定 で あり，
50℃

， 70時間前後 で も ca ．70％ の 活性を

保持して い た．p−nitr 。pheny］ β
・D −glucopyranosideに

対する ー m 値 は，free　enzyme で 2× 10−4　M ，固定化

酵素で 5．　5× 10”4M で あ っ た，本固定化酵素は，4 回

繰り返 し使用後も活性を低下しなか っ た．19）

　 ア
ー1−8 セル ラーゼ

　Rebz71arda　sp ．　Y ・20 の CM ・cellulose 分解活性の 強

い 粗酵素液は，酸処理 cellUlose に 対して 高い 分解率

を示 した．さ らに本酵素液は ， 農産廃棄物系 cellul 。 se

を分解 し，稲 ワ ラに対して最も高い分解率を示した．2°）

　Penicillium属 の 1菌株 の 生産す る cellUlase の 1成

分，cellulese 　1
，
4一β・cellobi 。 sidase （EC 　3

，
2

，
1

，
91）を

精製した．本酵素は，分子量 52，000 の糖タ ン パ ク質

で あり，最適 pH は 4．0 付近 ， 最適温度は 60℃ で

あ っ た ．本 酵素 は ， pH 　3．0〜10．0 の 範囲で 6℃ で 48

時間放置， お よ び 60℃ で 10分間加熱して も安定で あ

っ た・本酵素によ る Avicel の 分解産物は，ほとんど

cellobiose で あ っ た が ，
　 g］ucose も微量生成 した。zP

　Penicillt
’
um 　PurPurogenum　 P ・26 の 培養上 澄液 か

ら，2種 の Avicel分解型 cellulase （enzyme 　 I およ

び enzyme 　 E ）を精製 した．　 enzyme 　 I お よび H は糖

タ ン パ ク 質で あ り， そ の 分子量 はゲ ル ろ過 に よ りそ れ

ぞ れ 84，　OOO お よび 64，000 と推定した．　 enzyme 　 I

およ び 且 は，そ の 作用機構 の 解析よ り 1
，
4・β一D ・glucan

ce11。biohydrolaseと考え た が，両者 の 作用様式に は差

異を認 めた．22，

　 ・Peniciilium　 PurPurogenum　 P −26 が 生産す る 2 種

の endo 型 cellulase ，　 CMCase　 Iと llを 精製 した．

CMCase 　Iと llの 分子量 （ゲ ル ろ過法） はそ れぞ れ

72，　OOO お よ び 50，000，等電点 は 4，3 およ び 3．9 と

推定 さ れ，ca ・12％お よび 8％ の 糖を含む糖タ ン パ ク質

で あ っ た．両酵素に よる cellopentaose からの 生成物

は上向変旋光を示 し，carb 。 xymethyl 　cellul 。se の 他 に

セ ロ オ リゴ 糖，リ ン 酸膨潤 cel］ulOse ，　 Avicelな どに 対

して endQ 型 に 作用した が，　 caTbox
｝
・methyl 　 cellu1 。 se

水解 に 際 し，CMCase ロ は 1 に 比ベ ラ ン ダム 水解度

が高 か っ た．しかし両酵素を混合して Avice1 に 作用

させ て も相剰効果 は認 め られ な か っ た．23 ）

　AsPer8z71ers　terreus 　ATCC 　52430 お よ びそ の 変異

株 UNG 　1・40の 生 産 する β・glucosidase，　exoglucanase

お よ び 2 種 類 の endoglucanase を 分離，精製 した ．こ
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れ らの 酵素 は，不溶性 ce ］lu工ose の 分解 に お い て 相剰的

に作用 した．24）

　「ricoalerma 　 viride の 生 産 す る cellulase を cya ・

nogen 　bromide に よ っ て 活性化した Sepharose　CL −

6B に 固定化 した とこ ろ ， 担体 1g 当たり最高 12mg

の 酵素タ ン パ ク を固定で きた．この 固定化 cellulase の

性質を native 　 cellulase と比較 し，バ イ オ リア クタ
ー

へ の 応用を検討した，25 ）

　7−1−9 イ ヌ リナーゼ

　relttpaeram／ces 　marxianus 　UCD （FST ）5582 に ょ

る inulinase（β一fructan・fructan。hydr。lase）の生産条件

を 検討 した．さらに同酵母を固定化細胞 と して ，inulin

より果糖シ ロ
ッ プを反 応 槽中で 生 産 する た め の 予備研

究を行 っ た．2S）

　アー1−10　ガラ クタナ
ー

ゼ

　Penici？lizam　 citrinum の 生 産 す る end 。
−1，4・β一D ・

galactanase の o −nitropheny1 ・
β・D −galactopyranoside

（ONPG ）に 対する作用 に つ い て 検討 した．本酵素反応

に お い て は，水解速度の遅 い ONPG から，転移反 応

に よ り，水解 され や す い オ リゴ 糖 が生成するた め に ，

誘導期の 後 ， 急速 な o −n 三trophen 。1 の遊離が進行す る

と推定 した．27）

　 7−1−11 キシ ラ ナーゼ

　好 ア ル カ リtt　Bacillus　sp ．　C ・125 由来 の xylanase 　A

遺伝子をプ ラス ミ ド pBR 　322 の 躍 磁 皿 部位に ク ロ

ー
ン 化し，プ ラス ミ ド pCX 　311 を 得た．　pCX 　311 を

保 持 した Escherichia　 coli 　HB101 は，　 Bacillus　sp ．

C一工25 よりも大量の xylanase を約1／3の 時間で 菌体外

に生産 した．本酵素の 生産 は Na ＋
を要 求 し，

　glucose

に よ り強く阻害さ れ た．2S｝

　中温お よ び高温メ タ ン ス ラ ッ ジよ り，強い xylan 分

解能を有する嫌気性細菌4 株 を 分離 した ．中温 菌 X −4

株は Clostndium 　 sPhenoides の ユ株 で あり，高温菌
XY −6

，　 XY ・10 お よ び XY −23 株 は酪酸発酵菌で あ っ

た．高温菌 3株は い ずれも菌体結合型 xylanase を有

して い る点で 中温菌 X −4 株 と異 な り，X ・4 株 お よ び

XY −6 株の β
一xylosidase は菌体結合型で ある と推定し

た．29，

　AsPergz71us　terreus 　A −07 の 培養上澄 か ら β一1，3・

xylanase 活性を有する 6画分を精製した．こ れら画分
の 分子量，至適 pH お よび至適温度は異な っ て いた．

6種類 の β
一1，3−xylanase は，い ずれも endo ・type の

酵素で あ っ た．30）

　Rhodymenia 　 Palmata　よ り　rhodymenan 　（β・1，
4

お よ び β一1，
3 結合 xy 王an ）を調製 し，　 AsPergt71us

Xeri’eus 　A ・07 の β・ユ，3・xylanase ，放線菌 E −86 の

β
一1，4・xylanase お よ び Malbrancheaの β・xylosidase

を作用させ て
， 分解生成物の 分析を行 っ た結果か ら，

rh 。dymenan の 構造を推定しtt．　3A》

　AsPergillus　fumigatusの菌体外 β
一xy1 。 sidase お よ

び β
一
gluc。sidase を精製した．両酵素標品は ， 分子量

360，000 と 380，000 の 4量体で あり， 等電 点 は5．4と

4・5で あ っ た・P −nitr 。phenyl・β一xyleside （PNPX ）を 基

質 とす る β・xyl 。sidase の 最適 温度は 75℃
，
　 P・nitT 。

−

pheny1・β一glucoside（PNPG ）を 基質とす る β一gluco−

sidase の 最適温 度 は 65℃ で あ り ， 両酵素 の 最 fi　pH
は 4．5 で あ っ た．両酵素活性 は Fe3＋，　 Cu2 ＋

，
　Hg2 ＋

，

SDS ，PCMB で 阻害され た．β一xyIosidase の PNPX と

xylobiose に 対す る Km 値 は 2mM と 23．8mM で

あり，β
一glucosidaseの PNPG

，
　 gentiobioseお よ び

cellobiose に 対す る Km 値は ユ．4mM ，11，4mM お よ

び 24．8mM で あ っ た．綿実粕を爆 砕 処理 して 調製 し

た キ シ ロ オ リゴ糖 （全糖 150g ／1）に A ．　fumzgatusの

粗酵素 （β
一xylosidase と xylanase 含有）を 55℃ ，

pH 　4・5 で 作用 させ，　 xy1 。se 　1609／1 を得た．32）

　7−1−12 ペ クチナーゼ

　Erwinia　 caroio
’
vora 　 GIR 　 1044 の endo −pectate

lyaseの 生産は，誘導 炭素源 の pectinを 用い て 培養 し

た後，構成炭素源 で 培養する 2 段階培養を行うとき増

大 した．33）

　AsPergillus　 alleaceUS の 植物 マ セ レ
ー

シ ョ ン 用

pectinase （市販品名，　 Rohament 　 P，　 RP ） は endo ・

polygalacturonaseに 富み，ニ ン ジ ン や セ ロ リの 組織を

柔らかくし ， 細胞を遊離 させた。RP 酵素を高濃度で

作用 させ た場合に は， こ れ らの 組織を 液化 した． RP

酵素の 液化作用 は標品中に 存在す る cellulase に よ る

こ とが 明らか とな っ た．34）

　AsPergil2fts　 nike2
・35・1 カ・ ら得た ende ・polygalac−

turonase 　I，　矼　（endo ・PG 　I，
　 R）と　exo ・polygalac・

turonase （exo −PG 　 I， ff），お よ び AsPer 　rillus　or γzae

A ・3 か ら得た pectinesterase 　 I （PE　I）を用 い て，

リン ゴ 果汁清澄化 と protopectinに 対する 作用 を検討

した．endQ −PG 　U と exo −PG 　I お よ び H は果汁清澄

作用 は な く， endo −PG 　I と PE　I に 果汁清澄作用 が

あ り， 両者の 共存下 で の み果汁清澄化 は 起 こ っ た．

endo −PG 工 お よ if　llは protopectin に 対 して 高 い 吸

着能を有して おり，
endo −PG 工 は endG ・PG 　n よ り

も pret ・pectin分解能が高か っ た．3昏）
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7−−2 プ ロ テ ア
ーゼ

