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　　Hiochi−bacteria　 was 　not 　lysed　by　a　 single 　use 　of 　co 皿 皿 ercial 　cnzymes ，　 but　 was

lysed　by　a 　co 皿 binat三〇 n 　of 出 ree 　sorts 　of 　enzymes 　（30μ91ml　lysozyme ，
60　Pagtml　ノ L

acetylmuram 量dase　SG ，2000　U1皿 1　achromopeptidase ），　 The　most 　 effective 　enzyme 　for
cell　lysis　in　this　combinatjon 　was 　different　depending　on 　strains （truc　hiochi−bacilli　or

hioch重一1actobacilli　 of 　homo − or 　hetero−fer皿 enters ）．　 In 　this 　systel ロ
，
　 hiochi−bacteria

c・11s・in・ ・tati・ nary 　phase　we ・ e 皿 Q ・ ・ sen ・itive　t ・ 　lytic　enzyme 　than　its　cells 　in　1・ga・ithmic

phase．　Di− Qr 　tri−saccharidcs 　 and 　 organic 　acid 　 salts 　were 　 appropr ｛ate 　for　 osmotic

stabilizers 　l皿 pr。tQplast　format｛on 　 Qf 　hiod⊥i　bacteria　 ceils．　 But　 mono −saccharides

（sugar
−alcohols ）were 　not 　apPropriate 　fbr　the　stabilization 　of 　protoplast 　and 　inorgaロic

