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7．　 酵 素

Enzymes

7−1　糖関連加水分解酵素

7−1−1 ア ミ ラ
ーゼ

　耐熱性 α
一amy ］ase 遺伝子を コ

ー
ド した プ ラ ス ミ ド

を有す る Eschericltia　 coli が 生産す る α
一amylase に 対

す る モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体を 用 い た 免疫 ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る組換 体 α
・amylase を精製

した．1，

　好 ア ル カ リ性 Bacillits　 sp ・H −167 は ， 3種 類 の

maltohexaose 生成 α 一amylase を生産 した．精製酵素

は い ずれも可溶性デ ン プ ン に作用 して 反応初期 に主 に

maltohexaose を生産 し， そ の 生産率 は 25〜30％ に 達

した ．2》

　RhigoPus 　sp ．　MB 　46 に よ る キ ャ ッ サ バ 生 デ ン プ ン

分解性 glucoamylase の 液体培養 に お ける生産条件を

検討 した・3⊃ RhixoPus　sp ・　MB 　46 の 液体培養に お ける

gluceamylase の 生 産 性を向上 させ る た め に 取 得 した

2・deoxyglucose耐性変異株 AF ・1の 培養条件を 検討 し

た，両菌株 の 生産す る 酵素 の CM ・セ ル ロ
ース カ ラ ム

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに お け る溶 出パ タ

ー
ン は ， glucoa・

mylase 以 外で は 同
一

で あ っ た．°

　AsPer8illcrs　an ，amori 　var ・Kawacl ；i の glucoamy ・

lase　 I （GAI ）の 生 デ ン プ ン 吸着部位 （Gp ・1
， 分 子 量

7，000） の N ・お よ び C一末端領域の ア ミ ノ 酸配列 は ，

Alai −X −Gly−Gly−X ・X ・X …Ala9…Ala−Val 　 で あ り，

GP ・1 は GA1 分子上 の Ala47t と ValSlsの 間 に位置す

る こ とが示唆された．さ らに glucoarnylase の 多様性

発 現機講は翻 訳後の protease 限定加水分 解 に よ る こ

とが 支持 され た．S）

　
Dietyobciemus 　therm 　oPAilum は極 め て 耐熱性で か つ

至 適 pH を 酸性域に 有す る amylase を複数種分泌 し，

そ れ らは カ ラ ム ・ク ロ マ トに よ り， 可溶性 デ ン プ ン よ

り gluc 。se と maltese を生成す る糖化型活性画 分と

glucose お よ び種 々 の オ リゴ 糖 （G2〜G8）を生成する

液化型 活性画分に 分か れ た．6｝

　α
一cyclodextrin は 1−10mM 以 上 の 濃度で 刃肋 o −

Pus　niveus 由来の glucoamyIase の 熱安定性 を著 しく

増強 した ・こ の 結果，50℃ ，
60℃ に お い て 10 日以 上 に

わた り ，
maltose を 加水分解 した．T）

　AsPergillus　nz8er 起源 の 工 業用 glucoamylase （GA ）

製剤中の GA は ， 少な くとも 6種類の GA を 含ん で

い る と考え られ，さ らに そ れぞ れ の抗 血 清との 交差反

応性 の 解 析 に よ り，GA は 大き く 3つ の 群 に 分 か れ

た．s ｝

本 GA 製剤 よ り単 離 した 6 種類 （A ・ll〜IV，
　B −

1 〜皿 ）の うち，B ・1 酵素 は，血 清学 的 およ び 酵素学

的に 特異 な 酵素で あ っ た，さ らに A ・U 酵素 は，分

子 量 お よ び ア ミ ノ 酸組 成 よ り，他 の 酵 素と は異 な る

DNA 部位 か らの 転写 産物で あ る こ とを示唆した．s｝

　Chalara　Paradoxa の glucoamylase を 螢 光 色素
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flu。 rescein −isothiocyanateで 標 識 し， 標識 gluceamy ・

laseの 各種生デ ン プ ン へ の 吸着を検討 した と こ ろ ， 本

酵 素 の 生 デ ン プ ン へ の 吸 着 は非特異 的で あ っ た．「o〕

　RhigoPus 　 niveus の glucoamylase 〔isozyme　D ）に

Fla’tiebacterium 　 sp ．の endo 一
β
一IV−acetylglucosamini −

dase を 作用 さ せ た結果 よ り，本 glucoamylase 中に存

在す る asparagine 結合型 糠鎖 が そ の タ ン パ ク質 の 安

定化に大きく寄与 して い る こ とを推定 した．IV

　Bacil〜ttS 　acidoPi ” u ！yticusの pullulanaseを市販粗

酵素液 Prom 。 zyme 　200　 L か ら精製 し，2成分 （Fl

と F2）に分離 した．精製 F1 と F2 の 至 適 pH，分子量，

Km 値 は そ れぞ れ 5．　O
，

115
，
　OOO−116

，
　OOO

，
2．5mM

（glucose 等 量 ）と ほ とん ど同じで あり，等電点，比活

性，Ke 値 は異 な り，　そ れ ぞ れ 5．0と5．2，　200と 220

units ／mg
，
2．9× 103 と 3．6 × 103　sec

−i
で あ っ た．　 Fl

と F2 は Klebsiella　Pneunzoniaeの pullulanaseよ り，

pu］lulan
，
　glycogen β一limit　dextrin，可溶性 モ チ ゴ メ デ

ン ブ ン に よ く作用 した．12）

　 Arthrobacter　g20btformis　T6 の 生産する isomalto−

dextranase の精製酵素は ，
280　nm 　に おけ る　El器，

pI， 分子量 ， 至 適 pH お よ び 至 適 温度をそ れ ぞ れ

24．　6，　5．　15，69，000 （SDS −PAGE ），
5．3 お よ び 65℃ に

有す る 酸性タ ン パ ク質 で あり，
4°C

， 24時間で は pH

3．　0−8．0 の 範囲で 完全 に 安定で あ っ た．本酵素 に よ る

dextran か らの 水解生成物 の ア ノ マ ー型 は α ・型 で あ

り dextran に 対する Km 値はO．　038％ で あり，isomal・

titol は強力な拮抗阻害作用　〔Ki・＝O．79　mM ） を示し

た ．13｝さ らに 本精製酵素 は，isepullnlanase活 性を示

し，両酵素活性 の 発現 は単
一

酵素分子 に 帰属する と考

え られ た．14 ｝

　−4rthrebacter　glebtl　ormis 　1　42 の 生産す る glUCQdex・

tranase の 精製酵素 は，280　nm に お け る E｝謠，　pl，分

子 量，至適 pH および至適 温度をそ れ ぞ れ 18．　6
，
4．31

，

120
，
000　CSDS −PAGE ），

6．0 お よ び 45℃ に有す る 酸性

タ ンパ ク 質で あ り，4℃ ，24時間処理 で は pH 　5．5−7．5

の 範囲で 完全に 安定で あ っ た．本酵素 に よ る dextran

お よ び isomalto＄e か らの水解生成物 の ア ノ マ
ー
型は

い ずれ も β・型 を示 し，
dextran に 対す る Km 値は

0．0エ4％ で あ り，　phenyl α
一D −glucosideは 強 力 な拮 抗阻

害作用 〔Ki ＝L69 　mM ）を 示 した．15，

7−1−2　セ ル ラーゼ

　 Bacillus　 sp ・KSH −522 は，中性培地 で 良好 に生育

し，alkaline 　 carboxymethyl 　 cellutase を生 産 した．本

酵素 は，　pH 　7・− 10 に 至適 pH 領域を有 し，　pH 　7 で 30分

間 処理 して も 50℃ まで 安定で あ り，不 溶性 cellul ・ se

基質に 対す る活性は微弱で あ っ た ．本酵素は，衣料用

洗剤組成物で あ る界面活性剤，proteolytic　enzyme お よ

び キ レ
ート剤存 在下 で も安 定 に そ の 酵 素活 性を示 し

た．16 》

　糸状菌 Y −94 の 生産す る Avice］ase 且は ， 分子量 ，

等 電点，Avicel に対す る 至適 pH ，安定 pH 域 お よ び

至適温度を そ れぞれ 56，000−・68，000，4，4，5．3， 4．1−6．　0

およ び 62℃ に有し，61℃ ，10分間処 理 で 安定で あり，

Hg2＋ お よ び Cu2＋
に よ り阻害 され た．本 酵素 は，

endoglucanase に 属す る と考 え られ た．　：T，

　 19種類 の myxomycete の 表面培養 に お い て ，
　CMC 一

お よ び xylan 分解酵素はすべ て 認め られ，　Stemonilis

axijera は高 エ ス テ ル 化 pectinを 分解 した．細菌を 同

伴する myxomycete は peetin分解と泝紙崩壊活性 を

示すが ， 無菌的状態 の myxomycete は，　pectinase と

Ci−cellulase を有 して い な か っ た ．18）

7十 3 β・グル コ シ ダ
ーゼ

　」Penic71／ium 　herguei　Banier　and 　Sart。 ry の 生産す る

2 種 類 の β一glucosidase（G1 ，　G2 ＞は ， 分子 量 ，糖含有

量お よ び 等電点をそ れぞ れ125
，
　OOO と122

， 000， 12．　7％

と 16．1％ お よ び 5．　02と5．24に有 し，G1 および G2 とも

至適 pH は 4．0〜4．5， 至 適温度 は 60℃ で あ っ た ．

G1 お よ び G2 は ρ
一nitrophenyl β

・D ・glucopyranoside，
sa 星icin

，　cellobiose ，
1aminaribiose，　gentiobiose，　lamina・

rin お よ び CM −cellUlese を分解 し，さらに糖転移作用

を有 して い た．IS 》

7−1−4 イ ヌ リナ ーゼ

　CrγsosParium 　 Pannorum　 AHU 　 9700 の 生産す る

inulinaseの 粗酵素は，反応至 適 pH お よ び至 適温度

を そ れ ぞ れ 5．6お よ び 50℃ に 有 し，50℃ 以下 ， pH

4．5〜7．0 の 範囲で 安定で あり，
exo 型お よ び endo 型

の inulinaseから構成されて い る もの と推定 した．2°’