　Rhizoctonia　solani の 生産する市販酵母溶解酵素 キ

タ ラ
ー

ゼ に より酵母溶解活性を有す る プ ロ テ ァーゼ を

精製 した．分子 量 は 14，000 で ， 生酵母菌体な らびに調

製酵母細胞壁 に対 し単独で も溶解活性を 有 し， β・（1→

3）・グル カ ナ
ー

ゼ と同様 の 活性を示 した．こ の こ とは酵

母細胞壁 の グル カ ン 層 に タ ン パ ク層 が組み込まれて い

る こ とを示唆す る．36〕

　カ イ コ 消化液から3種類の プ ロ テ ア
ー

ゼ （P・1，
P・

ll，　P ・皿）を分離 し，　 Bacillers　lkurin8iensis 　 subsp ・

kurstaki　HD −1 株の 産生す る 2種の 結晶体毒素 （ひ し

形 およ び立方体）に 対する作用を調べ た．い ずれの プ

ロ テ ア
ーゼ もひ し形毒素を可 溶化 した が，P一皿 が 最も

高 く， 合成基質に対する作用か らキモ ト リプ シ ン型 の

プ ロ テ ア
ー

ゼ で あ っ た ， 立 方体毒素 は い ずれ の プ ロ テ

ア
ー

ゼ に よ っ て も可溶化 され な か っ た．37】

　AsPergz
’
llus　 e7）

，gae 　 IAM 　2640 は米糠液体培地 で

培養す る と 高分子型 の 酸性 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ
ー

ゼ

（CPase ）の み を生産 した．本酵素 は分子量 73　K の サ

ブ ユ ニ ッ トニ つ か ら成 る ダ イマ
ー

で TPCK ，　PMSF

に よ り阻害された が
，

IAA
，
　PCMB に よ っ て は阻害 さ

れなか っ た．低分子 型酸性 CPase　O ・1 と部分共通抗原

を有 して い た．a8）

　Scytalidiscm　 lignicolum　｝ま新規酸性 プ ロ テ ア
ー

ゼ

A・1，A ・2，　B の ほ かに 酸性プ ロ テ ア
ー

ゼ C を生産した．

本酵素は S・PI
，
　DAN に よ り活性阻害を受けな い こ

と， 分子量が 406
，
000 と大きい こ と ， カ ゼ イ ン ／ヘ モ

グ ロ ビ ン の 分解比が ほ ぼ等 しい こ と，α
・MAPI に よ っ

て 弱い 阻害を受け，MAPI と類似の 構造を持つ ペ プ チ

ド基質を 分解するこ とな どの 相違点が認められた．3M

さらに A −2 お よび C 酵素を 対象 に速度論的な 検討を

行 っ た．そ の結果 ，
こ れ らの 酵素 も酸性 プ ロ テ ァ

ー
ゼ

と同様に
， そ の 触媒反 応 に カ ル ボ キ シ ル 基 の 関与する

こ とが 示唆された．4a ｝

　砂 雄 勧 〆6 螂 の 凝乳酵素 （IR）と他 の 凝乳 酵素，仔

ウ シ キ モ シ ン （CR ），　 naUCOr　 miehei の 酵素 （MR ），

Endethia　Parasiticaの 酵素 （ER ）の 基質特異性 を 検討

した．こ れらの 凝乳酵素は種 々 の ペ プ チ ドホ ル モ ン に

対す る 基質特異性か ら，CR と MR の 属 す る特異性

の 厳密な グル ープ と，
IR と ER の 属す る比較的広い

特異性を 持つ グル
ープ に 分ける こ とがで きた．41）

　AsPergi
’
llUS　ka’diachii の 米麹か らカ ル ボ キ シ プ ロ テ

ァ
ー

ゼ を 精製 した．本酵素の 分子量 は 35
，
　OOO

， 等電点

は 3．9，最適温度 は 50℃ で あ っ た．ヘ モ グ ロ ビ ン を

基質と した とき，最適 pH は 2．　8’−3．　4 で，　pH 　2．2〜

6．4 で 安定 で あ っ た．セ リ ン 含量 が最 も多 く，DAN
，

EPNP お よ び SPI に よ っ て 阻害された．4：）

　 AsPergillus　saixoi の酸性 カ ル ボ キ シ ペ プチ ダ
ーゼ

を改良法に よ り高度 に精製 し，
そ の 性質 に つ い て 検討

した，本酵素は 72
，
000 の 同

一サ ブユ ニ ッ トか ら成 る

ダイ マ ーで あり， 蒸留水で透析し凍結乾燥した と こ ろ

98％ の 活性 が 保持 さ れて い た． こ の 凍結乾燥標品 は

4℃ で 保存す る と少 な くとも3年 は安定で あ っ た．43）

　 ハi・ cardia 　en
’
entalis の 生産する

“
D −peptidase　S

”

を

精製 した．分子量は 52，0GO，等電点 は 4．9 で あり，

D一ロ イ シ ル
ーD ・ロ イ シ ン の加水分解の最適 pH は 8．0〜

8．工，最適温度 は 36℃ ，ffm値は 0．21× 10−3M ，1皿 aX

値は 20．　72　mmo1 ／min ／mg であ っ た．　a4 》

本菌株 に よ

る 当該酵素の 生産 に は ， イ ンデ ュ
ーサーとして 疎水性

の D −，DL ・ア ミ ノ 酸また は D一ア ミ ノ 酸含有ペ プチ ドを

必要とし，22℃ で の 培養 が最 も効率的で あ っ た．45 ）

　 i4cromanas 　ipdraPhilaの培養液より2種類の エ ン

ド型プ ロ テ ア
ーゼ 1および llとア ミノ ペ プチダ

ーゼ を

精製した．分子量 は プ ロ テ ア
ーゼ 1 は約 40，eOO，　 H は

48，　OOO，ア ミノ ペ プ チ ダーゼ は 31
，
　OOO で あ っ た．両

エ ン ド型 プ ロ テ ア
ーゼ の最適 pH は 8．5，ア ミ ノ ペ プ

チダーゼ の 最適 pH はL ・Leu・p・NA を基質 とす る と

、8・0 で ， 後者 の 最適温度 は 70℃ で あ っ t：．46；

　 Scytalidizam　lignicolumの S・PI 非感受性酸性プ ロ

テ ア
ーゼ の 触媒残基を Zn但 ）・色素を指標 と して 調べ

た．本酵素の 活性部位 に は ペ プ シ ン な どの 従来 の 酵素

と 同様に ，
Zn（ll）一色素の 結合しうる 隣接 した 2個の カ

ル ボ キ シ ル 基 が 存在し，そ れらが触媒反応 に 関与す る

こ とが 示唆され ，
kinetics の デ

ー
タ ともよ く

一
致 し

た．47 ）

　 枯草菌 の 菌体内タ ンパ ク 性 プ ロ テ ア
ー

ゼ 阻害 剤 を

精製しそ の 性質を明 らか に した．本阻害剤 は分子量

ユ6
，
000

， 等電点 4．8 の モ ノ メ リッ ク タ ン パ クで ，シ ス

テ イ ン ，ヒ ス チ ジ ン 等を含まな い．微生物起源 の 多 く

の セ リン プ ロ テ ア
ー

ゼ を 阻害 したが，本菌 の 生産す る

膜結合酵素は全 く阻害を受けな か っ た．48） さ らに ，本

菌の 生産す る 3 種 の 細胞質 セ リン プ ロ テ ア
ー

ゼ （IP・

　1，
IP−E ，

　IP・M ）の う ち の 主 成分で あ る IP一工 に 対

す る 阻害機構に つ い て検討した．本阻害剤は菌体内で

主 として IP・1 の 活性調節 に 関与 し，こ れを不可 逆的

に 不活姓化する と推測した．49 ，

　 Achremabacter 　lyticusの 培養液 か らリシ ル ペ プチ

　ド結合を高い 特異性で 切 断す る pl　5。3 の プ ロ テ ァ
ー
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ゼ を精製 して ，プロ テ ア
ー