salts 　inhibited　lysis　of 　cells ・

　火落菌は ， 15％以上の ア ル コ ー
ル 存在下 で 生 育 で き

る乳 酸菌の 総称で あ り， 清酒産業に お い て は，最も微

生物汚染に 注 意を払 っ て い る 細菌群で ある．そ れらは，

好 ア ル コ
ー

ル 性，耐 ア ル コ
ー

ル 性な ど の 違 い に よ り，

真性火落菌，火落性乳酸菌に 分類され ，各 々 乳酸発酵

形式 に よ っ て ， ホ モ 型 ，ヘ テ ロ 型 に分 け られ て い る．

特 に ，火落性乳酸菌 に は複数の 菌種 が含 ま れ て お り，

分類学上同 じ種 に 属 しな が ら もア ル コ ール 耐性を持つ

が故に
一

般乳 酸菌とは 区別され る 。 しかしな が ら，火

落菌の ア ル コ ール 耐性 に つ い て は ，未知の 部分が 多 く，

現象と して 細胞壁 の 厚み
1）

や細胞膜中の 脂肪酸組成
2冫

が 変化 して い る と もい わ れ て い る が
， そ の 樹性機構 に

つ い て 検討を加え た 報告 は ほ とん どな い ．

　著者 らは ，
エ タ ノ

ー
ル 存在 ・非存在下で 生育 させ た

火落菌 に よ る，プ ロ ト プ ラ ス トの 形成程度や 浸透 圧抵

抗性な ど を調べ る こ と に よ っ て ， 火落菌の ア ル コ ール

＊ 連 絡 先，CoTresponding 　 author ．

耐性 と細胞表層 の 関係 に つ い て 検討する こ とを考え ，

先ず，細胞壁の 溶解条件 と プ ロ トプ ラ ス トの 調 製条件

に つ い て 検討 した ．

　一
般的 に，グ ラ ム 陽性細菌 や一

部 の グ ラ ム 陰性細菌

の 細胞壁溶解 に は，lysozymeが用 い られ る こ と が多い

が，乳酸菌 にお い て は ，
lysozyme に よ っ て 十分な溶菌

が 引き起 こ され な い こ とが あり，
mutanolysin （N −ace −

tア1muramidase 　SG ）
3・4｝

を用 い たり、 化学用 α
・amy ］a −

se5
）

を 併用 す る例 が報 告 され て い る．ま た，百瀬 ら
6，

は ， 火落菌 DNA を抽出分離す る 際 に ，
lysozアme を 用

い て 溶菌 させ て い る， しか し ， 著者らの 結果 で は ，

lys。 zyme 単 独 で は 十分 な 溶菌を 引 き起 こ す こ とは で

きな か っ た．ま た ， 原 ら 7） も，　lys。 zyme の 火落菌に 対

す る溶菌作用 は さほ ど強くな い と報告 して い る．

　 そ こで 本 報 で は，市 販 酵素 を 単独も し くは，併用 す

る こ とに よ り， 同
一

条件で 火落菌細胞壁を 溶解する 条

件を求 め，プ ロ トプ ラス トの 調製を行 っ た の で 報告す

る ．
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実　験　方　法

　使用菌株　　使用 した菌株は，火落性乳酸菌 ホ モ 発

酵型 （Lactobaci21us　acidoP ？tilltts 　1−J−7
，
　S・4

，
　A ・1），火落性

乳 酸 菌 ヘ テ ロ 発 酵型 （L ．　ferinentum　H ・34，　S−7），真性

火落菌 ホ モ 発酵型 （L ／iO 〃noitiochii 　S・24
，
ム 加 刀 乙o 加 o −

cll 　ii　S・40）， 真性火落菌 ヘ テ ロ 発酵型 （L・fructivorans
S ・14，L ．　frwciivorans　H ・1）， 対照 と して の 一般乳酸菌

（L ．　acidoP 　lt　ilors　L54A 、　L 　casei 　C・1・Ca）で あ る．な お，

A 一ユ，L54A ，　C ・1・Ca は，当社保存株，他 の 菌株 は，国

税庁醸造試験所よ り分譲を受けた もの で あ る．

　培地 お よ び 培養 方 法 　 培地 は ， 市 販 の SI 培地

（（財）日本醸造協会製）の 水溶液を炉過 し寒天 を 除い

た もの ，ま た は 同様な培地組成 （10g ／l　yeast　extract ，

5g ／l　Peptone ，
25　g／l　glucose，　O．　l　g／〜 MgSO4 ，2．5

rng ／l　MnSO4 ，2．5mg ／l　FeSO4 ，
5mg ／lDL・rnevalolac −

t。 ne ，　pH 　5．　1’−5r　2）に 調製した もの に ，
115℃ ，5分間

殺 菌後，エ タ ノ
ール を 10％ に な る よ う添加 （

一
般乳酸

菌で は， エ タ ノ ール 無添加） して 使用 した ，こ の SI

培地に て ，
30℃ で 静止期ま で 培養した菌液を ， 新しい

SI 培地 に 1％接 種 し，30℃ で 7 〜10日聞 静置培養

した ，

　 細胞壁溶解酵素　　1ysozyme（LYS ）は，　Sigma 　Co・

製 ，
IV・acetylmuramidase 　SG （NAM ）は，生 化 学工 業

  製，ach 【 omopeptidase （ACH ） お よび α
一amylase

（化学用 ） は，和光純薬工 業  製の もの を使用 した ．

　 溶菌 の 測 定　　遠 心 集 菌 菌 体 を， TMB （0．Ol　IC

Tris，　O．01　M 　malic 　acid
，
4mMMgCl2pH 　6．8）の 緩衝

液で 洗浄後 ， 同緩衝液 に 懸濁 した，細胞懸濁液は，予

め10倍希釈液の 660nm に お ける吸光度を 測定 して お

き ， 最終的な 吸光度 が計算上2．eに な る よ うに，　 TMB

を用 い て 希釈調製 した．こ の 液O．8容に 対 し，TMB で

名一濃度に 調製 した酵素溶液0，2容を加え，37℃ で 緩 く

振盪 した ．反 応時間は 断わ らな い 限り 2 時間 で あ る．

溶菌度 （実際に は 溶け残 りの 量 を表 し，数字 が小 さ い

ほ ど よ く溶け て い る こ とを示 す） は，次式 に よ っ て 求

め た．

　　蔽 一農聽i叢嬲♂謡攤農・ …

　 プ ロ トプ ラ ス トの 調製　 上 記溶菌の 測定 の項 と 同

様 に 細胞懸濁液 を調製 した ．こ の と きの 計算上 の 吸光

度は5．0に な る よ うに ，
TMB で 調製 した．プ ロ トプ ラ

ス トの 調製 は ，
こ の細胞懸濁液0．3容 に 対し，TMB で

各濃度 にな る よ う調製 した 浸透圧調整剤 （Table　 2，

F三g．4，Table　3 に 示 した 各種溶質）0．5容，酵素溶液

O．2容 を加え， 37℃ で 2 時間緩 く振盆 した ．また，

Fig．4 の 浸透圧 調 整 剤 を検 討 する 際 に は ， 酵素無添加

の 区 分お よ び酵素添加区分 を 各 2 時間反 応 後，TMB

ま た は浸透 圧調整 剤 で ，ユ0倍希釈 し，そ の 吸光度の 差

を 形成 プ ロ トプ ラ ス ト量 と判断 した，

実験結果および考察

　酵素単独使 用に よ る 火落菌 の 溶菌　　最初に ，代表

的な 乳 酸菌 ， 火落菌細胞に 対 して ， 市販酵素を単独作

用 させ た．そ の 結果を Table　 1 に示す．単独酵素で

は，一般 乳 酸菌，火落菌ともに 充分 な 溶菌を起 こ す ご

Table　1．　Lysis　 of 加 ‘！o 西α ‘〃 螂 and 　hiochi 　bacteria 　 cel15 　by 　lytie　 enzymes ．