　 Penicilli” m 　PurPro8enum　 var ．　 rubriscle7 ’
etium

（HOK ・1
，
　FERM 　P ・8705）の 菌体外 endo 型 innulinase

の 精製酵素は ， 分子量 を 64 ，000，等電点を pH 　3．6 に

有 して お り， 本酵素の 活性部位 は ，　subsite 構造を有 す

る と考え た．2i）

7−1−5 マ ンナ ナ ーゼ

　Pen ガCi71ium 　PurPuro8enum 　No．618 の 菌体外精製

β一mannanase に よ り K 。 njac 　gluc。 mannan を 加水分

解 し， 7 種 の オ リゴ 糖を 単離 し
， 生成糖 の 構造 か ら，

K 。 njac 　glucomannan に対する 本酵素の 作用様式 に つ

き考 察 した．22 ｝
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　好 ア ル カ リ性 Bacz7／zas 　 sp ・〔AM ・001）が 菌体外に 生

産する 3種 の精製 β
一mannanase （M ・1，M ・

ロ，M ・皿）

に つ い て ， 分子量 （58，
59，42K ），至 適 pH （9．　O，9．　O，

8．5），至 適温度 （60，60，　65℃ ）等を 求 め た ，M −1，M 一匹

お よ び M 一
皿 は，mannotriose を最小基質とした．23，

7−1−6 β
・
マ ン ノ シ ダ

ーゼ

　好 ア ル カ リ性 Bacillus　 sp ・（AM −OD1）の 菌体内 β・

mann ・ sidase を精製 し， 酵素標品の 分子量 C93　K ）， 至

適 pH （6．0），至 適温度 （50℃ ）等を求めた，本酵素は ，

単糖 よ り成 る 合成基 質で は，P・nitr 。 phenyl β一D −manne ・

pyraneside に の み作用 し，　 マ ン ノ オ リゴ 糖 に作用 し

て 最終生成物と して Inannose を生成 した．2 ‘｝

7−−1−T ガ ラ クタナ ーゼ

　Penici／／ium 　 citrinuon の 生産す る galactanaseは ，

大豆 arabinoga 】actan の β
一1，4−galactoside 結合を

endo 型で 水解する と と もに ，各種受容体の 存在下 で

は，糖転移反 応 も触媒 した．本酵 素 は ，

一
級 ア ル コ ー

ル 類，ジ ォ
ー

ル 類，glyce【 ol お よ び そ の 誘導体，
　 cate ・

cho1
， 糖ア ル コ

ー
ル 類，単糖類な どを受容体と して，

転移生成物を 与え た．25 ，

7−1−8 β一ガ ラ ク トシ ダーゼ

　Bacillus　inacerans 　CIFO　3490）の 生産す る 菌体外 β・

galactosidase は ， 分 li量 e，y80，　OOOの subunit 　4個 か ら

成 り， 最適 pH を6．5，等電点を pH 　 4．4 に有 し，

pH 　6〜9
，
37℃ 以下で は安 定 で あ っ た．本 酵素 の

Km 値 は，　lacteseと p−nitrophenyl ・
β
・galactosideに 対

して ，そ れ ぞ れ 30mM と 2mM で あ っ た ．本 酵 素 は ，

低濃度の Cu2 ＋
に よ り非拮抗的 に阻害され た．26，

　 K ！yvero” i7ces 　lactis　KY5466 か ら誘導 した lactase

の 生産性が 2 〜 2．7倍に 増加 した 変 異 株 は，糖を フ ィ

ー
ドす る 方法 で 51 ジ ャ

ーフ ァ
ーメ ン ター

で 培養 し

た と こ ろ ， 48時間で 155U ／m1 の Iactase を生成 し

た．27）

7十 9 キ シ ラ ナ
ーゼ

　糸状菌 Y −94 株の 生産す る 3 種類の xy 工anase 〔Xn −

A
，
XI1−B お よ び Xn ・C ）の キ シ ロ オ リゴ 糖 （Xn ）お よ

び 還元型 キ シ ロ オ リゴ糖 （Xn −OH ）に 対する 作用を 検

討 した ，3 種類の 酵素とも X2 に は 作用 せ ず ，
　X3 の

分解 は各酵素 で 差が 認 め られ，
X4 以上 は速やか に分

解された．Xn −OH の 分解 さ れ る結合 は非 還 元末端 よ

り 2 番目以降で あり， さらに ，
こ れ らの 酵素の sub ・

site の 大きさ を 5xyl 。 se 単位 と推定 した．2s）

7−1弓 0 キ シ ロ シ ダーゼ

　 α
一xylesidase を 生 産 する Bacr71us属 の 2 菌株 ，

　No ・

208−918−1 およ び N 。．693−1 が土 壌中よ り分離された ・

No ．693−1 の 生産す る α
・x＞
・losidaseは，　methyl α

一D −

xylopyranoside な どに よ り誘導 され た．29 ）

　 AsPergillus　 nlrger 　IFO 　 6662 の 生 産 す る β
一xylosi 凾

daseは，　 alkyl β
・
xyl 。 side の 合成 に 優れ た酵素 で あ っ

た．30 ）

1−1−11 その 他

　CryPtec。ccus 　 a2bidus 　GIR 　6001 の菌体外 p。lyga・

lacturonaseは，分 子 量45，000，等電点6．8，最適 pH

5，6
， 最適 温 度 45℃ の endo 型 酵 素で あ っ た．　Sl ）

　微生物 chitinase 製品 （StreP1omyces　 antibioticus ，

StrePto〃nyces 　sp ．，　StrePto”myces 　．
crt’isescs，　Serratia　fnar ・

cescenSt 　i4eromonas 　JtydroPliila　subsp ．　anaero8e7tes お

よ び カ ビ キ ナーゼ ）　は ，
ca ．20〜 45％ 　fV−acetylated

chitosan をよく分解 し，　 chit 。san の 脱 ア セ チ ル 化度が

減少す る に 従 っ て 分解 されや す くな り，
こ れ ら chito ・

san の 分解 は酵素標品の chitinase 活性の 高 い もの ほ

ど顕著で あ っ た．32’

　Bacillus　circulans 　MH −Kl の生産する chit 。 sanase

の 精 製 標品 は，分子量 ，
　chitosan に 対す る Km 値お よ

び pl をそ れ ぞ れ 30，000，0，63mg ／ml お よ び 9．2 に

有 し， 至 適 反 応条件は pH 　6．5
，
50°C で あり， pH 　4．0

〜9，0 お よ び O〜40℃ に お い て 安定で あ っ た．本酵素

は，そ の 作用 を chit 。san の 脱 ア セ チ ル 化度に 依存 し

て お り，
endo 型で あ っ た ．本酵素の 最小基質は ，

　glu・

cosamine の tetramer で あ っ た．　s3 ）

　 Mucer 　hiemalisは，動物起源 の 糖 タ ン パ ク に 存在

す る 複合 型 糖 鎖 に 作 用 す る 新 規 な endo ・β・N ・acetyl ・

glucosaminidase を 生 産 した．34｝
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）
．

32
）Ohtakara ，　A ・，　Izume ，　 M ，，
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81− 3182 　（1988

＞ 33
）
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M ，　 Uchiyama ，　 A ．，

　

zuki ，　K，　Ando ， 　A，， Fulii ， 　T．；J．　Cen．卿1 ，　Mi
robiol ・，34，2

− 　 270 　 （1988）．34 ） Kadowaki ，　S ・，　Yamamoto，　
E ，　 Fujisaki ，

　
M ．， 　Kumagai ，　H ．，　Tochikura

　 T．；　． 48ガ
‘

．　Biv 〜． 　（71ietn．，5

C2387 − 2389 　（19

）
．

（7 − 1 敷 島 紡
績

　

山 英 夫） 7 − 2 　トラン スフェラーゼ 　 Arthrobacter 　globifor
s　Cll ・1株の生産するinulin fruct 。 tran
erase を精製 し た ．本酵素の分子量は SDS − PAGEにより