ゼ 1　 （pl　6．9）と比較 した．

分子量 ， 至 適 pH ，
　pH 安定性 な ど は両者 と もほ ぼ 同

じで あっ たが ， 等電点 ， ア ミノ 酸組成 ， 尿素に対する

抵抗性は全 く異 な っ て い た．　5D｝

　食用キ ノ コ
5‘
シ イ タ ケ

”
の 品質保全 を 目的 と し，そ

の貯蔵条件を検討した 結果 ， カ ル ボ キ シ ル プロ テ ァ ー

ゼ がそ の 胞子成熟 に 強 く関与す る こ とを 発見 した．5t｝

7−3　リパ ーゼ

　好熟性の カ ビ を土壌 か ら分離し，Humicoiα　lanugi−

Vtosa ・var ．餌 朗 π伽 α と同定 した ．本菌の 培養 ろ 液に は

2種類 の リパ ーゼ が 存在 した．52 ，

　RltigoPus　arrhizus の リパ ーゼ は ， 種 々 の 合成脂肪

族 ポ リエ ス テ ル お よ び 脂環 ポ リェ ス テ ル を加水分解 し

た．そ の分解性は ， 同系列で は低い 融点の ポ リエ ス テ

ル に高くな る 傾向があ っ た， ポ リア ミ ド・エ ス テ ル 共

重合体は，ア ミ ド含 量 の 増大お よび ア ミ ドブ ロ ッ クの

細分化に 伴い 分解性は低下 した．53，

　 リパ ーゼ に よ る 不斉水解 の 検索 を 行 い， Pseudo −

monas σ 8グ ％8勿 o∫σ，　 AsPer8illus ）tzller，　 Mueer 　 sp ・
，

RhizoPus　delemer
，
　RhizePus　7

’
aPonicus 起源の リパ ー

ゼ が （reS）−2−acylexy −prepy1　P・toluensUlf 。nate （1a丿お

よび 2−acyloxybutyl 　p・tOluenesUlfonate （1b）を立体 選

択的 に 水解 し，（S）−la，1b お よ び水解物 （刃）
−2・hydro−

xypropyl 　 P−te］uellesul 丘）nate と 2−hydrexybutyl　P−

teluenesUlfonate を与え た． な か で も P ．　aeruginosa

起源の リパ ー
ゼ は水解 速 度 ， 立 体選 択性 と もに 優 れて

い た．S4 ｝

　 ラセ ミ体 〔dl）−1・acyloxy −2・halo・1・phenylethanes は，

Pseudomonas 　 aerzaginosa お よ び　ChromObacterium

viscesunt 起源 の リパ ーゼ に よ り不斉水解 さ れ ，
　 R 体

の 残存基 質 お よ び （S）・2−halo・1・hydroxy ・1・pheny1・

ethan を100％ e・e・で与えた・s5）

　 Saccharem7coPsis　ltPolytitaの 培養液上澄か ら リパ

ーゼ ァ ク チ ベ ー
タ α ，β，γ を分離 した．ア クチ ベ ー

タ

γ の 活性 が最 も強 く，ア クチ ベ ー
タ βは 3，5・ジ ヒ ド

ロ キ シ ・7・テ ト ラ デ セ ン 酸 と 類 縁化合物 の 混 合物 で あ

っ た．56） こ れらの ア クチ ベ ータ は ， 本酵母が生産す る

リパ ーゼ の 反 応 を ，
C 。

2 ＋
の 存在下中性付近 で 活性化

した． ア ク チ ベ ー
タ と C。

2＋
の 役割 は，　 リパ ー

ゼ の

界面へ の 吸着牲を 制御す る こ とに あ っ た．ST’

7−4　細胞壁溶解酵素

　土壌 よ り分離 した Fla’dobacten
’
um 　 sp ．の 生産す る

endo 一
β
・IV・acetylglucesaminidase を精製 した．本酵素

の 分子量は 約 27，000・・−30，000 で ，dansyl・glyc。pepti・

des を基質 とした 反応の 至適 pH は 5〜6
， 安定 pH

は 5〜7 で あ っ た．ウ シ 膵臓 の リボ ヌ ク レ ア
ー

ゼ ，酵

母 イ ン ベ ル タ
ー

ゼ の 糖鎖 に作用 し，卵白ア ル ブ ミ ン の

糖鎖を未処理 の まま分解した．5S）

　 Rltizoctonia　 solani の 生 産す る endo一β・（1→ 3）・D ・

91ucanase　を　short
−
chain 　pachyman

−AHPSepharose

の ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ トな どを行 っ て 精製 した ．分

子量は 29，000，等電点は pH 　9．8 と推定 さ れ， 至 適

pH は 5．5 で，　 pH 　5〜8．5 そ して 50℃ 以下で 安定

で あ っ た．また こ の 酵素 は transglycosylase 活性 を有

して い た．59＞

　放線菌 W19 −1 株の 培養ろ液か ら β
一1，3−glucanase

を 精製 した．等電点 が pH 　3．　7
， 分子量 が 36

，
000 で

あ っ た．本酵素は Ca2＋

に よ り安定化さ れ ， ラ ミナ リ

ト リオース に作用 したが ， グ ル コ
ース ダイ マ ーに は作

用 しなか っ た，6ω

　 Rltizactenia　 selani の 生産 す る諸酵素 の うち ， ラ ミ

ナ リ ン の 分解に 関与する 酵素は 主に β一ユ，3・glucanase

と β一D ・gluc。sidase で あ っ た．また 菌体外 β一D・gluc。・

sidase の 産生 は バ リダマ イ シ ンの 添加で 大きく増加 し

た．51 ）

　 Fia’elobactert ’um 　 sp ．の住産す る　endo ・
β
一Pt・acetyl −

glucosaminidase に よ っ て糖鎖 を 除去 した inveτtase

に subtilisin を 作用 させ る と ，
　 native な invertaseの

場合に 比 べ て 速や か に 酵素活性が低下 し ， タ ン パ ク分

解が速く起 こ っ た．この 結果は ， 糖を含む酵素に お け

る糖鎖の 役割の
一

つ が，プ ロ テ ァ
ー

ゼ に対す る防御で

ある こ とを 示す．62 ’

　 ？VeuresPora　crassa 　IFO −6068 と野生株 の 細胞壁よ り，

1，3−9工ucanase 　I お よび Hを分離，精製した．両酵素 の

（β，1−3）・glucan 分解の至 適温度は と もに 45°C ，至 適

pH は ，
1

，
3・glucanase　I は 4．　5

，
　 ilは 5．0で あ っ た．

分子量は前者が 82，　OOO，後者が 120，0DO で あっ た．

1
，
3−glucanase　I は エ キ ソ 型加水分解様式で glucese

を最終生産物 とす る （β1−3）・glucanaseで あり，　 llは 基

質特異性 の 範囲が広 く， β
一glucesidaseの 活性 も有 して

い た，63 ）

　 Lact・bacillUS　casei を 宿主 とす る PL ・1 フ ァ
ー

ジ の

溶菌液中に 見出さ れた muramidase は ハY −acetylmura ・

midase で ある こ とが 確か め られた．64》

　 Oerskevia　sp ．　CK に よる麹菌溶解酵素の 生産 は ，

キ チ ン 粉末 1％ ，乾燥酵母 O．5％ を含む培地 を用 い
，
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30℃ で40時間振 とう培養 した時最大とな っ た．粗酵

素を用い た 時の 溶解活性の 最適温度 は 45℃ ，最適 pH

は 6．0〜7．0 で ，pH 　5．0〜8，0 の 問で安定であり，
40℃ ，15分 の 熱処理 に より活性の 低 下 は ほ とん ど認 め

られ な か っ た．65，

　Aere7nonas　liydv’opltila　subsp ，　anaero8enes 　A　52 の

生産する chitinase と chitobiase を精製 した．本酵素

はい ずれも glyc。pr 。tein で 等電 点 はそ れ ぞ れ 4．60，
5．　35，分子量 は 110

，
000

，
105

，
　OOOであ っ た．　 chitinase

の Km 値は 2．8mg 　 chitin ／ml ，　 chitobiase の そ れ

は p ・nitrophenyl 一
β
一N −acety1 −D ・glucesamine ｝こ対 して

1× 10曽3M で あ っ た．es ＞

7−5 核酸関運酵素

　 AsPergillus　saitoi の ribonuc ］ease の 活性中心 を調

べ た．エ℃ 一ヨ
ー

ド酢酸で 標識 した 酵素 お よ び光酸化 で

失活 した酵素の ペ プ チ ド分析の 結果，本酵素の 活性中

心 は Glu57 ，　 His　91 お よ び His　39 で 構成 されて い

た．67 ｝

　 Thermzas　ther7nePln
’lus　HB8 の 対数増殖中期 の 菌体

を用い て ，本菌の DNA 　Iigaseを 収率 よ く精 製 した．

こ の 場合 ，
Red 　Sepharose　CL ・6B カ ラ ム は混 在する

制限酵素 TthHB 　81 の除去に 効果的で あ っ た．　6s，

　Achromobacter 　 sp ．　 K　R 　170・4 の polynucleotide

phospherylase を ア ミノ プ ロ ピ ル 多孔 性ガ ラス に 固定

した．固定化酵素は遊離酵素 と同 じ至適 pH を示 し，

SH 還元剤 で処理 する と比 活性 が 上 昇 した．6e＞

　各種 の pyrimidine 化 合物を Sephar。 se　4B に 固定

化 し， cytosine 　 deaminase との 吸着特性を調べ た．
2−mercaptopyrimidine 　lこ 1

，
6−diaminohexaneを導入

して から固定化 した もの ，お よ び 5−aminouracil を カ

ル ボ ジ イ ミ ド法で 6−aminehexane ・Sepharose　4B に 固

定化したもの が効果的で あり， Escherichia　coli 　K ・12

1FO 　3301 株の 当該酵素を1，200倍に 精製す る こ と がで

きた・本酵素は 分子量 200，000 で，分 子量 35
，
000

お よび 46
，
　OOO の 2種 の サ ブ ユ ニ

ッ トから構成 され る

SH 酵素で あ っ た．70’71）

　Corフ nebacterium 　 sp ．　 N ・19−1 （FERM 　 BP ・506）の

guanidinoacetate（GA ＞amidinohydrolase を精製 した．

本酵素 は分子量 150
，
000 で ， 分子it　38，

　OOO の 同
一

サ

ブユ ニ
ッ トから構成 され，等電点 5．8，至適 pH 　9．0〜

9．5，GA に 対 す る Km 値 L6 × 10−2　M で ，
　 o．

phenanthrolineあ るい は 80H ・quinolineに よ っ て 完

全 に不活 化 さ れ ，
Zn2 ＋

の 添加に よ っ て 回復 した．72’

　Rltodotorula．　glectinis　lFO　O389 の dihydrouracil

（DU ）。 xidase を 精製 した．本酵素は 分子量 80，000，

等電点 5，5，至 適pH 　7〜8 で ，　 DU お よ び dihydro−

thymjne に 対
’
す る ffm値 は い ず れ も 5．0× 10

−5　M で

あ っ た．73 ’

　A ／calzkeites 　sp ．の DNA 　topoisomerase 　 I に 対す

る chartreusin の 作用を調べ た と こ ろ，　 chartreusin は

3μg／ml 濃度で 本酵素活性を完全に 阻害した．こ の こ

と は本酵素 が chartreusin に よ っ て 反応が阻害さ れ る

制限酵素 Hha 　i お よ び eae　II と同 じよ う な塩基認

識部位を持つ こ とを 示唆 した．74）

7−6　ア ミ ノ酸関連酵素

　 pseudomonas 　Putida　C −32 の amidinoaspartase を

精製した・本酵素は分子量 　214，000で ， 分子量 39，　800
の 同

一
サ ブユ ニ ッ トか ら構成 され，至 適 pH 　9〜IO，

N ・amidino ・L −aspartate に対する Km 値 1．03× 10
−2M

で あ っ た ．な お ，
EDTA に よ っ て 不活化 されたが

Mn2 ＋
の 添加 に よ っ て 完全 に 回復した．7s ｝

　CePltalosPorium　acremonium 　M 　8650 の cepha −

rosporin （CS ）生合成 を 調節す る acetohydrexy 　acid

synthase を 調べ た．野生株の 当該酵素活性は L ・valine

に よ っ て 強い フ ィ
ー

ドバ
ッ ク阻 害を 受けた が

，
CS 高

生 産 株 （no ．6〜28）で は親株 よ り弱 か っ た，76コ

　B ・ ・illus　 stear ・th ・rm ・Philers　NCA ユ503 の ・ alyl −

tRNA 　synthase を 精製 した．本酵素は分子量 ユOO，　OOO
〜110・　OOO，至 適 pH 　8・5 （30℃ ，〜8．0 （52℃ ）， 至 適温

