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する成績を 得 た．精製液 に硫安を 加え て 放置する と菱

形 ， 板状 の 結晶が 析出した．

　性質　　精 製 標品 の 性質 は，至 適 pH ：6．0 （37DC，
15min ），　pH 安定性 ：35℃ （pH 　7．0，30　min ），分 子量

： 110，000 （Sephadex　G −100 ゲノレ源過），等電点 ：pH
3・84 （Amph ・］ine 等電点電気泳動）［い ずれも p・NPL

活性］で あ っ た．基質特異性 は ，炭素数 4 〜18の Tri−

glyceride に作用 し， 特 に Trioleln，　Tricaprin をよ く

分解 した．ま た 巾広い 濃度の Triton　X ・100 の 存在下

で 血清 F リグ リセ ラ イ ドを よ く分解す るが，非存在 下

で は ほ とん ど反 応 が 進 行 せ ず （Fig・2），他の 画 分
一

Lipase・1 お よび Lipase・II と明らか な相違を示 した

（Fig・3）・ Lipase・III の Triolein に 対 す る Glyce【01 ／

Fatty　 acid の 比 率 は 1 ：3 で あ り，他 の 起 源 の ijパ ー

ゼ よ り血清 トリグ リセ ラ イ ドを効率的に分解す る機能

を有 して お り， 当初の 目的に か な うもの で あ る こ とを

確認 した ．
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7．　 リパ ーゼ の 工 業生産

　 リパ ー
ゼ は 動物の 組織 や植物の 種子中に 広 く分布 し

生体内で の 脂質の 代 謝 ， 移動に 深 く関与 して い る．微

生 物 の IJパ ー
ゼ に つ い て は ， 食 品を 汚染 して 脂質を分

解，変質 さ せ る こ と か ら研究が始ま り， や が て，微生

物を用 い て リパ ーゼ を 製造 しよ うとの 検討が な さ れ る

よ うに な っ た ．

　著者 らは60年頃よ り，微生物 の リパ ーゼ に 注 目 し，

医薬や 食品 へ の応用を目的として ，コニ業生産 の 研究 に

着手 した．当時，AsPergill” s
，
　Sclerotiniaな どの リパ

ー
ゼ に つ い て の 報告 が み られ る程 度 で ， リパ ー

ゼ の 工

業生産の 試みは全 く行われて い なか っ た．

1．　 リパ ーゼ生産菌の 分離

　微生物の リパ ーゼ は，乳製品の フ レ ーバ ー
や変質に

関連 して 多 くの 研究 が あ り，また ，脂質の 分 解性 を 微

生物の 分類指標 に しよ うとの 試みもあり，多 くの 微生

物が こ の 酵素を 生 産 す る こ とが 知 られて い た ．著者等

は菌体外 に 分泌 され，酸性で も安定 な リパ
ー

ゼ を液内

培養 に よ り製 造 し，消化薬 と して 使用す る こ とを目標

と して 実験 を始め た．

　まず，リパ ー
ゼ 生産能 の 高い 微生物を分離す る た め，

オ リ
ーブ油 を 唯

一
の 炭素源 とす る合成培地 に 食品 ， 土，

汚水 な どを 塗 布 して 培養 し
，

プ レ ート上 に生育し，
コ

ロ ニ ー
周 辺 に 白色環を生 じる微 生 物 ， 約 200 株を 分 離

した ．更 に ， 第 二 次 ス ク リ
ー

ニ ン グとして
，

こ れ らの

培養液 の リパ ーゼ 活性を N 。 rd らの 方法 で 測定 した ．

そ の 結果，No・5 号菌が高い リパ ーゼ 活性 を 示 した ．

こ の 菌 は，生育速度 が速 く， リパ ーゼ 生産量 も多 か っ

た の で
， 更 に ， 検討を進 め た ，

　 こ の 菌 は 胞子を形成せ ず ， ポ テ ト培地 で 偽菌糸を 形

成 す る こ とか ら Candida と同 定 され ，細 胞 の 形，コ

ロ ニ ーの 形状，糖 の 発酵性 と同化性，ア ル ブ チ ン の 分

解性の 各性質が 文献記載 の 菌株と
一

致 しな い の で 新菌

と考え，　Candida　cγ1indraceα と命 名 した ．本菌の 生育

適温は 30℃ で ，中性 か ら微酸性で 旺 盛 に 生 育 した．

2・　 リパ
ーゼ生産 条 件の 検討

　Candida 　 cylindracea に よ る リパ ーゼ 生産培地 の 検

討を行 っ た ．グ ル コ
ー