Lysis　　（％）

Enzymes L54A C ・1−Ca H −7 H ・34 S−40 H −1

1h　 2h　 3h 　　 lh　 2h　 3h　　 lh　 2h　 3h　　 lh　 2h　 3h　　 lh　 2h　 3h　　　lh　 2h　 3h

LYS 　　 20μg／mi

　　　 100μg／ml

　　　 500μg／ml

ACH 　 200U／ml

　 　 　 1000U ／m ｝

NAM 　 20μg／ml

　　　 100μ9／mi

α AM 　 1000μg／ml

98　100　100

97　100　100

100　102　100

100　101　102

ユ01　102　103

89　 89　 85

85 　 80　 76

100　101　105

9810011097100858110199

ユ001129595835

77Q

り

1001001159495718

77Q

》

1001001039999919310010010110098988

へ
」

0σ
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ゾ
Q」

100

ユDO10388919

∩
コ

98Q

シ

9

82　 7278

　 581el

　 95100100100100100

　 9797

　 70101

／00

8498759ρ
G

【
D79995101

94　 86　 82
89　 84　 77

91　 85　80
91　 86　 84

82　 73　 72

84　 84　 84
86　 77　 74

77　74　 73

9710097
　 9673

　 68100101101

　 9794
　 8990
　 85103100

100935897878

987101

Each　kind　Qf 　ce 】1s　was 　suspended 　in　TMBand 　incubated　with 　the 　lndicated　enzymes 　for　l
，
2and 　3　h　at　37℃ ．

The　 absorbance 　 of 　 cell　 suspension 　 were 　 m εasured 　 at 　660　nm ．　The 　 degree　 of 　lysis　 was 　indicated　 by
ratio 　 of 　 absorbance 　 with 　 enz アme 　 against 　 without 　 enzyme ．　 LYS ，　lysozyme； ACH ，　 achromopeptidase ；

NAM ，、V ・acety 且muramidase 　SG ； α AM
，

α
一amylase ．
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Fig．1．　 Lysis　of 　hiochi−1actobacilli　homofermenter 　A ・1　by　single 　 and 　combined 　 enzymes ，

　　Ceils　were 　 suspended 　in　TMB 　and 　incubated　wjth 　an 　indicated　 enzyme 　 cembination

　　at 　37℃ fbr　2 　h．　LYS ，　IysQzyme （μ g／ml ）； NAM ，ハ
厂一acetylmuramidase 　SG （μ g／m り；