，000 ，ゲルろ過 に よ り50 ，000 ， 等電点は5 ．　 1
あっ た ．反応 至適pH は 5 ．　O ，反応至 適 温 度 は 55 ℃

pH 　 5 で 75 ℃， 2

ｪ 間の加熱に対しても 安定 であっ た ．35 ） 　 StrePtococc

ゐo毎∫Ne ．
148

は sucrose．お よび glucose ・ 培地で dextr

sucrase を生産 し た ． 　 glucose 一 培地か

調製 した 酵素 は 種
々のSephadex ゲルに特異 的に吸着 した が，D

tran 　 T − 500，　 T − 2000 と共 に 処理す

と
最早Sephadex に 吸着し

く な っ た
。a6 ｝ T − ・3キシロースイソメラーゼ 　メタノール 酵 母（

7

dida　 boidinii 　 No．2201の xy − 10se 生育菌

か ら xylose　 isomerase を精 製し た．本酵

fは65，000の ダ イ マーサブユニ ッ トか らな り分子 量は 1
，　OOO で あ っ た

．
酵
素活 性

の最適pHと 温 度 は4 ． 5 と 37
〜
4

獅ﾅMn 什 ，　Mg 升，　 Ce 什 に よ り 促 進 された，　xy− lQse とg

coseに 対 す
る Km 値 は 5．　6 ×10

−
1　M，4． 1× 10 ”iMでVmax

は 5 ・ 8× 102，

3．　3×102 μme

^min／mg であった　．37， 7 − 4 　 細 胞 壁 溶
解

酵 素 　

ichodertna 　 viride の生産す るセ ル

ーゼ ロ・ b を 精 製し ，
そ
の特異な縮合・水解作 用 の 機 作を

らかに した．本酵素は低 濃 度の β一cellobiose を 縮 合

て cellotetra 。 se を 合 成し ， 縮 合作

の 供与 体 基質には厳 密に規定され た β一 アノマーのみが要求

れるこ とを明 ら かに した．本酵素は多機 能万能型 の新規ce1
】 ase と考えた．3s，さらにcellulase 皿を精製した ．

酵素 は exo − cellebiohydrase と 相 同 であ っ
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種 cellulose 基質 に作用 させ る と多量 の gluc。 se を生

成 し，こ の機構は β
一gluc。 sidase の 関与な しに 本酵素

自身 の β・ce ］lobioseに 対す る特異 な 縮合 ・水解作用 の

結 果で あ る こ とを 明 らか に した．39｝

　 「ehad・coecus 　 eiV，tltroPolis の 菌体を溶解する 3 種の

酵素、
C−2，　C −4，

　C −5 を Fiavobacterittm　species 　SH −548

の 培養 液 か ら精 製 した．C−4
，
　C −5 の 分子量 は 26，000で

casein に 対 して 溶 解性を示 した．　 C −2 の 分 子 量 は

36，000で casein に 対 して 作 用 しな か っ た が，　 R ．　 erY −

th・roPolis 菌体 に 対す る溶解活性 は C −4，　C −5 よ り高 か

った．40）

　reobillav・da 　sp ．　Y −20 の生産する cellulase
，
　CMCase

互， を精製 した．分子量 は 約56，000，等電 点 は3．　80，

CMC に 対す る加水分解活性の 至 適 pH は5．0， 至 適

温度は 60℃ で あ っ た．本酵素 は cellotriose 以上 の セ

ロ オ リゴ 糖に 作用 して 主 に ce110biose を生成 し，　CMC

か らは glucose と ce 】lobioseを 生 成 した．　 Avicel に は

作用 しな か っ た．41 ’

　土 壌か ら分離 した Geetriclt　ttm 　candidum 　HM −11 は

2 種の endocellu ］ase （1， ll）を産生 した． 1は不溶性

セ ル ロ
ー

ス 基 質 に 対 し吸 着性 と崩壊性を 示 した が ， ロ

は 吸 着牲も崩壊性 も示 さな か っ た．42’

こ の endoce ］lu・

］ase 　 I を subtilisin に よ っ て 限定分解す る と，可溶性

の CM −cellul 。 se 分解活性を 持 ち ，
Avicel に 対す る吸着

能 お よ び 崩壊能を持たない subtilicin 一修飾 endo −cel 】u −

1ase（分 子量 80，000） へ と変 化 した・∠V・bromosuccini−

mide で 酸化する と cellulase 活性を喪失した が
， 吸着

能 は 保 持 して い た の で endocellulase 　 I に は天 然

cellulese に吸着する た めの 親和部位 と活性部位が離れ

て 存在す る と考 え た．43｝

　 ∬ ansentda 　 anomala 　J45−1 の 生菌体を唯
一

の 炭素

源，窒素源 として 培養 した Rarobacter　faecitabidus
YLM ・1 の 培養上澄液を100倍に 濃縮す る と溶菌活 性

が 検出 された ．こ の 上澄液に は raminalinase
，
　manna ・

nase
，
　prOtease活性 が 検出され た。44 ＞

　土壌より分離した Flaevebacten’
um 　sp ・を酵母 エ キ ス

を 添加 した 培地 で 培 養す る と ， 酵 母 エ キ ス 濃 度 に 応 じ

て endo 一
β
・N ・acetylglucosaminidase の 生産 が 増大 し

た，本酵素は ， 硫安分画 ，
　DEAE ・sephadex 　A −50 カ ラ

ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ っ て 容易 に 精製 さ れ た． 

　 Psettdomonas　 margl
’
nalis 　 N −6301 株 は 培養 中 に

mitemycin 　C （0．5 μg／m1 ）を添加す る と pectin　lyaseを

大量 に生産 した．分子量 は32，
　OOOで Erwinia 　 car ・te・

”uora の 酵 素とは性質が類似 して い たが免疫的に は交

差性 は な か っ た．46 ］

　？
）
o！ysPo？zdyliufn 　Palidiρm 　ア メーバ から　／14ic7’o−

c・ccus 　！ys・dei t々ieus を 溶解す る 2 種 類の 溶菌酵素 （L

ロ）を分離した．酵素 1 は等電点8．3 の 塩基性タ ン パ

ク質で ， 分子量は 14，000で あ っ た．酵素 ロは等 電 点

4．1 の 酸性 タ ン パ ク質で 分子 量 は 22，000 で あ っ た．両

酵素共 に N ・acetylmuramidase で あ っ た．47｝

　Saccltaro7nyces　cerevisiae 　X2180一ユA，半数体野性株

に ，nitrosoguanidine に よ る 変異誘発を 行 い ，　 zymoly −

ase 感受性の 強い 変異株 ，
　N3 お よ び N3 −8 を 得た．両

変異株 と も 2M 　 NaCI に よ っ て ， 野性株と比較 して

2〜6 倍 の タ ンパ ク質が抽出された ．また，ア ル カ リ

可溶 β一グル カ ン 画分は変異株 に お い て 減少 し， 逆に

ア ル カ リ不溶画分は増加 して い た．48）

　Trichodernia　 viride 　 BIA の 生産す る真菌類細胞壁

溶解酵素系の 主成分で ある β・1，3・glucanase を精製 し

た．本酵素 は分子量 40，0DOで ，　pH 　5 に 最適 pH を 有

し作用 最適温 度は 55℃ で あ つ た・カ ビ
， 酵母 お よ び

担子菌か ら容易 に プ ロ トプ ラス トを生成した．49》

7−5 プ ロ テ ア
ーゼ

　大腸菌 HB ユ01 株の 無細胞抽出液 よ り aminopePtid −

ase 　N を約300倍 に精 製 した．精製酵 素 標 品 は aryla ・

midase と peptidase 活性 を示 した ．酵素 の 至 適 pH

は7・5，分子 量 は80，00Dで単量体 で 存在 し，　pl は 5．7で

あ っ た．5°）

　海水か ら分 離 した 7 必 吻 harveyi の 培養液か ら

preteaseを精製 した．分子量は84，000で 21，000の サ ブ

ユ ニ
ッ トの 四 量体か らな る．反 応 至 適 pH は 8．0，温

度 は 55℃ で あ り，40℃ 以 下 で 安 定 で あ っ た．本酵素

は ア ル カ リ性金属プ ロ テ ア
ー

ゼ で あ っ た，51 ）

　海水か ら分離 した 7ibrio　sPlendidus の 培養液 か ら

preteaseを精製 した．分子量 はSO，　OOOの 単量体で ，反

応至 適 pH は 8．　0
， 温 度 は 55℃ で あり，

35℃ 以下で 安

定で あ っ た．阻害剤 の 実験結果から，本酵素 は ア ル カ

リ性金属プロ テ ア
ーゼ で あ っ た．52）

　海水 か ら分離 した グ必π bharve コi　FLN ・108 は培養

液中に 2 っ の pr。 tease （1，ll）を 生産した． 1は分

子量49 ，0DOの 単量体，　 H は 23，　eOOの サ ブユ ニ
ッ トの二

量体で 分子量 は46，000で あ っ た．こ の 2 つ の 酵素 の 至

適 pH は 8 〜 9 ， 温 度は 50℃ で あ り，45℃ 以下 で 安

定で あ っ た．両酵素共に ア ル カ リ性金属 プ ロ テ ア
ー

ゼ

で あ っ た．5a，

　レ ニ ン 基質 の tetradecapeptide を 各種菌類 aspartic ，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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acid 量c　Pl
−
。teaseの 基質 として 特異性を検討 した．　 Mu ・