ス の 添加 は，Peters 等 や里 村等

Tableユ．　M εdiu皿 for　lipase　production．

Soybean 　 meal

Corn　steep 　Jiquor

（NH ，）2SO4

1く，HPO4

Pelyoxyethylene　nonylphenyl 　ether

2，0％
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Fig．1．　Flow　sheet 　of 　iipase　production．　Part　1．　Fermentatien　process ．

　　1．seed 　tank 　No ．1　2．　seed 　tank 　No ．2　3．　fermenter　4．　prcparation　tank

　　 5・precoat　filter　6・sterilizing 　tank 　7・filtrate　receiver

の 報告 と同 じ く，リパ ー
ゼ 生産 に著 しい 阻害を示 した ．

油脂 の 添加は 効果 が な か っ た．大 豆 粉，お よ び C・S・

L ・の 添 加 は 有効で あ り，消泡 剤 として は poly。xy

ethylene 　nonylphenyl 　ether が優れて お り，リパ ーゼ

生 産 も促進 した．こ れ らの 検討の 結果，リパ ーゼ 生産

用培地 と して Table　L の 組成を決定 した ．

　 リパ ー
ゼ 生産の 培養適温 は 25℃ 付近 に あ っ た ．

　培養終了 後，菌体等不溶 解物を 除 去 し，ろ過 液 に 親

水性有機溶媒を 添加 し ， リパ ーゼ 区分 を 沈澱 させ た．

溶媒の 中で は，ア セ ト ン に よ る活性 回 収率が 最 も良 く，

ア セ ト ン 濃度70％で 活性 の 90％以上 が 回収 された ．沈

澱 は ， 更に ， ア セ トン で数回脱水後， 真空乾燥 に よ り

粉末 とした．

　こ れらの 基 礎実験に 基づ い て 工 場を建設 し，リパ ー

ゼ 生産を始 め た．この 工 場は安価に 効率よ くリパ ー
ゼ

を生産する こ とを 目標 と し，連 続 化 に よ る タ ン ク類の

小 型 化 と，計器制御 に よ る作業員 の 減少 を計 っ た．発

酵工 程 の フ ロ
ーシートを Fig．　1 に 示 した．発 酵 は バ
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Fig．2．　Flow 　sheet 　of 　lipase　production ．　Pa【t　2．　Puri丘catiQn 　process．

　　1．mixer 　 cooler 　2．　 thickner 　3．　 repulper 　NQ ．1　 4。　 waste 　 aceton 　 tank

　　5．drum 且lter　No ．1　6，五1trate　receiver 　No ．1　7．　repulpei 　NQ2

　　8．drum 丘1ter　No2 　9．　dryer　10，　fiユtrate 【eceiver 　No ．2　11．　distilation　unit
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ッ チ式 で お こ な い ， 2段階 の 種培養の 後，本培養を お

こ な い
， 培養液 は プ レ コ ー

トフ ィ ル ターで 連続 ろ過 さ

れる．ろ液 は精製工 程 へ お くられ，リパ ー
ゼ 沈澱 が行

わ れ る．

　精製工 程 の フ ロ ーシ
ー

トを Fig．2に 示 した ．発酵 工

程から送 られ た ろ液は ア セ ト ン と混合 され ，
シ ッ ク ナ

ー
へ 送入される．こ こ で リパ ーゼ 区分 は沈澱し， ア セ

トン 区分 は オーバ ー
フ ロ

ー
に よ り，廃ア セ トン タ ン ク

へ 入 る．沈澱 した リパ ーゼ は ポ ン プで 抜 き取 り ， 脱水，

ろ過 を繰 り返 した後， 真空低 温 乾燥して リパ ー
ゼ 粉末

とな る．こ の 間の ア セ ト ン は次第に 希釈されなが ら循

環 ， 再利用 され，最後に 蒸溜塔で 精製 さ れ ， 再び 使 用

され る．こ の 工 程 で の ア セ ト ン の ロ ス は 1％以 下 に 抑

え る こ とが で きた ．
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Fig．4。　 Hydrolysis　oftriQlein 　by　lipase　from　Ca　ndida ．