度 52℃ （pH 　7．6〜8．5）で，本活性に お け る酵素と基

質 （L
・
valine ある い は ATP ）と の結合比 は 1 ： 2で あ

っ た．IT）

　Esclterichia　coli 　B の γ
一glutamylcysteine　synthase

を精製 した・本酵素 は分 子量 55
，
　OOO，至 適 pH 　8．5

，

至 適温度 45℃ で，活 性発現に Mg2 ＋
を要求 し，

　 L．

glutamate．　L −cysteine およ び ATP に対す る ？「
． 値

はそ れぞ れ 5．0× 10−4　M
，
9．0× 10−5M お よび 1．0×

10“SM で あ っ た．な お，本酵素 は 還元型 glutathiene

（GT ）に よ っ て フ ィ
ー

ドバ
ッ ク阻害を受けたが，酸化

型 GT に よ っ て は 阻害 され な か っ た．TS）

　Escherichia　celi 　W か ら造成 した L−threonine （Thr ）

高生産株 KY 　8366 の aspart 。kinase（AK ）を 調 べ た．

本 mutant は Thr 生産株 KY 　8280か ら α
・amin 。

−P−
hydroxy・valeric 　acid 耐性株として造成した もの で，
L ’lysine感受性 AK 皿 を KY8280 の 13倍構成的に

持 ち，12％ の glucose を 消費 して 28　mg ／ml の Thr
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を蓄積 した．7e）

　CeryJtebactert／t” n　egui 　H ・7 の ノV−benzoy1・L−alanine

（B −ala ）amid 。hydrolase を精製 した ．本酵素は分子量

230
，
00e で ， 分子量 40，000 の 同

一
サ ブ ユ ニ

ッ bか ら

構成 され ，等 電点 4．6
， 至 適 pH 　8，0 で あ っ た．　 C。

2＋

によ っ て 活性化 され ，
B ・ala

，
　B −gly お よ び B −L −amino ・

butyric　acid に対す る Km 値 はそ れ ぞれ 4．3× ユO−3M ，

6．7× IO
−aM お よ び 4．3× 10−3M で あ っ た．s°）

　Lactobacillus　fe7・Ptzenti 　36　 ATCC 　 9338 の Nt「・

benzy］−oxycarbenyl 　arginine （BCA ）urethane 　hydro・

lase　H を精製 した．本酵素 は分 子量 200，　OOO で ，分

子量 27，000 の 同
一

サ ブ ユ ニ ッ トか ら構成さ れ ， 等電

点 5．O，至適 pH 　6．5 で ， 活性発現 に Co2 ＋

な どの 2

価 カ チオ ン を要求し，
BCA に特異的 に 作用 した．ま

た ，
L ．　casei 　s　ATCC 　7469 か らも同 活性を持つ 酵素を

精製 した が
，

こ れは分子量 118，000 で ， 分子it　24，
0QO

の 同
一サブユ ニ

ッ トか ら構成され，等電点 4．　75
， 至適

pH 　6，0 で ，活性発現 に 2価 カ チ オ ン を 要求した．両

酵素間に はか な りの 差異 が認 め られ た．　el’S2 〕

　Candida 　tropicalis　pK 　233の D −amino ・acid ・ oxidase

を精製 した．本酵素は分子量 39，000 で ，FAD を含

み ， 至 適 pH 　8．5，最 も高 い 活性を示 した D −alanine

に 対す る ffm 値お よ び Vm 。。値はそ れぞ れ 2．74X

工0−2M お よ び 19．　7　” mol ／min ／mg 　pretein で あ っ

た．8R ｝

7−7　酸化還元 酵素

　Eschericftiα coli 　K −12 の pyrroloquinoline　quinone

（PQQ 冫依存性 D ・glucose　dehydtogenase を精製 した．

本酵素は分子量 88，　OOO で ，　 Mg2＋
存在下 に PQQ に

よ っ て ホ ロ 酵素に 変換 さ れて 活性化 し， D −fucose，　 D ・

galact。 se
，
　 D −mann 。 se ，　 D ・xy1 。 se な どに も作用する幅

』

広 い 基質特異性を示 した．跏

　 Bacil2us　subtt7is に よ る ユーdEoxyketose （DK ）の 生

成機構を調べ た．DK は （i）pyruvate と aldese とか

ら　pyruvate　 dehydrogenase （PDH ）に ，また，（ii）

acetoin と aldose と か ら acetQin 　 dehydrogenase に

よ っ て そ れ ぞ れ触媒さ れ て 生成 した．ウ シ 心臓か ら精

製 した PDH も （i）の 反 応を触媒 し，（i）に よ る DK

生成は 自然界 に広 く分布す るもの と推察 した．s5）

　Brevibacterizam　 sp ．の meso −diaminopimelate （” t−

DP ）dehydr。genase を精製 した． 本酵 素 は 分 子量

39，000の 同
一

サ ブユ ＝
ッ ト 2 個 か ら構成 され，等電点

5．0
， 至 適 pH 　10．　5 （酸 化的反 応） お よ び 8．5 （還元

的反応）で，補酵素として NADP ＋
を要求 し，フit

−DP ，

NADP ＋，　NADPH ，　L −2−amino −6−ketopimelate（AI〈P）

お よ び NH3 に 対す る Km 値 はそ れぞ れ 6．25 ×IO
−
s

M
，
L4X ユ0

−4M
，
2．3× 10『‘M

，
2，1× 10−4　M お よび

6．25× 10−2M で あっ た．　 また， （rorynebaeteriu2n

81utamicum 　ATCC ユ3032 カ）らも同活性を 持つ 酵素を

精製 した．こ れ は分子量 70
，
000 の 同

一
サ ブ ユ ニ ッ 1・

2個 か ら構成さ れ，至 適 pH 　9．8 （酸化 的反 応）お よ

び 7．9 （還 元 的反 応 ）で ，
m −DP

，
　NADP ＋

，
　NADPH

，

AKP および NH3 に対す る Km 値は そ れぞ れ 3．1 ×

lO
−3

　M ，1．2x ユ0
−4

　M
，
　L　3× 10

−4
　M

，
2．8× 10

−4
　M お よ

び 3．6× 10
−2M

で あ っ た．な お ， 両酵素と も m −DP

に特異的に作用 した．86・s7 ）

　 Pseecdomonas　Putida　C −83 の NAD ＋

依存性 form −

aldehyde （FA ）dehydrogenase を調 べ た．本酵素 は サ

ブ ユ ニ
ッ ト当た り7 個 の cysteine を含み，そ の 中の 3

個が PCMB で 完全に 修飾され，　 FA お よ び n・butane1

に 対す る活性を失 っ た．また
，
H ，02 は n −butanol に

対す る活性 に は 影響 しな か っ たが ，
FA に対す る活性

を桔抗 的 に 阻 害 し，こ の 阻害 は 酵素をあ らか じめ FA

処理す る と回避で きた．SS，

　Pseudomonas 　putida　 ATCC 　 12633 の 4−arnine −

butylaldehyde　dehydrogenase（ABADH ）お よび 4・

guanidinobuty］a 工dehyde　dehydrogenase （GBADH ）を

精製した．ABADH は分子量 240，000 で ， 分子量

57，000 の 同
一

サ ブ z ニ ッ トか ら構成 さ れ，基質 お よ び

NAD ＋
に 対する Km 値は そ れ ぞ れ 2．6x ユ0一4　M お よ

び 5．OX10 −5
　M で あ っ たa

一
方，　 GBADH は分子量

107
，
000 で ， 分子量 57

，
　OOO の 同

一
サ ブ ユ ニ

ッ F か ら

構成され ， 基質およ び NAD ＋

に 対す る ー ． 値 はそ

れ ぞ れ 3．0× 10
−sM

およ び 1．4× 10
−4M

で あ っ た．s9 》

　 Pseudomonas 　 sp ．　 K 　95 の amine 　 dehydrogenase

を精製 した・本酵素は分子量 47，000 で ，電 子受容体

と して phenazine　 methosulfate を 利 用 して C2〜C ・2

の alkyldiamine
，
　Ce〜C12の ω 一amino 　acid

， 芳香族生

体ア ミ ン ，pelyamine な どに作用 した・ユ，12・diamin。
−

d。decaneお よ び 12−aminododecanoic 　 acid に 対する

Km 値はそ れ ぞれ 3．　OXIO ”6　M お よ び 3．3× 10
“
5　M

で あ っ た．　9°）

　 Saccharomyces 　cerevisiae を放射線照射下 に acry 五・

amide に 固定化 し，そ の a］cohol 　dehydrogenase 活性

を調べ た．菌体を ユ％ toluene 中で 20分間か く拝 した

後に 固定化 す る と十分 な 活性を示 し，熱 に 対して や や

不安定 で あ っ た が ， フ リ
ーザー

中で 凍結す る か 風乾 後
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4℃ に保存 した 場合に は十分な活性を保持で きた．91》