cor ，刃 伽 砂 鰐 の 各酵素 と AsPergi21us，　Penicilliunt の

酵素 は特異性が 類似 して い た・SCJ・talidiftm の タイ プ

A・1，B 酵素，　CladosPorium酵素，担子菌 PγcnaPorus

sa ？tguineus 酵素，　Rhodotorula酵素 は そ れ ぞ れ 異 な っ

た 特異 性を示 した．54 〕

　 frPex　lacteUSか ら凝乳酵素画分を調製 し，仔牛 レ ン

ネ ッ ト代替品として 評 価 する ため に，繊維状チ
ーズ の

試作を 行 っ た・5s ＞

　 “’fspergz7ius　aspartic 　proteaseは Boc −LSTR −MCA ．

Bec ・IEGR ・MCA を加水分解 し，　R ・MCA を遊離した，

R −MCA に aminopeptidase を作用 させ蛍光法に よ る

本酵素 の 活性測定法を確 立 した ．56 ｝

　 AsPergi71itS∫碗 6 の serine 　protease　 H は蛍光基質

Suc・LLVY ・MCA ，　B ・ c・VLK ・MCA を よ く加水分解 し

た．発色基質 は Suc・AAVA −pNA ，
　Suc・AAPF ・pNA ，

To・GPK −
pNA ，　z ・GPCit−pNA をよ く加水分解 した・　57 ）

　 菌体外 プ ロ テ ア
ー

ゼ を生産す る好熱 性 嫌気性菌 C・

17−70 株 を 純粋分離 した．本菌 は Gram 陰性，非運動

性 の 桿菌で 胞子を形成せ ず 45℃ か ら 71℃ に生育温

度範囲を有 して い た．本菌 を正 基 準株 と して，新種

Thermobacteroides　lePtesPart＝ m を提 案した．s8 ）

　酸 牲温泉 よ り分離 した 中等度好熱性細菌，
Baciltus

noevo 　sp ．　MN −32 株の 生産す る 酸性 proteaseを精製 し

た．本酵素は作用至 適 pH 　3，作用至 適温度 70℃ を示

し，80℃ ，10分 間 の 熱処 理 で も59％ の 活性残存率を 示

した．ま た ， 各種 protease 阻害剤 に も阻害 さ れず新

規 な 耐熱性酸性 protease で あ っ た．59 ）

　Thernz　us 　aeuaticus 　YT ・1 の 菌体抽出 液 か ら耐熱牲

amin 。peptidaseを分離精製 した ．本酵素の分子量は

約108，000で ， 2個 の サ ブ ユ ニ
ッ トか ら構成されて い

た．本酵素活性の 至 適 pH は8．5〜9．0，至 適温度 は

75〜80℃ で
，
80℃ で 20時間加熱処理 した 後で も約60

％ の 残存活性を有 した，60）

　Aminopeptidase 　P の 新測定法を開発 し，
こ の 活性

測定法 を用 い ，E ・coli 　HB ユ01 の 菌体 よ り　amine −

peptidase　P を精製 した．2種類の 酵素，　APP ・1 と

APP −U　が 得 られ，分子 量 ， 至 適 pH はそ れぞ れ

350，000 と 210，000，8．0 と 9．0で あ っ た．両 酵素 と も

X ・Pro （X 一ア ミノ 酸）結合に作用する が ，
　APP −1 は

APP ・ll に 比べ Pro−Pro 結合を切 断 しに くか っ た．　61 ，

　食品醸造 に使用 されて い る各種 糸 状菌 の γ
一
gluta

−

my1 ・transpeptidase （GGT ）の 分布 と性質を検討 した．

供試菌株中， 最 も GGT 活性 の 高か っ た Penicillium

r・guef・rti （IFO　4622）の本酵素を部分精製した ．至適

pH は 8 〜9 で ， 熱に 不安定，2 〜16％ の 食塩存在下

で 活用化され た．62 〕

　基質として Leu −Gly を用い ，　StrePtomyces　 cellulo ・

sae の 生産す る proteaseの 融 合作用な らび に 加水分解

作用 に 対す る 各種試薬の 影響を検討 した ．そ の 結果，

本酵素 は serine 　pr。tease に 属 し，　chymotrypsin 様 の 作

用 を示す新 しい タ イ プの 酵素 と考え られ た．6S ）

　高度耐 熱性中性 protease 生産菌 Bacillzas　 stearo ・

ther ” zoPhilus 　MK232 を土壌 よ り分離 し， 数度の 変異

処理 に より MK232 よ り 2 倍 の 生産牲の 向上 した 変異

株 YG 　185 を 取 得 し た 、精 製 酵 素 の 分子 量 は 約

34，000， 至適温度約 70℃ ，至適 pH は7．5で，　pH 　5〜

10 お よび 70℃ 以下で は非常に 安定で あ っ た。fi4）

　醤油種麹 か ら分離 した AsPerg ？71ws ・ ry ：ae 　MA ・27・

IM 株の 菌体外 画 分 お よ び 菌体内画分 に 含 ま れ る

glutaminase を精製 した．両酵素共分子量が 等 しく，
一

般的性質も同 じで あ っ た の で 同
一

タ ン パ ク 質 と考 え

た ． 両酵素は各種 の γ
・グル タ ミ ル 化合物に対 して 活

性を 示 した が，asparaginase 活性は示 さな か っ た．6s｝

　AsPergi71us　niger 　LCF 　No．9 によ る semi ・alkaline

proteaseは タ ン パ ク含有基質，特 に大豆 ケーキを 基質

と して 誘導的に 生産 さ れ た ．パ イ m
ッ トス ケール で の

本酵素の 安定 した生産 は ，
bonzoyl　ar 　gine　p・nitr 。anili ・

d ∈ を 基質とし，窒素 ガ ス を注入す る こ と に よ っ て 達

成した．66 冫

　小麦 グル テ ン を 酸処理 （1・3N 　HCI で 100℃
，30分間

加熱）後，AsPers271us　aryxae 　460菌 の prQteaseに よ り

酵素分解を 行うと，無処 理 に比 べ て glutamic　acid の

生 成 が 増加 した．こ の 酸処理法 を protease 製剤を利

用 した 醤油醸造に 応用す る と，グル タ ミ ン 酸／全窒素

が 約31％増加 し，従来の 麹法の 値 に 近 づ い た．67 ）

7−6 リパ ーゼ

　Penicilliu”z　cyclopium 　M1 の 培養液 よ り新規 な

Iipaseを精製 した。本酵素 の 分子量 は 約110，000，同

一
の サ ブユ ニ

ッ ト2個で 構成 されて い た ．pl は pH
3．’84，反 応 の 最適 pH は 6．0で あ っ た．本酵素を gly・

ce 「ol　kinase・
α
’91yceroPhosPhate　Qxidase と共役 させ

て 血清の 中性脂肪 の 定量 に利 用 で き た．G9）

　UUinicola　lanu8x
’
nosa 　No ・3 の 高 温 性 1ipase を

Amberlite　XAD ・7 樹脂へ 吸着 固定後 ，
　glutaraldehyde

で 架橋処理す る こ と に よ っ て 固定化 した ．本固定 化

酵素 は ， 固定化後の 活性が比 較 的高 い こ と，最適 温

N 工工
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度が約 10℃ 高温側 へ 移行する ， pH 安定性が 増加す