　　●： t【iolein，× ： monoolein
，
　O ： diolein

，
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3．　 リパ ーゼ の 性質とその 利用

　 リパ ーゼ 粉末 は 　1g 　当た り30，000ee位 に標 準 化 さ

れ，リパ ー
ゼ MY の 商品名で 販 売され て い る．こ の

酵素 は 乾燥状態で は 非常に 安定で あり， 常温で 3年間

は 失活 しな い ，こ の リパ ーゼ の 最 適 pH は Fig．　3 に 示

した 通 り 7付近 に あり，酸性側で 良 く作用す る．酸 性

で の pH 耐性 も強 く， pH 　3
，
37℃ で ， 24時間後 に も，

80％ の 活性 が残存 して い る ．ト リオ レ イ ン の こ の リパ

ーゼ に よ る分解経過は Fig・4 の 通 りで
， トリグ リセ ラ

イ ドの α ，β位を無差別 に分 解 し，モ ノ グ リセ ライ ド

を蓄積 しない ．

　各種油脂を本リパ ーゼ で 分解 し
， 途中で 生成す る脂
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Fig．3．　 Optimum 　pH 　for　lipase　activity ．

　　buffer　 systems ： pH 　LO〜3．O　 glycocoLNaC1 −HC1

　　（●）， pH 　3．｛）〜8．O　Mcllvaine　bu任er （x ），
　pH 　6．0〜

　　8・Ophosphate 　buffer（Q），　pH 　8・0〜 ユ1・O　ammoni ・

　　urn 　buffer（△ ）．

　

　

　
一

4

＼
ム

肪 酸組成をもとの 油脂の 脂肪酸組成 と比較して 基質特

異 性を調 べ た．そ の 結果，こ の リパ ーゼ は各種脂肪酸

を C18：3＞ C18：2＞ Cls：1＝C16：0＞ Cls；o＞ C22：1 の 順 に 分解

す る こ とが 判明 した ．本 リパ ーゼ に は特別 な活性化物

質はな く，陰 イ オ ン 活性剤 や重金属 に より阻害をうけ

る． 1丿パ ーゼ 標 品 中に は共 存酵素 は ほ と ん ど含まれ て

お らず ， 脂質以 外 の 成分 は影響を うけ な い ．

4． 高活性 リパ ーゼの 開発

　 リパ ーゼ で 工 業的に 油脂分解を お こ な うこ とを 目 的

と して ，Candida 　cylindracea の 変異や 培養条件を 検 討

し，従来 の 10倍以 上 の リパ ーゼ を 生 産する こ と に成功

した． こ の 方法で 製造 した高活性 リパ ービは 360， 000

単位／ 9 の 活性を持ち，リパ ー
ゼ OF の 商品名で 油脂

分解 に使用 さ れ て い る．

5．　 その 他の リパ ーゼ の 開発

　 こ れまで に 述べ た Candida の リパ ーゼ 以 外 に Acli−

r ・ nt ・eacter　K や 141catigenes属 の 細菌の 生 産する リパ

ーゼ に つ い て も研究を行 っ た．前者は Candida の リ

パ ーゼ と反 対 に ア ル カ リ側 に 作用 最適 pH が あ り，洗

剤 に 使 用 す る こ とを 目 的 に 開 発 した ．後者 は パ ン ク レ

ア チ ッ ク 。リパ ーゼ の 代替 品 と して 開 発 した 酵 素 で ，

胆汁酸塩 に よ り賦活 さ れ，油脂分解途中で モ ノ グ リセ

ラ イ ドを蓄積 し，作用 最適 pH が す い 臓 リパ ー
ゼ に 類

似 して い る．

　 こ れ らの リパ ーゼ を 用 い て ， 金属石鹸の 製造法 ，
モ

ノ グ リセ ラ イ ドの 製造法 な どが 検討 さ れて い る ．
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