　 NAD ＋
と固定化 3β・hydrexy　steroid 　dehyd 「09enase

を用 い る 高 速液体 クロ マ トグラ フ ィ
ー

に よ る，
3β一

hydroxy 胆 汁酸お よ び そ の グ ル ク ロ ニ ドの 測定法を 開

発 した．本法 は前処理と して生物試料から胆 汁酸の 抽

出およ び β・glucuronidase に よる酵素的水解を必 要と

した．また，本法は su 】fatase前処理する こ とに よ っ

て 硫酸抱合型胆汁酸 の 測定 に も応用す る こ とが で き

た．92，93 〕

　 、Pacliysolen　 tanneph ・ilzas　 lFO 　 10D7 の D −xylulose

reductase を精製 した．本酵素は分子量 120
，
000 で ，

分子量 40，000 の 同
一

サ ブユ ニ
ッ トか ら構成 され ， 至

適 pH 　9．1〜 10．0，至 適 温 度 55℃ で あ っ た ．　 xylitol ，

s。rbitol
，
　 ribitol など を酸化 し， そ れ らに 対する Km

値は 1．1× 10“2M
，
3．OXIG −2M ，お よ び 5．0× 10−2M

で あ っ た．な お，本活性 は MgC 】2 や glutathione，

eysteine によ っ て 促進 された．94）

　 Pseudomonas 　 cruci ’diae 　 S93Bl の biphenyl−2
，
3・

dioxygenase を調 べ た．本酵素は biphenyl−2，3−diol

（BD ）の 他に 3・methylcatecol な どに も作用 し，
　BD の

ベ ン ゼ ン 環を酸化的 に 開裂 した． ま た，本 菌 の 2・

hydroxy −6−oxo ・6−phenylhexa・2，4・dienoicacid（HOPD

A ）加 水分解 酵素 も精製 した．本酵素は 分子量　160
，
000

で ，分子量 29，000の サ ブ ユ ニ
ッ ト7個か ら構成 さ れ，

至 適 pH 　4．　7 で ，　 HOPDA を水解 して ben20ic　 acid

と　2・ox 。pent−4・en 。ic　 acid を生成 した．　 さらに，

HOPDA 還 元 に 関与する 3 種の 酵素 も精製 した．そ

の 中の 還元酵素皿 は分子量 170
，
000

， 安定 pH 　5〜6

で ，補酵素として NADPH を要求し，
　 HOPDA を

還元 して 2
，
6・di。 x 。 ・6・phenyl　hexano三c 　 acid を生成 し

た。95−97 》

　Se？7
．
atia 　 marcescens 　C 　886−2 の maltQse 酸化酵素

を調べ た．本活性は phenazine　methQsulfate 存在下

に maltose ，　D −glucose，　D −mannose ，　D ・ga】actose を酸

化す る 膜結合型 酵素で ，Trit。n 　X −leo に よ っ て 可溶化

さ れ た．98）

　 C ［eatinine （CRT ）を 分解する微生物 として Alcali−

8enes　denitア zficans 　J9 お よび Artltro6acter　 sp ．　J5
お よ び Jl1を分離 した．こ れ らの 菌株に お い て

，
CRT

は creatine （CR ）を経て分解され ，
　CRT 　amid 。hydr。

・

lase，　CR 　amidinohydrolase および sarcosine 　oxidase

が 関与した が，sarcosine 　dehydrogenaseは関 与 しな

か っ た．99♪

　 Benzoquinone を含む カーボ ン ペ ー
ス ト電極 の 表面

に glucose　 oxidase を 固定化し，　 nitrocellul。 se 膜で

コ ーテ ィ ン グ した電極を作製した．　 こ の 電極 は D ・

glucose を接触的に 酸化するバ イ オ カ タ リス ト電極と

して機能 した．1°°）

　 ？
）
seudomonas 　 sp ．の secondary 　 alcohol 　 oxidase

（SAO ） と　β
一diketone　 hydrolase （DKH ） と に よ る

p。lyvinylalc。hol （PvA ）の 分解機構を調べ た．　SAO は

PVA （分子量 220〜1，500） や β・ketolを酸化し，
DKH は 脂肪族 β

一diketoneや ある 種 の 芳 香 族 β
一

diketoneを 水解す る こ とか ら，　 PVA はま ず SAO に

よ っ て 酸化 され，続い て DKH に よ っ て 水解される

こ とが示され た．1°t）

　多孔性酸性白土 に catalase を 固定化 した．固定化酵

素は 遊離酵素の 約23％ の相対活性を示 し．3，6mM の

H202 を含む フ ス マ 廃液中の H202 の 85％ を連 続的 に

分解 した ．　 tO2 ）

　Phane「ochaete 　cltrysosPoritt7n の peroxidase （PO ）

を調べ た．本菌は H202 存在下 に リグ ニ ン を分 解 する

PO 　I と，　 NADH や phenQl　red を 酸化す る PO 且

とを持 ち， 両 酵素を NADH 存在下 に リグニ ン モ デ ル

と作用 させ る と，H202 が存在しな くて も分解 が進行

した．こ の 結果，POll は PO 　I へ の H202 供与体

として 働 い て い る こ とが示された．1°3’

　ArtliremTces　ran20sws の perox量dase を結晶化 した．

本酵素 は 分子 it　41，　OOOで ，等電 点 3．4，　RZ 値約 2。7
，

至適 pH 　6．　0，至 適温 度 40℃ を示 した．プ ロ トヘ ム

IX を 補欠分子族として 持 ち， 約 5％ の 糖 を 含ん で い

た．iO4）

　Trametes 　wisicaior に よ る 2種の laccase（LA お よ

び LB ）の 生産条件を調べ た．野生株 の 1accaseは誘

導的 に 生成 し，LA が活性の 90％ を 占め て い た の に 対

し，高濃度 pheno1存在下 に 造成 した変異株は，誘導

しな い 場合 に は LA が40％を占め ，
　p−xylidine で 誘導

す る と LA だ けが 顕著 に 増加 した．105 ＞

　高温性菌 Chaetonium 　ther7nophile 　O・453 の poly−

phenol　oxidase を精製 した．本酵素は 分子量 98，000，
至 適 pH 　5．0， 至適温度 55℃ で ，　d−catechin ，　p−hydro・

quinone， 1V，
　IV−dimeth）

・1φ一phenylenediamine など を

酸化 した が ，
o −phenylenediamine や DL ・DOPA な ど

は酸化しなか っ た　．1°6）

7−8 糖 代謝お よ び TCA 関運酵素

　Euglena 　gi−acigis 　SM ・ZK の D −fructose　6−phosphate

（F ・6・P）1・phosphotransferaseを 調 べ た． 本 酵素 は

N 工工
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fructose・2，6−biphQsphate （F−2，
6−P2）に よ っ て 著 しい