る こ と，2〜 3週間以上安定で ある などの 利点があ っ

た．69 ）

　llumicoga　lanttginosa　No ．3 由来 の ］ipase の stearic

acid に よる ア シ ド リシ ス 反 応 は ， 0．5％水分量を含む

n −hexan 系 で 最適で あ っ た．また，　Amberlite　XAD ・7

に 吸着固 定 した 場合が 最 も高 い ア シ ド リ シ ス 活性を有

して い た．70 ）

　コPseudonienas　fragi　22．　39B の 生産する lipaseは 3

級 の ア ル コ ール あ る い は枝 鎖 を 有す る脂肪 酸 を エ ス テ

ル 化で きず ， また 活性 は 脂肪酸の 炭素鎖 が 長 くな る ほ

ど高 くな っ た．本酵素は グ リセ ラ イ ド合成で 位置特異

性を有 して い る こ と が確 認 され た．71）

本 菌 由来の li・

pase標品の うちで 粗酵素は 71−hexane
，
　iso−octane 中で ，

pQlyethyleneglycol 修飾酵素は benzene
，
　 tri−chloroe −

thane 中で 高 い 活性を示 した．22♪

粗酵素標品 の n ・hex−

ane 中で の エ ス テ ル 合成 に おい て ， 1級ある い は 2 級

の ア ル コ
ー

ル お よ び直鎖脂肪酸 は基質 とな りえ た が ，

3級 ア ル コ ール および枝鎖を有す る脂肪 酸 は反 応 しな

か っ た．本酵素は n ・hexane 中で の 反応に お い て
， 繰

り返 し使 用 す る こ とが可 能で あ っ た．73）

　 Geotriehutn　 candidum の lipaseを glutalaldehyde

を 介 して polyarylamine ビ ーズ に 結合 して ，熱 ，
　pH ，

有機溶媒 に 対す る 安定性の 向 上 した 固定化 lipaseを

調製 した．74 ｝

　AsPergt
’
llus　ntker の 1ipaseを精製 した ．本酵素は等

電点4・1，分子量35，000の 糖 タ ン パ ク質 で，オ リ
ー

ブ油

を 基質とした ときの 作用最適 pH は 4，5〜5。5，　pH 安

定 域 は3〜 10．5で あ っ た．75 ）

　 RhigoPees　delemar と R ・arrhigus の 1ipaseは，広範

囲 の 分子量 域に お い て hombpolyester よ りも低融 点 の

copo ］yester に 対 して 高 い 分解 度を示 した・Candida

cydindracea や ブ タ膵 臓 の lipaseお よ びブ タ肝 臓 の

エ ス テ ラ
ー

ゼ は両 者 に対 して 同程度 の 分解 度を示 し

た．76 ）

　 T ・ rulesPera 　 delbrueckiiの 細胞洗浄液か ら水溶性

phospholipase　 B を精製した。分 子 量 は 170，000〜

200，000と推定され，等電点 は4，0，pH 　2．5 と pH 　7．5

に そ れ ぞ れ 最 適 活 性を有 した．精製酵素は lysoph。 s・

pholipase活 性 と phospholipase　B 活 性 を 酸側 で 37：1，

ア ル カ リ側 で 73：1の 割合で 有した．　T7 ｝

　Pseudomonas 属 に 属す る菌株 f・B ・24 の ヒ マ シ 油を

加水分解す る lipaseを精製 した．精製酵素の 分子量

は30，000，至 適 pH お よ び 温 度 は そ れ ぞ れ pH 　 7，

60℃ で あ っ た．pH 　7，30分の 条1牛で 35℃ まで 安定 で

あり，4℃ ， 22時間 の 条件で pH 　9〜10 で 安定で あ っ

た、7呂）

　「ehitePus　chinensis の 菌体内 lipase活性を高 め る た

め に は有機窒素源を 主成分 とする培地 に 01eic 　 acid ，

olive 　oil
，
　tea　Oil の 添加 が 必須で あ っ た．本菌を Bi。

・

mass 　 Supp 。 rt　 Particles　 Iこ 固定 化 した 乾燥 菌 体 の

・エive 。ilと methyl 　stearate の エ ス テ ル 交換反応 活性

は菌体の 活性 に 比べ て 4 〜7 倍増幅 され ， 本方法はエ

ス テ ル 交換反 応 の 工 業化 に 有利 な プ ロ セ ス を提供で き

る と期待 され たノ 9）
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7−7　 ア ミ ノ 酸関連 酵素

　pediecoccus　pentosaceus　lFO 　3182 の glutamate

racemase を 調べ た ．本酵素 は活性 発 現 に補酵素類を

要求せ ず ， 平衡定数1，  5で ，D 一お よ び L ・glutamate に

特異的に 作用 し，L ・α 一aminoadipate に よ っ て 拮抗的 に

阻 害され た．ま た ， 各種 の チ オ
ー

ル 試薬に よ っ て も明

瞭 に 阻害された．8ω

　Arnmonia を 制限 して 培養 した 絶対嫌気性菌 Bac −

teroides　fragilisか ら NAD （P）
＋

依存 g］utamate 　de−

hydrogenase の 高活性型 と低活牲型 と を精製 した ．高

活性 型 お よ び低活性型酵索の 比 活 性 は そ れぞ れ32．3お

よ び 5・9 μ moYmin ／mg 　pr。tein で ， 分子量は両酵素

とも290
，0eo， 等電点，至適 pH ，　K ． 値， ア ミノ 酸組

成な ども同
一

で あ っ た．しか し，両酵素 は補酵素に 対

す る親和性 が 違 っ て い た．8b

　Alcaligenes　sp ．　 F −137 の 5・oxo −L −pyroglutamate

（5・OPG ） hydrolase を精製 した． 本酵 素 は分 子 量

106，000−−126，000で ，沈降係ta　CSo20，w ）6．　82S ，
　9 電点

pH 　5・1，至適 pH 　7・　8，至 適 温 度 50℃ を示 し，
　K ＋

，

Mg2 ＋ お よ び ATP 存在下 に 5・OPG を 化学量論的 に水

解 した．な お，5−OPG お よ び ATP に 対す る ffTm 値 は

そ れぞ れ 7．0 × 10−2M お よ び 3．2× 10
一

ユM で あ っ

た．s2 ）

　Aspergillzas　orptsae 　MA ・27−IM の 菌体外 glutamina’

se （Gase）は 7−glutamyltranspeptidase　（GTP ）活性を

持 つ こ とを見 い 出 した．GTP 活 性 に対 す る 温度 ，
　pH ，

各 種 試 薬 の 影 響 は Gase 活性に対す る そ れらとほ ぼ 同

様で あ っ た．な お，GTP は ｝・−glutamyl−p−nitroanilide

を　γ
一glutamyl 供与 体 と して 利 用 し，　各種の C 末端

glycine 残基を 持 つ ペ プ チ ドへ 転位 させ た が 遊離の ア

ミノ 酸へ は 転位 させ な か っ た．83）
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　E ∫‘々 82ゴ‘加 σ coli 　B の γ
一glutamylcystein　synthetase