　　ACH ，　 achromopeptidase （U／ml ）．

と は で きな か っ た が，一般 乳 酸 菌 に 対 して は ，
NAM

が や や 効果を 示 し，ヘ テ ロ 発酵 型 の 火落菌 （H −34
，
H ・

1）に 対 して は，LYS が や や 効果的で あ っ た ．菌 の タ イ

プ別 で は，火落性乳酸菌ホ モ 発 酵型 に 属 す る H −7 が

最 も溶菌 しに くか っ た ．

　酵素併用 に よ る火落性ホ モ 型乳酸菌 の 瀋菌 　 次

に，最 も溶菌性 の劣 っ た 火落牲乳酸菌 ホ モ 発酵型に

対 して ，酵素併用 に よ る溶 菌 を試 み た．こ こ で は 供試

菌株 と して A ・1 を 用い た ．最終決定 した酵素濃度で

の 単独 お よ び組合せ の 結果を，
Fig・1 に 示す．溶菌酵

素 の組合 せ は，先ず最 も作用 の 強か っ た NAM の 最

適濃度を検討し，60μg／ml の 値を 得 た．次に そ の 濃度

を 基 本 と し，LYS の 濃度を求め た ．60 μg／ml 　 NAM

に お け る LYS の 最適添加濃度 は 30 μ9／ml で あ っ た．

LYS の 場合，500μg／mI 以 上の 濃 度 で は，逆 に 吸光度

が 増加す る現 象 が認 め られ た ．更 に 60 μ g／ml 　NAM ，
30 μg／m 王 LYS の 組合せ に 対す る ACH の 添加濃度

を求め ， 最終的 に 60μg／ml 　NAM ，30μg／ml 　LYS ，
2000U ／ml 　ACH と い う値を 決定 した が，　ACH の 溶

菌効果 は ，最 高 2000U ／m1 ま で の 濃 度範囲で は ，酵

素濃度 に 依存 した．

　A ・1 株 の 場合，最 も溶 菌 の 程 度 が 高 い の は，3 種の

酵素 の 組合せ で あ る が，こ の う ち溶菌の 主 体 を な して

い た の は，NAM で あ っ た ．　 LYS と ACH は 単独で の

溶菌作用 は低 く，NAM との 併 用効果の 方 が 高か っ た ．

　酵素併 用 に よ る他の 火落菌の 溶菌 　　前節で 決 定 し

た 酵素条件 （60 μg／ml 　NAM ，30μg／rnl　LYS ，2000

U ／ml 　ACH ）に よ っ て ，他の 火落菌 の 溶菌が 可 能で あ

る か，ま た
， ど の 酵 素が 溶菌 の 主 た る 役割 を 果た して

い るかとい う 2点を調べ るため ， タ イ プ別に 2〜3株

ず つ の 代表的な 火落菌 に 対 して作用 させ た・Fig・2 に

示す よ うに 3 種 の 酵素を組合わ せ る こ とに よ っ て ，ど

の タ イ プの 火落菌に 対して も同
一

組合せ条件で 充分な

溶菌 が 可能で あ っ た が，主 に 作用 す る酵素 は，菌種 IC

よ っ て 異 な っ て い た．す な わ ち，火落性 乳 酸菌 ホ モ 発

酵型 （S−4，H −7
，
　A −1）で は ， 主 に NAM が作用 し，

火落性乳 酸菌 ヘ テ ロ 発酵型 （S−7，
H −34）で は 3 種の い

ずれもが， 真性火落菌 ホ モ 発酵型 （S−24，S−40）で は

ACH が，真性火落菌 ヘ テ ロ 発 酵型 （S−14，　H ・1）で は

LYS と NAM が 溶菌 の 主 た る 酵素 で あ っ た．こ の 結

果は，菌種 に よ っ て ，細胞表層の 構成成分また は，構

造が 異 な っ て い る こ とを示すもの と考える．また デ
ー

タ は示 して い な い が，各菌株に 対して 最 も効果的で あ

っ た 酵素を 単独使 用 した 場合溶菌が 起 こ らな い 時もあ

り，酵素を併用 させ た方がよ り安定 して 溶菌 した．こ

の 原 因 は ， 酵素 の 特異性 だ けで な く，一
定量 の 酵素 を

一
定量 の 基 質 に 作 用 させ な が ら も，そ の 作用 に ば らつ

き が 見 られ る とい うこ とか ら，菌の 生育相の 影響 も考

え られ る．

　 生 育相 と溶菌　　
一

般 に ， 細胞は，静止 期 に 比べ 対

N 工工
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Fig ．2．　 Lysis 　of 　hiochi　bacteria　by　single 　and 　combined 　 enzymes ．

　　The 　 cells 　 of 　each 　 strain 　 were 　 suspended 　in　TMB 　 and 　 incubated　 with 　 an 　 indicated

　　enzyme 　 combination 　 at　37℃
．
over 　 night ．　 LYS ，　lysozyme （μg／ml ）∫ NAM

，
ハ厂一acetyl −

　　 muramidase 　SG （芦g／m1 ）l　 ACH ，　 achromopeptidase （U ／ml ）．

数増殖期の 方 が細胞壁 溶解酵素 の作用 を受けや す い と

され て い る．同様 な こ とが，火落菌 に つ い て も い え る

か ど うか 確認す る た め
， 対数増殖期 と静止期の 細胞 に

対 して 酵素 を 作用 させ た．作用 させ た 条件 は，前節で

決定 した 3 種 の 酵素組合せ （60 ドg／ml 　NAM
，
30 μg／

ml 　LYS
，
2000　U ／ml 　ACH ） お よ び， そ の 比較とし

ま 1聞

　 　 8D

　 　 60

コ 40
的
　 20b

　o
　 Im

： 呂o

： ：1
二 20

£　o
　 　　 　 ● 　● 　▲ 　▲　● 　● 　▲ 　▲ 　　　■　●　▲ 　▲　●　●　▲ 　△ 　　　●　●　▲　▲ 　● 　● 　▲ 　▲

　　　　 23232323 　 23232323 　 23232323

Fig．3．　 The 　comparison 　of 　degiee　of 　lysis　in　gτowth 　phase　between　combinations 　of 　two
，

　　 and 　 three　 enzymes ．

　　The 　 ceUs 　 of 　 each 　 strain 　 were 　 incubated　 with 　two 　 or　 three 　 combined 　 enzymes ．　 ● ，