活性化がみられた。F・6−P に 対する飽和曲線は，　 F・2
，

6−P2非存在下で は シ グモ イ ド型，存在下で は ミカ エ リ

ス 型 を呈 し ， pyrophesphateに 対 して は F −2，6−P2 の

有無 に 関係 な く ミカ エ リス 型を呈 した ．1°7］

　万 46 觚 87uα   SM −ZK の 2種の NAD ＋
依存型

marate 　dehydrogenase（MDH ）を 精製 した．ミ トコ ン

ド リア 由来の m −MDH は分子量 69
，
000 で ， 分子量

34，000の 同
一

サ ブユ ニ ッ トか ら構成 され ， 等電点 7・O

で あ っ た． また，細胞質由来 の s−MDH は分子 量

72，　OOO で ， 分子量 36
，
　OOO の 同

一サ ブユ ニ
ッ トか ら構

成 され，等電点 4．15 で あ っ た，1° E）

　Paecilomンces ％ 卿 ！ガAHU 　9417 の NADP ＋

依存

型 is・ citrate 　dehydrogenase を精製 した，本酵素 は分

子量 99
，
000 で ， 分子量 51

，
000 の 同

一
サ ブ ユ ニ

ッ ト

か ら構成 さ れ ， 至 適 pH 　8．4 で あ っ た．　 threo ・Ds −

isocitrate（IC）お よ び NADP ＋
に 対す る Km 値 は ，

そ れぞ れ L2 × 10曹5　M および 4．4×ユO『6M で あ っ た．

な お，α
一ketoglutarateお よび oxalacetate は IC に 対

して ユmM の 濃度 で そ れ ぞ れ 拮抗的に お よ び非 拮 抗

的に 阻害した が ， 他の TCA お よ び gly。 xylate 回路

関連の有機酸は影響を与え なか っ た．1°9｝

　 炭化 水素資化性菌 Candida 　tropicatis の is。 citrate

lyaseを調べ た．本酵素は n一ア ル カ ン を唯
一

の 炭素源

として 生育 した 場合 に はマ イ ク ロ ボ デ ィ 中に 誘導的に

生成 し，glucose に 生育 した 場合 に は構成的に 生成 し

た，い ずれ の 酵素も分子量 130
，
　OOO で ， 分子量 65

，
000

の 同
一サ ブ ユ ニ

ッ トか ら構成され ， ほ ぼ 同
一の ペ プチ

ドフ ラ グ メ ン トを持ち，免疫化学的に も差異は認 め ら

れ な か っ た．110 ＞

7−9 そ の 他

　Saccharomyces 　 cerevisiae 　 cdc 　 28 の 核内 protein

kinase を 調べ た．本活性は 0．2％ 　Nonid ∈t　 P−40 で 可

溶化 され ， 制限温度（37℃ ）で処 理 した場合に許容温度

（23℃ ）で 培養した もの に 比較 して 顕 著に 低下 した．Iil ）

　Bacillus　stearotltermaPhilus の glucokinaseを ヒ ト

血清マ グネ シ ウ ム 定量に 応用 した．本酵素は従来 か ら

使用 されて い る hex 。kinase と比較 して ，　 ATP に 対

する Km 値 が小さ く， 単位タ ン パ ク質当た りの 比活

性が高い こ とおよび長 期保存に耐え る こ とな どからよ

り実用 的 で あ っ た．t12 ，

　Bacillus　 stearothermoPhilus の leucyl・tRNA

synthase を用 い た ペ プ チ ド合成反応を調べ た．本反 応

は求 核成 分 に 対 して ミ カ ェ リス 型 を呈 し，ATP の 代

わ りに 2’−deoxy　 ATP あ る い は Mg2 ＋
の 代わりに

Fe3＋ などの 多価金属イオ ンを用 い た 場合 に P”m 、 x が

上 昇 し，1・ucIe 。tide に 対す る ？「m 値も上 昇 した．113 ｝

　Penicillium　 oxalicum の 酵素 に よ っ て sucrose か

ら生成する 1種の oligosacchax 三de を単離し， そ の化

学構造を各種 ス ペ ク トル 分析および メ チ ル 化分析に よ

っ て 調べ た とこ ろ，本物質 は既に ユ リ科植物な どか ら

知られ る neokestose で あ っ た・ll4 ）

　 Leueonosloc　 inesentervz
’
des　 NRRL 　 B ・512F の

dextrasucrase（DSI ）に対す る阻害剤 の 阻害形式を調

べ た．拮抗 ， 非拮抗 阻害剤の結合部位は異な っ て い た．

2 種類 の 非拮抗阻害剤 は 同 じ部位 に 結合 し，両 者間 に

拮抗 が見 られた．基質 suerose に 対する拮抗 ， 非拮抗

阻 害剤 はそ れぞれ酵素の 供与体，受容体部位に結合す

る と考えられた．また ， 同菌の dextran ゲル に 対 して

強い親和性 を示す dextransucrase（DS 　ll）も調べ た．

DSH は主成分 DSI と分子量やサ ブ ユ ニ ッ ト構造

は一
致 した もの の ，dextran 存在下に そ の 合成活性が

9．6倍促進 される点で 大 きく異 な っ て い た．　115 ’i16 ）

　Penicilliu” t　sp ．　K25 の 菌体内 β一fructofuranosidase

を調 べ た．本酵素は至 適 pH 　6．0
， 至 適温 度 45℃ で，

sucr 。se の 他 に raffinose ，　 stachyose に も作用した が，

rnalt ・se，　pheny1一α
・
glucoside類な どに は全 く作用 しな

か っ た． な お，sucrose 以外 に 　glucose，　 fructose，

xyIose も fructosyl基 の良好 な受容体 に な り， そ れ ぞ

れ 1位 OH 基 にの み選択的 に転移 した．117 ）

　 Streptomyces　sp ．　W19 −1 株の 粗酵素を curdlan 共存

下 に stevioside （ST ） と作用 させ た とこ ろ ， 数種の

glucosy1
・ST が生成 した．それ らの中の 主産物は 13・0一

β一sophoroSy1 ・19−0・β・laminaribiosyl　steviel ，同 lami−

naritriosyl 　 steviol お よ び 13−0一β一32一β・glucesyl −sopho −

rosyl −19−0一β一glucosyl　 steviol で あ っ た．1「ε，

　 好 ア ル カ リ性菌 Baciltus　 sp ．　 HA3 −3−2 の cyclo −

dextrin　glucanotransferaseを精製 した．本酵素は分

子量 68
，
000

， 至 適 pH 　6．5〜8．　G で ，か な りの 耐熱性

を示 し，PCMB や EDTA で は阻害 されな か っ た．119）

　 EschericAia　coli の β一galactosidaseを sucrose 存

在下 に e ・nitrophenyl 一β一D −galactoside（NPG ）と反 応 さ

せ た と こ ろ ，
isoraffinose（6G・β一galactosylsucrose）が 収

率 よ く生成 した．また，NPG の 代わ りに lact。 se を

用 い る と al］olactose の 蓄積 が認 め られた．12°｝

　 Z γmo ”tonas 　 mobilis 　 lFO 　 13756 の phosphatidyl−

ethanolamine 〔PEA ） IV・methyltransferase を精製 し

N 工工
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た．本酵素は 分子量 120，　OOOで ，分子量 42，0QO の同

一サ ブユ ニ
ッ トか ら構成 さ れ ，

PEA → N ・methy1 　PEA

→ N ，丿〉−dirnethyl　PEA → phosphatidylcheline の 3反

応 を 触媒した．い ずれの 反応も至適 pH は 8，5 で ，

0．04％　Triton　X −100 と 10mM の L・cysteine に よ っ

て 活性が促進された．12P

　Aspei・gilltis　 mker 　GRM 　3 の gIycyrrhizinic　 acid

（GRA ）hydr。laseを 精製 し た． 本酵素は 分子 量

ユ50，000，至適 pH 　4．1〜4．5
， 至適温度 45°C で ，　GRA

を水解 して glycyrrhetinic　 acid と　D −glucuronyl・β，

1，2−D ・glucuronic　acid を生成 した．　t22，

　Alcaligenes　sp ．　 NG ・11 の 2 種 の β
一
glucuronidase

（GI お よび G ロ）を精製 した．GI は 分子量 75
，
000，

至 適 pH 　7．5 で，　 estrogen ・3・β・g］ucuronide （E3βG ）

に 特異 的 に作用 し，phen 。lphthalein
，
　 sacchar 。

・1，4・

Iactone
，
　glucaro一δ一1actene，　PCMB ，　H げ

＋

，　NBI に ょ

っ て 阻害 され た．一方 ，
Gn は分子量 300

，
000

， 至

適 pH 　6．0 で ，　 E3β一G の 他 に E17β・G ，　 E16 α
・G

，

zndrester 。ne 　3α
・G ，　cortisol 　17α ・G などに幅広く作用

し，
GI と同様の 阻害を 受けた が ，

　 phenelphthalein

に よ っ て は阻害されなか っ た．12S》

　P ？
’
otezas　valgaris 　NCTC 　4636に よ る chondroitinase

ABC の 生産 条件を 調べ た．本菌は chondroitin 　sUlfate

C に よ っ て 当該酵素を誘導生産 し， pH ＆ e
，
25℃ の

条件下に酵母エ キス ，ペ プ トン お よ び カ ザ ミノ 酸を添

加 した場合に 最大生産を 示した．　 しか し，glucose，

glycerolある い は TCA 関連有機酸が 存在する と抑制

さ れ た．最適条件下 に培養した菌体から精製 した当該

酵素 は分子量 120，000 で ，分子量 86，000 お よ び

32
，
　OOO の サ ブ ユ ニ ッ トか ら構成 され て い te．　124’12s）

　Flavobactert
’
um 　 sp ．11Q、1022 の endo

一
β
一」V ・ace しyl・

gluo。 saminidase を精製 した．本酵素は分子量 27，000

〜30
，
000，等電点 4．　5，至適 pH 　5．6〜6．　0

， 至適温度

50℃ で，dansy1−Asn −（Glc　NAc ）2（Man ）6 に 対する 1「m

値は 3．0× 10¶‘M で あ っ た・な お ， 本酵棄 は 中性 オ リ

ゴ 糖を含む glycoprotein の glycosyl・asparagine 結合

に 作用 し，あ らか じめ SDS で処理するかまた は煮沸

した glyc・pr。tein に はよ り強 力 に 作用 して オ リゴ 糖 を

遊離 した．126・i2T）

　f》
seudomonas 　 chlorora φltis　 B 　23 　に二よる　nitrile

hydrataseの 生産条件を検討 した．本酵素 は Fe2＋ c3＋，

存在下 に methacrylamide に よ っ て 誘導生産される．

炭素源 と して sucrQse を用 い
，
　 L・cysteine，　L・glutamic

acid お よび L −prolineを含む培地 の pH を 7．5〜7．8

に 保ち，25℃ で 26時間培養する と最大生産 が得 られ

た．128，

　NADPH 　依存 meth アlglyoxal（MG ） reductase

〔MGR ♪関与 プ ラス ミ ド pYMG エ4 を持つ Saccliaro−

m γces 　cel
“
e
’
visiae に お ける菌 の 生育 と MGR 活性を調

べ た．本菌の生育は完全に 培地 中の MG に依存 し，

MG は主として Iactaldehydeを経由して 1actateへ

変換され，S・laCto》・lglutathi。 ne （LG ）を経由する経路

は不活発 で あ っ た．そ こ で本菌の LG を 1actate と

glutathi。 ne へ 変換す る gly。 xalase 　H を 調べ た．本酵

素は分子量 19
，
000 で ，

LG に特異的に 作用 し，− m

値 は 7．0× 10−6M で ， 各種 チ オー
ル 化合物に よ っ て

阻害 され た．また ，glyoxalase工 も精製 した E こ れ は

分子量 33，000 で，methylgly 。 xal に 対す る Km 値 は

1・2XIO −3
　M ，　EDTA に よ っ て 失活したが ，

　 Mg2 ＋
ま

た は Ca2＋
の 添加 に よ っ て 回復 し，　 Fe2＋

あ る い は

speTmine に よ っ て 強く活性化 され た．129 −131）

　パ ン酵母 の arylesterase を精製 した．本酵素は分子

量 84，000 で ，分子量 40
，
000の 同

一サ ブユ ニ ッ トか ら

構成 され， naphthylester お よ び p−nitr 。phenylesterma

を加水分解 し，PCMB な どに よ っ て 阻害 され た．ユ32）

　Erwinia 　carotovora 　FERM 　P・7576 の 粗酵素 を 用

い ，ミ ツ マ タ靱皮 に 対する マ セ レ ーシ s ン 活性を調べ

た・粗酵素 中に は endo ・pectate　lyase と endo −pectin
Iyaseとが含まれて お り，後者が マ セ レ

ー
シ ョ ン 活性

の 主力で あ っ た・本酵素 は 分子量 39，000， 等電点 8．2
，

比 活性 7911units／mg で あ っ た．133，

　Bacillus　Polymyxa　 A・57 の 細 胞 内 acetoaeetate

decarboxylaseを精製 した．本酵素は分子量 280
，
000

で
，

10個 の 等しい サ ブユ ニ
ッ トか ら構成され ， 至適

pH 　5．9，　Li・acetoacetate に対す る Km 値お よび Vm
・x

値は そ れぞ れ 9．4× ユ0−‘ M お よ び 296μ mol ／min ／mg

で あ っ た．また
， 培養ろ液中に は別の 同活性 が認 め ら

れ，こ の 活性本体は polymyxin　Ml で あり，　 ffm 値

お よ び Vm ・x 値 は そ れ ぞ れ 4．　OX10 −1
　M お よ び

0．25 μmo1 ／min ／mg で あ っ た．134 ）

　Penicg71izam　di8ilatum　IFO 　9372 の ethylene 生成

酵素を調 べ た．本酵素は L ・arginine お よ び Fe2 ＋

存 在

下 に還 元 条 件 （dithiothreitol）下で α ・ketQglutarateか

ら ethylene ・を生成した．各物質の 最適濃度はそ れぞ

れ O．5mM ，　O．　075　mM ，
　l　mM お よび 1mM で あ っ

た，i35｝

　紫外線吸収ス ペ ク トル に よ る dextran の 測定を試 み

た．Leuconostoc　 mesenteroides の 生産す る dextran

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

1987年　第4 号 国内発酵工 学 の 動向 ：酵素 309

は glyc。gen や可溶性デ ン プ ン よりも高 い 吸収を示 し，

約 1．5mg ／m1 濃度を上限として 220nm の 吸光度と

比例関係を呈 した．本法の 適用に は 爽雑す る タ ン パ ク

質や多糖 の 除去が 不可欠で あ っ たが，精製酵素 に よ る

高分子 dextranの 合成 ・分解反応の 測定 に は有用で あ

っ た．　 la6）

　固定化酵素 に 関 して は 「単位操作 ・動力学」の 項も
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酵 素 関 係 の 特 許 公 告