を調べ た．本活性は P−CNB ，　 N ・EMI ，　 IAA な どの

SH 基修飾剤 の 影響は 全 く受けず，活性 中 心 に SH

基は含まれな い と判断 され た ．こ の 結果 は以前 の 報告

と は違 っ て お り， 活性測定法の 差に よ るもの と考え ら

れた．s4）

　γ
・Polyglutamate を分解 して glutamate を 生 成 す る

AsPersillus属菌 を 検索 し，
　A ．　oryxae 　N ・2 株を見 い 出

した ．本菌 の 当該酵素活性は至 適 pH 　4．5〜5．　0．至適

温度 40℃ で ，そ の 反 応 形 式 は exo 型 で あ っ た．as ）

　Aspartate　 aminotransferase 活性 の 強い 好熱性細菌

を検索 し，B α cillus 　sp ．　YM ・2 を見 い 出 した ．本菌の 当

該酵素 は動物や Esclten
’
chia 　 coli の そ れ と 基礎的性質

に お い て 類似 して い た が ， 耐 熱性 は は る か に 高か っ

た．86 ）

　Pseudomonas 　Putidaの L ・methionine γ
・lyaseを調

べ た．本酵素は 4 個 の 等 しい サ ブ ユ ニ
ッ トか ら構成 さ

れ，1 モ ル 当た り16モ ル の cystein 残基を持 ち，そ の

8個 は分子内部 に埋れて い た．残 りの 内の 2個は きわ

め て 反 応性｝こ富み
，
2−nitro −5−thiocyanobenzoic 　acid で

シ ァ ン 化 され て α
， γ

一脱離反 応の 95％，α，β一脱離反 応 の

60％がそ れぞ れ失活した が 2・mercaptoethanol で 再活

性化された ．な お，括抗阻害剤 L −norleucine は こ の

シ ア ン 化を 緩慢 に した ．87）

　 Hansenula　 sclinesge
’
i の kynurenine　 aminotrans −

feraseは L・vinylglycine （Vg ）の 脱 ア ミノ 反 応 を 触媒

し，α
一ketobutylateと ammonia とを 生成 した。こ の 反

応 は進行 に ともな っ て 酵素 を不可逆 的に 不活性化 し，

VG に 対す る見掛けの uUm 値 は 脱 ア ミノ 反応で も酵素

不活化反 応 で もほ ぼ 同
一で あ っ た ．ま た，ア ポ酵素 は

両反 応 と も触媒しな か っ た ． こ れらの 結果 か ら，VG

は本酵素 に 対する酵素自殺基質 と考 え られ た．S8 ｝

7−8 酸 化 還 元 酵 素

　Glycerol に生育 した Hansenula 　ofunaensis の 3 種

の NAD ＋

依存 glycerol　dehydrogenase（GDH ） 1−1，

1−2 お よび n を 調 べ た ，GDH 　 l−1 お よ び ト 2の

glycerol酸化活性は基質濃度 が高い と きに だけ認 め ら

れ た が GDH 　 llは基 質濃度が低い ときに も認 め られ ，

GDH 　 I−1，1−2 お よ び H の glycer 。1 に 対す る Km 値

は そ れぞ れ 5．6× 10−tM
，
2。9M お よ び L6 × 10− tM

で あ っ た ．な お，工一2は本菌が methano1 に生育 した

と きに 誘導 さ れ る dihydroxyacetone　 reductase で あ

り，よ り嫌 気 的 に 生育 した と きに 増加 し，高濃 度の

NaC 】や KCl の 存在下 に 減少した が，　glycero1の 存在

は 影響を与えなか っ た．s9’9°＞

　Cryptoc”ccus 　lactativorusの aldose 　reductase を精製

した ．本酵素 は熱 安定性 が 高 く，30℃ お よ び 50℃ で

の 活性半減期はそ れ ぞ れ 800　h および 14h で あ っ た ．

ま た，D −Xylosc に 対 して 最 も活性が強 く，補酵素 とし

て NADH あ る い は NADPH を 要求 し，　D ・xyl 。se に

対す る ？「m 値およ び ifm
。． は それぞ れ 8．6× 10

−3
　M お

よび 20．8units／mg 　protein で あ っ た．　91］

　 Candida 　 boidinii　 No ．2201 の sorbitel 　 dehydro−

genase を 精製 した、本酵素は sQrbito1 以 外 に D −

mannitol をも酸化し，
　D −fructose以外 に D ・xy ］ulose お

よび D ・ribulose を も還元 した ．　 Sorbit。1 および D −

fructoseに 対する Km 値 は そ れ ぞ れ 7．7× 10−3　M お よ

び 2．　63× 10
−
1　M

， ま た ，
P’m 、x は そ れぞ れ 301μ m 。！／

min ／mg 　proteinおよ び 384μmo1 ／min ／mgprotein で

あ っ た．92 ｝

　 ア ミ ン 類資化性菌 と して 土 壌中か ら分 離 した Pseu ・

domonas　sp ．の amine 　dehydrogenaseを cytochrome

‘ 複合 体 と して 結 晶化 し た ．本酵素 は 分子量 100，000

で
， 補欠分子族 は結合型 pyrrol。quinoline　quin。 ne で

あ っ た ．な お ， 本酵素は巾広い 基質特異性を示 し，pH

安定性 や 熱安定性 も優 れ て い る こ とから生体内ア ミ ン

の 定 量 に 応 用 で きる もの と考 え られ た．sa）

　 Xanthomonas　 translucens の carnitine 　 dehydro・

genase を精製 した ．本酵素 は分子量74，000で ， 2 個

の 等しい サ ブ ユ ニ
ッ トか ら 構 成 さ れ， 至 適 pH 　9．0

　（正 反 応 ） およ び6．5 （逆反応），至 適温 度 45℃
，
N ・

末端 ア ミノ 酸は histidineで あ っ た．また，L −carnitine ，

NAD ＋，3−dehydr 。 carnitine お よ び NADII に 対す る

？r
皿 値はそ れ ぞ れ LOxlO

−
： M

，
2．5× 10

’4　M
，
1．7ユX

10−3M
および 4．OX10

−5M
で，　Ag ＋，　Hg2 ＋，p−CMB な

どICよ っ て 強 く阻害 さ れた．94）

　 Phenanthrene に 生 育 した Alcaligenesfaecalis　AFK

2 カ｝ ら cis −phenanthrene　 dihydrodiol　 dehydrogenase

を精製 した ．本酵素は分子量 100，000で， 4個の 等し

い サ ブユ ニ
ッ トか ら構成 さ れ，至 適 pH 　9．0，至 適 温 度

40℃ で，70℃ で 10分間熱処理 や Co2＋，　Hg2 ＋ な どの 金

属あ る い は EDTA
，
2

，
2−dipyridylな ど の キ レ

ート剤

で 処理す る と失活 した．　95 ）

　 Pseudomonas 　sp ．　TMY 　IOO9 か ら リグ ニ ン モ デ ル 化

合物 の Ce’位 の 2級 ア ル コ
ー

ル 基 を 酸化 する 2 種 の

NAD 依存 Cα一dehydrogenase　（DH ・
　1 ，　 il）を精製 し

た ．DH ・ll は 分子量125，000で ， 4個 の 等 しい サ ブユ

N 工工
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ニ ッ トか ら構成 され ，
DH −1 は分子量94，　OOOの 単量体

で あ っ た ．両酵素は 3種の リグ ニ ン モ デ ル 化合物に 活

性を示 した が ，そ の 反 応 特性 や親 和 性 に は差 が あ っ

た．ge）

　 Brevibacterittmfusczam　DC33 の 7α
・hydroxysteroid

（HS ）に 特異的 に作 用 す る dehydrogenase を 精 製 した・

本酵素は分 子量 ユ04，00Dで ，4 個 の 等 しい サ ブ ユ ニ
ッ

トか ら構成 さ れ，至適 pH 　 5．3 （還元反応） お よび

10．5 （酸化反 応），至 適温度 25〜30eC で ，40℃ で 30

min 処理す る と失活 した． な お，本菌か らは 同時に

3α
・HS 類およ び 12α ・HS 類に そ れ ぞ れ特異的に作用

す る dellydrogenaseも精製 した．eT》

　 Pyrroloquinoline　 quinone （PQQ ） を 補酵素 とす る

Gluconobacter伽 4 μ∫厩 μ」 の 膜結合型 glycerol　dehy・

dr。genase は EDTA 処理に よ っ て ア ポ酵素 に変換 し

た ．こ の ア ポ酵素 は Mg2 ＋
，　Ca2

＋

，　Co2
＋

，　Ni2
＋

な ど の 存

在下 に PQQ と結合 して ポ ロ 酵素 と な り，酵素活性 を

発 現 した．98 ）

　Pseudomonas 　fluerescens　FM −1 か ら精製 した D ・

gluconate　dehydrogenase を カ ーポ ン ペ ース ト上 に吸

着固定 した 電極 は D −gluconate を電解酸化 した．こ の

反 応 は 固定化酵素 自身が 直接電極 と電子移動 を 行 っ た

結 果で あ り， 酵 素 が 複数 の 酸 化還 元 サ イ トを 有 して い

る こ とに よ る もの と考え られた．99⊃

　Xanthebacter　autotroPhicus の 酸 素 耐 性機構を 調 べ

た．酸素耐性株 Y38 とそ の 親株で ある 酸素感受性株

N34 との 間 で両株の hydrogenase 〔Hase ）活性 に 差は

認 め られ なか っ た．しかし，Y38 株は高濃度酸 素存在

下 に も Hase を合成 した の に 対 し，　N34 株 は 空気存在

下に おい て も Hase を合成しなか っ た ．一
方 ， 高濃度

酸素存在下 に 生育 した Y38 株に は 強い superoxide

dismutase（SOD ）活性，
　 catalase お よ び ribulose 　bis−

pllosphate　oxigenase 活性が認 め られ ，
こ れらの 酵素

が 酸素耐性機構 に 関与す る もの と考え られた．1°°’「°1）

　Candida　rugosa 　IFO 　0591 の nitrite 酸化活性を精製

した ．本活 性 は 分 子量 220，　OOO で 4個 の 等 しい サ ブ ユ

ニ ッ トか ら構成 され ，
277　nm

，
　405　nm に 吸収極大を示

し，
こ の 吸収極大は dithioniteを 添加 して も変化しな

か っ た．こ れ らの 結果 な ど か ら本活性 は cata 正ase で あ

り，nitrite 酸化 は peroxidase活性 に よ る もの と考 え ら

れた ．1°2 ）

　Arthrobacter   呻 1薦 U ・S・3011 の 菌体外 cho ］este ・

：。10xidase を精製した ．本酵素は分子量57，　OOO， 至

適 pH 　7．5，至 適 温 度 50℃，　ch ・lesterolに 対す る ？「m

値 3．　08× 10”5M で ，
　Triton　X −100 に よ っ て 活性 が 増

大 され，SH 試薬 に よ っ て 阻害 さ れ た．1° 3）

　Pseudomonas 　 maltoPltili
’
a の nucleoside 　oxidase を

精製 した ．本酵素は分子量130，　OOOで ， 補欠分子族と

して 鉄を含 み，等電点 pH 　5．3，至 適 pH 　 6．0 で ，
nucleotide 類や ribose に は作用せず ， 分子状酸素を利

用 して nucleoside 類を nucleoside −5’−aldehyde お よ び

nucleoside −5’−carboxylic 　acid に 酸 化 した．1 °4）

　Candida 　boidinii　S2 の alcohol 　 oxidase を酵素一

azide 複合体と して 高収率 に 精製 した ．本法は単純な

手法で あ り，H202 や aldehyde 類に よ る酵素 の 不活化

も軽減 で きた．エ05｝

　Pseudomonas 　Putida　 ATCC 　 l2633　か ら精製 した

aminobutyraldehyde 　dehydrogenase と新 た に 分離 し

た グ ラ ム 陽性細菌 B ・6−3 株 か ら精製 した PUtrescine

exidase とを併用す る putrescineの 特異定量 法 を 開発

した．本法で は 2nmQl の putrescineを感度良く正 確

に 測定す る こ とが で きた．1°6）

　Chaetomium 　thermpPht7e 　O ・453 の po】yphenol 　oxi ・

dase を精製 した．本酵素は分子量 98，000で 3個 の 等

しい サ ブユ ニ ッ トか ら構成 さ れ ， 補欠分子族と して 銅

を含 み，　d −catechin ，　1・epicatechin ，　guaiacotな ど に 作用

した が，phenel，　P−quin 。 ne ，　resorcinol な ど に は 作用 し

な か っ た．なお，本活性 は thiourea ，　 cysteine
，
　 Na −

azide な どに よ っ て 阻 害 さ れ ，
　Hg2 ＋

や Fe2＋

に よ っ て

不活 化 され た が，CO に よ っ て は 影響され な か っ た．1°9｝

　Bacillus　 circulans 　 lFO 　 3329 の superoxide 　 dis−

mutase を精製 した ．本酵素 は 分 子 ta46，　OOOで ， 2個

の 等 しい サ ブ ユ ニ
ッ トか ら構成 さ れ，補欠分子族 と し

て Mn を含み ， 等電点 pH 　5．　2
， 安定 pH 　5．0〜8．0 で

あ っ た．　 les’

7−9 糖代謝お よ ぴ TCA 関連酵素

　好 ア ル カ リ性菌 Ba “ 71tts　 sp ．　 OK −1 の alkaline

phosphatase を精製 した．本酵素 は 分 子 量 108，　OOOで ，

2個 の 等 しい サ ブ ユ ニ
ッ トか ら構 成 され，至 適 pH

1ユ，安定 pH 　5〜12，　P・nitropheny ］phosphate に 対す る

Km 値 3．7×10−5　M で あ っ た．な お， 本 活性 は

EDTA 処理 に よ っ て 失活 し，　 Co2＋

添加 に よ っ て 回復

した．1°9）

　Zygosaccnaront／ ces 　 ro “ xii の acid 　 phosphatase

（APase）を調べ た ．本菌の APase は SaccXtaronl7ces

cerevisiae の そ れ と は基 質特異性 に お い て 違 い が 認 め

られ た が 細胞内局 在 （主 に ペ リプ ラ ズ マ に 存在） は 共
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通 して い た．また，z ．　 rouxii の 耐塩性低下変異株 の

APase は親株 の そ れと全 く同じで，酵母 の 耐 塩 性と

APase 細胞表 層透 過 性 との 間 に は 関連 性が 認 め られ

な か っ た．11 °〕

　Polyphosphate　 kinase　 CPPKase）活性を 検索 し，
Alcaligenes　faecalis，　Brevibacterium　 aln 　mo π iagenes

，

Pseud ・m ・nasaer ・・giltOsa，　Escltericltia　coii な どの 細菌

類 に見 い 出した．こ れ らの 中の E ・coli 　B か ら抽 出 し

た PPKase は逆反応をも触媒し，　ADP と metaph 。 s・

phate か ら ATP を生 成 し，こ の 反 応 は PPKase 活性

と glucose−6−ph。 sphate を生 成 す る hex 。kinaseとの 共

役反 応で あ っ た．11D

　パ ン 酵母 の α ・glucan 　phesphorylase （α GPase ）を 調

ぺ た、本酵素 の glucose・1−phosphate∫ glycogen お よ び

maltopentaose に 対す る Km 値 は そ れぞ れ 1．3× IO−3

M ，1．0× 10−4M お よ び 8．8× 10曹3M で ，
こ れ らの

？「rn 値 と maltopenta 。 se に対す る 解離定数 の 比較か ら

筋肉中の α GPase と の 類似性が 認 め られた．しかし，

ジ ャ ガ イ モ の α GPase とは 明 瞭 な 違 い が 認 め ら れ

た．It2 ）

　Pseu407nonasPugida 　lFO 　3738 の glyoxalase　l 遺伝

子の 核酸配列を調べ た．本遣 伝子 は 164 個の ア ミ ノ 酸

か ら成 る ペ プ チ ドを コ
ー

ド し，こ の ペ プ チ ドの 分子量

は本酵素 の 分 子 量 （19，500） と ほ ぼ 同
一

で あ っ た ．な

お，本酵素 の 遺伝子を EscAerichia　coli に 導入 して 発

現 させ た酵素の N 一末端ア ミノ 酸は methionine から

serine に 代 っ て い た．1；3｝

　Pseudomonas 　sp ．　OX −53 の oxalate 　oxidase を 精製

した．本酵素は分子量320，000で ， 8個の等しい サ ブ

ユ ニ
ッ トか ら構成 され ，1 サ ブ ユ ニ

ッ ト当た り1．12原

子 の マ ン ガ ン お よ び 0．36原 子の 亜 鉛を 含 み，等 電点

pH 　4．　7
， 安定 pH 　5．8〜7．0 で

，
。 xalate （Km 値 9．5×

10−3M ）以 外 に gly。 xylate や malate も酸化 した．な

お ，本活性 は Havin類 や phenylhydrazine な ど に ょ っ

て 活性化 され，1
『
，Br

，
　semicarbazlde

，
　hydr。 xylamine

に よ っ て 阻害 さ れた．114）

7−10 抗生物質お よ び 生理 活性物質 関 連 酵 素

　Maibranchea の penicillin　IP）acylase を調 べ た ，本

酵素 は benzyl・お よ び phenoxymethyl −p に 対 して 活

性を示 し，至 適 pH 　8．0，至 適 温 度 37℃
， で あ っ た．

な お，本菌を乾燥 して 固定化して も約90日間活性を保

持 し，IO反復合計40日間の 連続使用で 6−amin ・ peni−

ci11anic 　 acid の 濃度は 当初 の 約 12．5％ に低下 した．115》

　Fla’vobacteriunt 　 saccharoPlti
’
lum か ら validexyla −

mine 　A を そ の 3・ket。 体 に 酸化する D −gluceside 　 3−

dehydrogenase を精製 した ．本酵素 は分子量65，000の

単量体で，2，6・dichlorophenolindephenol
，
　phenazine

meth 。sulfate お よ び cytochrome 　Cε51 を還 元 する 反 応

の 至 適 pH は そ れぞ れ6．0
，
8．0〜9．0お よ び 7・0で あ っ

た．t16）

　 Mucor　／

’
a
“
va7ticus の glutathicne　 transferase を精製

した．本酵 素 は分子量 22，　oeoの 2 個 の 等 しい サ ブ ユ ニ

ッ トか ら構成され ， glutathi。 ne お よ び 1−chlQro −2，4・

dinitrobenzene（CDNB ）に対す る Km 値はそ れぞ れ

4．8× 10−4M お よ び LOXIO −3M
で あ っ た．な お，

CDNB は本酵素の 最適基質 で あ っ た が ，
2

，
　3−

，
　2．　4一お

よ び 3，4・dichlor。 benzeneに も1乍用 し，そ の変換速度

は CDNB に 対す る そ れ の 0．17〜O．　34％ で あ っ た．117 ）

　酵母の g工utathione 　 S −transferase を 調べ た．　 Z ∬ at −

chenEia 　E お よ び Candida 属 の 菌株 に 強 い 活性が認 め

られ ，
こ れ らは構成 的 で あり，・

・dinitr。benzene，　 L ・

cysteine ，　glycineな どを 添 加 す る と．増強 さ れ た．な お，

本活性 は不安定で ，硫安塩析や 溶液状 態 で 4℃ に 2

週間放置す る とほ ぼ 失活 したが，20％ glycerol， 1mM

EDTA ，2mMDTT お よ び 10mM 　NaHSO3 を含む溶

液中で は安定 で あ っ た．119 ）

　ITremaXhecium　asftbyii 　lFO 　O944の riboflavin 　syn −

thase をア フ ィ
ニ テ ィ

ー
ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーで 精 製 し

た．担 体 と し て 6・carb 。 xyethyl −7−hydroxy ・8−ribityl

lumazine と結合 させ た AH ・Sephadex　4B を 用 い，
5mM の 　6

，
7・dimethyl−8−ribityl 　 lumazine を含む

0．1MK2HPO で 溶 出す る と酵素 は100倍 に 精製 さ れ

た◆119 ）

　Bacillus　circulans 　WL12 の 溶菌酵素 と表面活性剤

emulgen 　120を併用す る と Pγriculan
’
a　or12ae に 対す

る p 。ly。 xin 　B お よ び kitazin　P の 最少阻 止 濃 度 は 低 下

した ．GlomereUa 　cingulata お よ び Alternaria　kiktc・

chiana に 対 して は さ らに novozyme 　234 あ る い は

StrePtomyces　sp ．の 粗酵素を添加する とほ ぼ 同 程度 の

効果が 認 め られた． 

7−11 その 他

　Propionaldehyde か ら　pr。pion を 生 成 す る pro・

pion　synthase を 酵母 か ら精製 した．本酵素は分子量

100，000， 至 適 pH 　6．　8・−7．　0，至 適温度 37pCで あ っ た．

な お，本活性は Fe2＋

，
　Mn2 ＋

，
　Mg2 ＋

，　Ca2 ＋，　Na ＋

，
　thia−

mine ，　pyrophosphate， β・mercaptoethanol などに よ っ
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て 促進 さ れ，Ag ’，　Hg2 ＋，　Cu2＋

，　Zn2
＋

，　Sn2＋

，　Fe3
＋

な どに

よ っ て 阻害 さ れた．：21）

　F 「 avobacterium 　sp ．の endo ・β・ノい・acetylglucosamini ．

dase を用 い て 鶏卵 ア ル ブ ミ ン とそ の 糖 鎖 との 開裂

反 応 を調 べ た ．本反 応 の 至 適 pH は 5．　O
，
　 Km 値 は

2．67× 10−3M で，反 応生 成 物に よ る阻 害 は認 め られ

ず，Gvalbumin 　Al，　A2 お よ び A3 の い ずれ に もほ ぼ 同

程 度 の 活性 を 示 した．122｝

　Agcahkenes 　 sp ・F−1906 の endo ・
α
一∠V −acetylgalac ・

tosamidase を精製した ．本酵素は分子量160，000，至

適 pH 　 4．5 で ，　 asialofetuin お よ び asialo κ．casein

glycopeptideの serine また は threonine 残基 IC　o一グリ

コ シ ド結合して い る Gal　Bl→ 3GaNAc を遊離し， 各

基 質 に 対す る Km 値は そ れ ぞ れ 3．7× 10−s　M お よ び

3．2× 10−SM で あ っ た．　123》

　Pseudomonas 　sp ・881 の endo ・
α 1，4・polygalacto・

samidase を精製 した ．本酵素 は分子量31，000，等電

点 pH 　6．　7， 至 適 pH 　5．0
， 至適温度 55°C で あ つ た．

なお，本酵素 は n ≧ 4 の oligogalactosamine 類 ｝こ作用

し，Sn2＋

，　Fe2
＋

，　Fe3
＋

，　Hg2 ＋ ，　Cu2  SDS な どに よ っ て

阻 害 され た．124）

　Candida 　 maltosa 　ATCC 　 20184 の pyrocatechase

を精製 した ．本酵素 は 分子 量33，000の サ ブ ユ ニ
ッ ト2

個 か ら構成 さ れ，至 適 pH 　8．5，至適温度 37℃ ，安定

pH 　8．0〜9．0 で ，
　catechol に 作用 して cis

，
　cis・muconic

acid を 生成 した．12s’