酵 素 ・固 定 化 出　願 人 内 容 公告番号

D一ペ プチ ダ
ー

ゼ A

半合成酵素

酸性プ ロ テ ア
ー

ゼ

ケ ラ チ ナ
ー

ゼ 35S

ケ ラ チ ナーゼ 145S

タ ウ ロ 胆汁酸抱合酵
素 WK ・1　　　　

’

プ ロ テ ア
・一・li

’
吸 着体

L−2・ヒ ドロ キ シ ・4・メ
チ ル ペ ン タ ル 酸一デ
ヒ ドロ ゲ ナ

ー
ゼ

β・1，
3−D・グル カ ナ

ー
ゼ

ア ス コ ル ビ ン 酸酸化
酵素

生デ ン プ ン 分解酵素

ピ ル ベ ー
トオ キ シ ダ

ーゼ

ク レ ァ チ ナーゼ

液状酵素組成物

ウ レ ア
ーゼ

工業技術院長

オ
ー

エ ン ス ・
イ リノ イ

ヘ ン ケ ル ・ウ

ン ト ・コ ン パ

資　 生　 堂

資　 生 　 堂

小 橋 恭 一

日 本 化 薬

デ グ ッ サ ，ゲ
ゼ ル シ ャ フ ト
・フ a ア ・ビ

オ テ ヒ ノ ロ ギ

ツ シ ェ
・フ オ

ル シ ュ ン グ

ロ
ー

ト製 薬

東 洋 紡 績

王子 コ
ー

ン ス

タ
ー

チ

ベ ー
リン ガー

造

［

ッ

績

醸

誕

紡

洋

罫

洋

東

イ
・
チ

東

線維素溶解活牲酵素　　ユ ニ チ カ

固定化酵素

不溶化酵素

脱炭酸酵素

コ リン 酸化 酵素

コ レ ス テ ロ
ー

ル ・オ

キ シ ダーゼ

ヒ ドロ キ シ ・シ ナ ミ

ッ ク酸 エ ス テ ル 加水
分解酵素

ク レ ァ チ ニ ン イ ミノ
ヒ ド ロ ラ

ー
ゼ

天 野 製 薬

ノ ボ

田 辺 製 薬

天 野 製 薬

万 有 製 薬

キ ッ
コ
ー

マ ン

イ
ー

ス トマ ン

・コ ダ ッ ク

StrePtom）rces

属菌の産生する 本酵素の 製造法　　　 昭 61−68

天然 の 蛋白質 の 基質特性を無機塩 ， 酸また は 水混　　昭61−−3478
和性の 有機溶剤で部分的に変える

斃糶 繦 雛
励 ∫ ATCC

　
486°8 の 敵

κ eratinomyces 　ofellow　 var ．　K ・h。ku の 産生す る

本酵素
f「eratinomyces 醜 〜Joτり var ．　 Nippa の 産 生す る

本酵素

f’eP ！o ∫〃 ePieco ‘‘μ5 属 ，∠iuba‘！87 ガ砌 彦 属 ，5婢 戸10 −
coccus 　maまた は Saccharomyces属 の 産生す る新 規
な本酵素