　糸状菌の β
一XY1 。sidase を調べ た．　 AsPergi

’
llus　mker

の 水解活 性 は供 試 菌 の 中で は最 も強 力で ，
acetone や

alcoho 王 類 な どの 水溶液有機溶媒中で も安定で あり，

50％ Cv／v ）acetone 中で 34時間 （30℃ ）後で も初期活性

の 50％を保持 した が，50℃ で は不安定 で あ っ た ．な

お，有機 溶媒中で の 本酵素 は水解活性 よ りもむ しろ 3

転位活性を強 く示 した．126 ｝

　StrePtOCOCCUS　” t　Utans の gluc。 syltransferase に 対す

る メ イ ラ
ー

ド 反 応生 成 物 （Mx ）の 影 響 を 調 べ た ．等

電点 が pH 　4，6 付近 の 鶏卵 ア ル ブ ミ ン や casein と

gluc。 se とか ら調製した 高分子量 Mx で は本活性を阻

害 した が，等電点 が pH 　5．8〜 7，3 の 免疫グロ ブ リン

と glucose と か ら調 製 した 高分 子 量 Mx で は阻 害 が認

め られ な か っ た．leT］

　As汐er8illus 　 niger 　ATCC 　20611 の fructoo］igosa−

ccharide （FOS ）類合成 活性を 調 べ た．本 活性 は β
一

fructofuianosidaseと β一D ・fructosyltransferaseと か ら

な り， 後者 の 方が 強力 で ， 5D％（w ／v）sucrose を ユF〔1・

β
一fruct。furanQsyl）n

−sucr 。 se （n
− 1〜3）の inulin型構造

を 含 む FOS に 変換 した．　12e ｝

　 Arthrebacter　ilicis　OKU 　 178 の inulin　fructotrans−

feraseを精製 した．本酵素 は分子量50，000で ， 2個の

等 しい サ ブユ ニ ッ トか ら構成 さ れ，至 適 pH 　 5．5，至

適温度 60°C
， 安定 pH 　4．0〜］．1．0 で ，

70℃ （pH 　7．0）

で 30分間熱処理 して も安定で あ っ た．129 ）

　Bacillu∫ circulans 　 C31 の cyclomaltodextrin 　 glu・

canotransferase を精製 した．本酵素は分子量 103，000，

至適 pH 　 5．　5，至適温度 60℃ ，安定 pH 　5．5〜9．0 で ，

5％可 溶性 デ ン プ ン 溶液 lpH　7．0）を 用 い た 場合，基

質の 28％ を β
・cyclodextrin に 変換 しナこ．13 °｝

　Bacillus　subtilis 　IFO　12113の protopectinaseを精

製 した．本酵素 は分子 量30，　OOO，等電点 pH 　9．　4 で ，

p。iygalactur。 nase 活 性 は 全 く示 さず ， 温 州 ミ カ ン の

果皮 か ら分子量約110，　OOOの 高分子 pectine を遊離し

た．13D

　北米産 螢 Phatinus　Pyralisの 尾 部か ら調製 した

mRNA を鋳 型 と して合成した cDNA をプ ラス ミ ド

に 組 み込 み，こ れ を Esclzerichia　 coli に 導入 し，　luci・

ferase　 cDNA を ク ロ
ーニ ン グ した ．こ の cDNA に

ATG 翻 訳 開始 コ ドン を付 して か ら Saccharem7ces

cerevisiae の プ ラ ス ミ ド PALf201 に 導入 した と こ ろ

Iuciferase活性 が発現 し，こ の 活性 は抗 1uciferase抗

体に よ っ て 完全 に阻害 さ れた．132）

　M γcobacterium 　8astri　MB19 の 3−hexulose　 phos・

phate　synthase を調 べ た ，本酵素は ribu 】ose 　5−phos−

phate 　CRsP）と formaldehyde　CFA），　g】ycolaldehyde

CGA）ある い は methylglyoxal （MG ）と の 縮合反 応 を

触媒 し，R5P と GA との 反応生成物 の 糖部分 は hep−

tulose で あ っ た．な お，　FA ，　GA お よ び MG に 対す る

Km 値はそ れ ぞ れ 1．4× 10−3　M
，
4．3× 10−3M お よ び

5．7× 10−3　M で あ っ た．　ls3 》

　担 子 菌 JrPex　lacteus の レ ン ネ ッ ト様酵素 （MCA ）

か ら簡 単 な方法 で prDteinas∈ （PA ）を 除去す る方法を

検討 した，pH 　6，5
，
35℃ で 20分間 処理 す る こ と に

よ っ て MCA 以外 の PA などは ほ ぼ 完全 に 失活 し，
MCA ／PA 比 は粗酵素標品の 約 1・8倍 に上 昇 した． こ

の 値は ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ ト グ ラフ ィ
ー

で 精製 した

値とほ ぼ 同程度で あ っ た．エs4 ）

　 Bacillus　 sp ．　 K −295G −7 の 豆乳凝固酵素 1 お よ び fi

の 酸化 insulin　B 鎖 に 対 す る基 質特異性を 検討 した ．

酵素 1 は insUlin　B 鎖 の Q（4）・H （5）な ど 6 ケ所 を 切断

し ， 酵素 H は E 〔13）−A（14）な ど 3ケ 所を切 断 した．酵
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素 工の 特異性 は subtilisin の そ れ と よ く似 て い た が，

酵素口の E （13）・A （14）の 切断は特徴的で あり， 酵素 1

や subti ］isinよ りも比 較的厳密 で あ っ t；．　13s ｝

　Flavobacterium　sp 、工一16−04 の deoxyribonucleaseを

精製 した．本酵素は 分子量 52，000， 至 適 pH 　8．5
， 至

適温度 20〜40℃ で ，活性発 現 に Mg2 ＋

，　Ca2＋

，　 Co2＋，
Mn2 ＋，　 Zn2 ＋ な どの 金 属 イ オ ン を 要求 した．な お，本

酵素の 切断部位は CC ＊
↓（A／T）GG で ，　C ＊

シ ト シ ン の

メ チ ル 化 に よ っ て 切 断は 阻害 され た．136｝

　固 定 化 酵 素 に 関 して は 「単位 操 作 ・動 力 学」 の 項 も

参照 され た い ．
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8． 菌　体　生 　産

Biomass　 Production

8−1 い わ し油 に 生育す る 酵母の 分離

　土壌中よ り，長鎖高度不飽和脂肪酸 に 富ん だ 未精製

い わ し油 を 唯
一の 炭素源 として 増殖 で きる Candida

属 酵母 FO −144C 株 を 得 た ．生 育 最適温 度 は 28〜

30℃ ，乾燥菌体収量 は24時間後 に 17．6mg ／ml ，最大増

殖速度 は 0．36h −1
で あ っ た．菌体 の 粗脂肪 は15．1％

で ，菌体脂質 の 約半分 が ト リグリセ リ ドで あ っ た．脂

肪酸 組成 は オ レ イ ン 酸 が最 も多 く，長鎖 高度不飽和 酸

は少 な か っ た ．培地 中に は 長 鎖 高度不飽 和 酸 が濃縮 さ

れた．D

8−2　 メ チ オ ニ ン 高含有 メ タ ノ
ー

ル 酵母菌体 の 生 産

　 メ タ ノ
ー

ル 酵母，Candida　boidinii　No．2201 の エ チ

ォ ニ ン 耐性変異株，
E500 −78 株を 用 い ，メ チ オ ニ ン 含

有菌体生産性を 向上 さ せ る た め の 培養条件を検討 した．

2％メタ ノ
ール 含有 メ チ オ ニ ン 生産培地 で 半回分培養

した と こ ろ ， ユ1日 目で 菌体 内 遊 離 メ チ オ ニ ン 生 産性 は

回分培養に 比べ 15倍増加 し，
282mg 〃 に達 した ．連続

培養 で 菌体 内遊 離 メ チ オ ニ ン 生産 に 関す る 最適条件を

検討 した 結果 ， メ タ ノ
ー

ル 0．8％ （6．329／り，希釈率

D ＝O．　05　h−i
で 10．　16mg ／g −Dcw の 菌 体 内 遊 離 メ チ

オ ニ ン を 蓄積 し ， メ チ オ ニ ン 生 産 性 は 1．14mg 〃 h

で あ っ た．2）

8−3 工 タ ノ
ール か らの 菌体生産

　土 壌中よ り Azotobacrer属細菌 strain 　B を分 離 した・

エ タ ノ
ー

ル 濃度 1％ が 本株 の 生育 に 最適 で あ っ た ．生

育 の 最適 pH は7・0〜7・5，生育 に は FeS÷
が不可欠 で

あ っ た．海水に馴養す る こ とに よ り，海水 に も脱 イ オ

ン 水を用 い て 培 養 した 場 合 と同 様 に 良 い 生 育を 示 した．

ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

にお け る 最 適通 気量 は O．5vvm

で あ っ た．菌体 の ア ミの 酸組成は，グ ル タ ミ ン 酸 の 含

量 が 他の ア ミノ 酸 に 比べ 多 か っ た ，本 株 は フ ェ ニ ル ピ

ル ビ ン 酸 よ りフ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン を 生成 した．3）

8−4　耐塩性乳酸菌の 高速生産

　炉過型培養槽を用 い て培地中の 食塩濃度を徐 々 に 増

加 させ る濃度勾配 培養法 に よ り，迅 速 に 耐塩性乳酸菌

Pediococcus 　haloPhilus を 生 産 す る こ とを 検討 した．

本法 に よ り
“

耐塩性
”

（ユ8％ の 食塩を含む培地 に植え か

え た 時 に直 ち に増 殖 で き る 能 力） の あ る 菌体 が高濃度

か つ 迅 速 に得 られ た．時 間 当 た りの 菌体生 産 性 は 18％

食 塩 を 含む培地 を 用 い た 回分培養 の 46〜56倍で あ っ た．

ま た，物質生産条件 と最適 生 育条件が 異 な る 場合，本
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