L・n イ シ ル ア ル ギ ニ ナ
ー

ル ジ ア ル キ ル ァ セ タ
ー

ル

体 を水不溶性担体 に 結合す る

Ladobacillus　eonfusws 産生 の 本酵素

非 イ オ ン 界面活性剤， 陽 イ オ ン殺菌剤，
パ ラ オ キ

シ 安息香酸エ ス テ ル 系防腐知L お よ び蛋白質分解
酵素を用 い て 活性化す る

ア ル ギ ＝ ン ，リジ ン ，ヒ ス チ ジ ン ，およびホ ウ酸
塩を用い る本酵素の 安定化法

炭素源と して エ ピ ク ロ ル ヒ ド リン で架橋 した化工

デ ン プ ン を使用する本酵素の培養法

乳殺菌の 産生す る本酵素

Bacillers属菌の産生す る本酵素の製造法

水混 和性 の 有機溶剤 ， 水溶性 ポ リマ
ーな ど を含 み

水性媒体中で 不安定な 酵素を 安定化す る 液状酵素
組成 物

ウ レ ァ
ーゼ ，チ オー

ル 化合物，キ レ
ー

ト試薬，血
清ア ル ブ ミ ン お よび 有機二 塩基酸を含有する 安定
な ウ レ ア

ー
ゼ 組成物

固体表面 に皮膜を 形成 し ， 皮膜上 の 未反 応の ア ミ

ノ 基 と本酵素を結合 させ ，固体表面 に 活性を 付与
す る

グル シ ジ ル メ タ ア ク リ レ ート単量体 とア ク リル ァ

ミ ド単量体 の 混合物と架橋剤 の 反 応 包括体に 包 括
す る

ア ミ ロ グ ル コ シ ダ
ー

ゼ 及 び マ ル ト
ー

ス 生成 性 α
・

ア ミ ラ
ー

ゼ か ら選ばれた 微 粒子 形 態 の 不溶 化 糖化

酵素

反応系を加圧状態に 保ち炭酸ガス を反 応液中へ 溶
解させ 液中の pH を最適に 保つ 新規反 応法

Pβ 競 37翫 2π 属 菌の 産生する本酵素の 製造法

コ レ ス テ ロ
ール を担体とし， 本酵素を吸着 ， 溶出

させ て 精製す る

AsPergv71ws　esま た は BoXrytis属菌の 産 生 す る新
規な本酵素

本酵素を 生産す る好気性土壌微生物 の 発 酵方法

昭61−9033

昭 61−9034

昭 61−9035

昭 61−9036

昭61−10118

昭 61−11591

昭6ユーユ1592

昭61−12675

昭61−14793

昭 61−14794

昭61−17465

昭61−17466

昭 6ユー17467

昭61−17468

昭 61−17469

昭 61−17470

昭 61−19233

昭61−20267

昭 61−20268

昭 61−20269

昭61−20270
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α ・グ リセ ロ リン 酸オ

キ シ ダーゼ

α
一
グ リセ ロ リ ン酸 オ

キ シ ダ
ーゼ

コ レ ス テ ロ ール ・オ

キ シダーゼ

コ レ ス テ リン エ ス テ
ラ
ーゼ

コ リン 酸化酵素お よ
び ベ タ イ ン ア ル デ ヒ

ド脱水素酵素

グ リセ リン デ ヒ ドロ

ゲ ナ
ー

ゼ

ペ ル オ キ シ ダ
ーゼ

ア ク ァ ラ イ シ ン エ

グ リセ ロ リン酸 オ キ
シ ダーゼ

チ トク ロ ム 酸化酵素

セ ル ラ
ーゼ

グル タ ミン酸合成酵
素

プ トレ シ ン ・オ キ シ

ダ
ー

ゼ

L 一グル タ ミン 酸 オ キ
シ ダーぜ

ヘ ス ペ リジ ナ
ー

ゼ

AH ・2

マ ル タ
ー

ゼ

水不溶性酵素

固定化酵素

固定化酵素膜

固定化酵素

グ ル コ ース イ ソ メ ラ
ー

ゼ

ベ タ イ ン ァ ル デ ヒ ド

脱水素酵素

ピ リ ドキ サ ミ ン （ピ

リ ドキ シ ン ）5’・ホ ス

フ ェー
トオ キ シ ダ

ー
ゼ

固定化酵素

糖蛋白酵素

東 洋 紡 績

東 洋 紡 績

東 洋 紡 績

ベ ー
リ ン ガー

天 野 製 薬

ベ ー
リン ガー

三 洋 化 成

天 野 製 薬

東 洋 紡 績

三 菱 化 成

福 井 作 蔵

湧 水 製 薬

徳 山 曹 達

ヤ マ サ 醤 油

天 野 製 薬

ザ ・ボード ・
オ ブ 。トラ ン

ス テ ィ
ー

ス ・
オ ブ ・ザ ・ユ

ニ バ ー
シ テ ィ

・オ ブ ・
ア ラ

ノくマ

カ リ ・ヒ
ェ ミ

三 菱 レ イ ヨ ン

日 立 製 作所

ユ ニ チ カ ，大
城孟

東　　　　 レ

天 野 製 薬

オ リエ ン タル

酵母工 業

田 辺 製 薬

味　 の 　 素

Pedioceccus　re　utの 産生する本酵素の 製造法

Pediococcers属 ，
　 St）

’
ePtOcoccus 属 　Lactebacz7ius

属ま た は Leucon ・ stOC 　re菌 の 産生す る本酵素の 製
造法

StrePta〃nyces 属菌の 産生す る本酵素の 製造法

Pseudemanas属菌 の 産生す る 本酵素水溶液をマ

グネ シ ウ ム イオ ン 含有 の緩衝液 で 安定化す る

本酵素を水不溶性担体結合物に 吸着 ， 溶出させ て

精製す る

Acetebacter属 お よ び Gluconobacter　M の微生物
の 産生する NAD （P）・独立性本酵素

ホ ウ酸 イ オ ン 生成物質 ， 本酵素等を舎有す る水性
組成物を凍結乾燥す る

ThermUS 属菌が産生し， 耐熱性を有す る本酵素

フ ラ ビ ン 含有物質， 糖類，ア ル ブ ミ ン また は ア ミ

ノ 酸を用い て 安定化す る

7
”
hermus 　thermePhilzas　HB8 　pa体を破砕し ， 本酵

素を 分離す る

Talaromyces 属菌の 産生する本酵素の 製造法

Microcecctts属およ び Brevibacterium 属 菌の 産
生する本酵素の 製造法

Nocardia 属菌 の 産生す る本酵素の 製造法

StrePtomyces属菌の 産生す る本酵素 の 製造法

Penicillium 属菌が産生 し， 耐熱性を有する 本酵
素 の 製造法

Saccharomyces属 ATCC 　20488 の 産生す る薪規
な本酵素

本酵素調製物を，酵素を共有結合す る た め の 官能
基を有す る 無機担体 と，酵素の 溶液 とを接触 させ

，

単離す る

酵素ま た は 生 きた 微生物を 水不溶性高分子物質 で

包括する

多孔質不均質膜 の 膜孔内に 酵素を 内蔵 させ ，そ の

膜 に架橋剤を強制炉過 し，酵素を膜中に 固定化す
る

滅菌さ れた担体を滅菌 され た 酵素溶液 に よ り処理
する

本酵素が固定化 され た グル コ
ー

ス 異性化繊維

Penicillium 属菌の 産生する本酵素 の 製造法

Saccharemyces 属菌の 産生する本酵素 の製造法

多糖類 の ゲル 格子 内に 微生物菌体を包括する

α
一
位また は ω ・位 の カ ル ボ キ シ ル 基 が 酸 ヒ ド ラ ジ

ド基 に 変換 され た酸性 ア ミノ 酸単位を含有す る rie
リア ミノ 酸を用 い る本酵素 の 固定化法

昭 61−21073

昭61−21074

昭61−2ユ075

昭61−21076

昭61−22951

昭 61−22952

昭61−・22953

昭 61−23994

昭61−23995

昭61−25352

昭61−25353

昭 61−26355

昭 61−26356

昭 61−26357

昭61−26358

昭 61−26359

昭61−33557

昭61−34795

昭61−34796

昭61−35829

昭61−35830

昭61−37909

昭61−37910

昭61−37912

昭61−37913
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固定化酵素

酵素反 応方法

N 一
ア セ チ ル ヘ キ ソ サ

ミ ン 酸化酵素

ウ ロ キ ナーゼ

味　 の　 素

ア ン ス テ ィ チ
ュ・ナ シ オ ナ

ル ・ド・ラ ・
ル シ エ ル シ ュ

・
ア グ ロ ノ ミ

ッ ク

野 田産業科学
研究所

ミ ド リ十字

ウ ロ キ ナーゼ 　　　　 わ か もと製薬

ト リプ ト フ ァ ン ・シ 　　三 井東圧化学
ン セ タ

ー
ゼ

セ リン ・
ラ セ マ

ー
ゼ 　　三井東圧化学

ト リプ トフ ァ ン ・シ

ン セ ターゼ

セ リン ・ラセ マ
ー

ゼ

ア ス パ ラ ギ ナ
ーゼ

三 井東圧化学

三 井東圧化学

美 浜 久 春

ニ ト リル ヒ ドラ タ
ー
　　山 田秀明，日

ゼ 　　　　　　　 　　東化学

ニ ト リル ヒ ドラター　　山田秀明，臼

ゼ　　　　　　　　　東化学
ニ ト リル ヒ ドラター

　　山田秀明，日
ゼ 　　　　　　　 　　東化学

ニ ト リル ヒ ドラ タ
ー

　　山田秀 明，日
ゼ 　　 　　 　　 　　 東化学

洗剤用酵素粒剤　　　 大日精化工業

ウ ロ キ ナ
ー

ゼ

酵素 の 固定 化法

酵素の 固定化法

ア ル カ リ性 プロ テ ア
ーゼ

Na 一カ ル ポ ベ ン ゾ キ

シ ア ミノ 酸ア ミ ド ヒ

ドロ ラ
ー

ゼ

Na ・カ ル ボ ベ ン ゾ キ
シ ア ミノ 酸 ア ミ ド ヒ

ドロ ラ
ーゼ

Na 一カ ル ボ ベ ン ゾキ
シ
ーL ・ア ル ギ ニ ン ア

ミ ドヒ ド ロ ラ
ー

ゼ

酵素の 固定化物

固定化酵素

わか もと製薬

日 東 紡 績

マ イル ス ・ラ
ボ ラ ト リ

ー
ス

マ イル ス ・
ラ

ボ ラ トリ
ー

ス

村 尾 澤 夫

査ユ委酷忽皇  勢甼聽テ聾貪与状芝
形成し，そ の内面に 固定化する

ポ リマ ーの マ トリッ ク ス 中に 封入 され た 微生物を
用 い て 酵素 反 応を 行う方法

PsewdOinonas　 sp ．　No15 −1 の 産生す る 本酵素

ウ イル ス を 不活性化す る た めの 加熱処理を施 し，

本酵素を 安定化す る

抗原抗体反応の 原理を用 い て 夾雑蛋白を除去する

Escherichiα celi 属の 微生物菌体 を 0．00G1％以上
の ピ リ ドキ サ

ール リン 酸 水溶液中に 懸濁させ 凍結
保存する

Psescdomonas　Putida属 ま た は Aeromonas 　Pun・
ctata 　subsp ．　 caviae 属 の 微生物菌体を0．000工％以
上 の ピ リ ドキサ

ール リン 酸水溶液中に 懸濁 させ，
凍結保存す る

グル コ
ー

ス 濃度 を 1％以下 に 保 つ 本酵素生産菌
Esche γicJtia　 coli の 培養法

グル コ ー
ス 濃度を ユ％以下 に 保 つ 本酵素生産性

Psedomenas
，
　Aeromonas 属菌の 培養法

ア ミ ノ 基を部分的に 置換 し，抗原性を低 下 ， ま た

は消す

本酵素活性の 高い Pseudomonas 属菌体の 培養法

本酵素生産性 」Pseudomonas 属菌体の 培養に お い

て ，培地中に シ ス テ イ ン ，シ ス チ ン を 添加する

本酵素生産性 Pseudomonas属菌体の培養に おい

て ，培地 に α
・
ア ミノ 酸を添加す る

本酵素生産性 Pseudomonas 属菌体 の 培養 に お い

て，培地 に ア ミ ド化合物を 添加す る

粒状材料 の 表面 に 洗剤用 酵索と中性
〜酸性 で 水不

溶性で ありア ル カ リ性で 水溶性で ある 変性 セ ル ロ

ーズ か らな る層を形成す る

本酵素を精製す る た め の ア フ ィ
ニ テ ィ

ー
ク ロ マ ト

グ ラフ ィ
ー
用 の新規吸着体

両姓電解質型の 架橋ポ リマ ーで 酵素 を 固定化する

タ ン ニ ン ； 長鎖 ポ リア ミ ン の カ チ オ ン 性凝集剤お

よび架橋剤を用い ， 固定化す る

Flaorobacten
’
u 〃 t　 arborescens 種 の 微生 物 の 産 生 す

る 本酵素の 製造法

Lactebacillus属菌の 産生する本酵素

村 尾 澤 夫 　 StrePteCOCCUS属菌の 産生す る本酵素

村 尾 澤 夫 　 Lactobacillus属菌 の 産生する本酵素

三 菱 油 化

日東電 気工業

酵素を透過性塩化 ビ ニ ル 樹脂担体上 に 固定化する

ア ク リロ ニ ト リル ，メ タ ク リロ ニ ト リル
， 多官 能

性内部架橋用単量体，ラジ カ ル 重合性単量体を水
溶性重合開始剤で 乳化共重合 し，こ の 重合体粒子
に 酵素を結合す る

昭61−37914

昭61−37919

巨召61−39035

昭61−40392
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ピ リミジ ン 系核酸 塩基ま た はそ の 誘導体を 0．05〜
0．5％含有す る培地 で 微生 物 を培養 し，本酵素 を

生 成す る

本酵素の部分精製液を ，
ヘ パ リン 固定化 ア ガ ロ

ー
ス を 分 離剤 とす る カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ

ー
で 精

製する

ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レオ チ ドの みを電

子受容体と し炭素数4 以上 の ア ル デ ヒ ド類 ア ル

コ
ー

ル 類 ， 脂肪酸お よ び ア ミ ン 類 に 作用せ ず，活
性発 現に 還元型 グル タ チオ ン を要 しな い 本酵素

Srachybotrγs 属菌の 産生す る新規な本酵素

Talaromyces 属菌 の 産生す る新規な本酵索

有機性の セ レ ノ シ ス テ イ ン を無機 の セ レ ン 化永素
に変換する 新規な 本酵素

で ん ぷ ん を酸加水分解 した 2 種 の ア ミ ロ デ キ ス ト

リン を含有す る 本酵素の 基質

Mic7’ococcus 　flavidtcs菌の 産生す る本酵素の 製造

法

Flavobaderium 属 菌 の 産生 す る本 酵 素

ウ ラ シ ル ，無機リ ン 酸塩，血清 ア ル ブ ミ ン
， 抗微

生物剤を含有す る本酵素標品

ア デ ノ シ ン・5’・リ ン 酸 と ア ル カ リ金属 フ ッ 化物を
含有す る本酵素阻害用 組成物
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ThermUS 属 菌の 遺 伝子 を 有 す る ハ イ ブ リッ ド
DNA を 導入 し形 質転換 した ．ε∬ 加 碗 伽 属菌菌
体を加熱処 理 す る

ブ イプ ロ イ ン 水溶液と酸牲プ ロ テ ァ
ーゼ水溶液 と

を混合し， pH 調整後塩析沈殿 し ， 乾燥する

Flavobacterium　 arberescens 種菌を，グ ル コ ース

オ キ シ ム を含む栄養培地で 生産す る

ア ニ オ ン 性官能基を導入 した荷電型 限外 ろ 過膜を
用い る
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