　　ユogarithlnic 　phase； ▲ ，　stationary 　phase； 2
，
　two 　enzymes 　combination （60μg／ml 　NAM

，

　　2DOO　U ／ml 　ACH ）and 　3，　 three 　 enzymes 　combination （30 芦g／ml 　LYS ，60 μg／ml 　NAM ，
　　2000U ／ml 　ACH ）．

L ．A L．C S− 4 H− 7 A − 1

S − 7 H −34 S −24 s −40 S −14 H − 1
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て LYS を 除 い た 2種 （60μg／ml 　 NAM ，2000　U ／ml

ACH ）で あ る ，　 Fig・3 に 溶菌の 結果を示す．2 種の 組

合せ に お い て ，

一
般乳酸菌 （LA ，

　L ．C ）± 火落性乳酸菌

（S−4，
H −7

，
　A −1

，
　S−7

，
　H −34）お よ び真性火落菌の う ち

S−24は ， 静止期 の 方が感受性が高か っ た． 3種の 組

合せ に お い て も一般乳 酸菌お よ び火落性乳 酸菌ホ モ 発

酵型 （S・4，H ・7
，
　A ・1）で は，2種 の 場合 と同様な 結果

で あ っ た が，火落性乳酸菌ヘ テ ロ 発酵型 〔S・7，H ・34）

お よ び 真性火落菌 （S−24，S・40，　S・14，　H ・1）に つ い て は ，

生育相にお ける違 い があま り認 め られな か っ た． 2種

と 3種の 酵素の 組合せ に よ る溶菌を比較す る と，静止

期に お い て は あま り大きな 差 が 認 め られ な か っ た ．し

か し S −7，H ・34，S−24 で は，3 種 の 組合せ を 用い る と ，

2種の 組合せ に 対 して 抵抗性 を持つ 対数増殖期 の 細胞

で も溶菌 さ れ た．

　Tanigawa ＆ Umezui］
は，火落菌 の 細胞壁は，対

数増殖期初期 か ら徐 々 に 厚 み を増 し，そ の 厚 みの 増大

は静止期 に 達 す るま で 続 くと報告 して い る．こ の 厚 み

の 増 大 は ， 上記 の 結果 か ら単純な 現象で はな い こ とが

示唆 され る．すな わ ち ， 2種類の酵素の 組合せ に対し

て 対数増殖期よ りむ しろ 静止期 の 細胞の 方が感受性が

高い こ と，
LYS を加えた 3 種 の 組合せ で は 対数増殖

期 の 細胞で も溶菌 で きる もの がある こ と， また酵素の

単独使用 で は溶菌性 が 不安定 な こ とな どか ら，火落

菌 の 細胞表層 は，菌 が 増殖 して 行 く中で ，細胞壁溶

解酵素 の 作用を受 ける構造また は構成成分を変化させ

な が らそ の厚 み を 増 して 行 くの で は な い か と考 え られ

る ．

　また，細胞分裂 が 活発 で あ る 対数増殖期 の 細胞

〔Fig・3 中●〉 の 方 が溶菌しに くか っ た点 に つ い て ，

StrePtococcus　faecatisの lysozyme に 対する感受性 は，

生育相が静止期 に向うほ ど低 下 し，

S）

逆 に L ．　casei の

mutanolysin に 対す る そ れ は，静止 期 に 向か う ほ ど高

か っ た
3，

な どの 報告が ある．今回， 火落菌は ， 静止期

の 細胞 の 方が対数増殖期の もの より溶菌されや すか っ

た．こ れが，火落菌また は 乳酸桿菌 に 固有な特異的現

象 で あ る の か，そ れとも今回用 い た ふ た つ の 溶菌条件

が
， 静止期 の 細胞を よ りよ く溶菌 さ せ る特別な 条件で

Tab 弖e　2．　lnfluence　 ef 　osmotic 　 stabilizers 　on 　 cell 　lysis。

Lysis （％）
Stab三lizers Conc． Homo −fermenters Hetero・ferrnenters

S・24 S40 S・14 H −1

Without　 enzymes

WithoUt　 stabilizer

KCIMgCi2sorbitol

mannitol

sucrose

raffinose

Na −isoascorbate

Na −succinate

0．9MO

．9MO
．9M1

．3Ml
．8MO

．9Ml

．3M1
，8MO

，5MO

．7M1
．OMO

．25MO
，75MO

．4MO
．8MO
．8M1

．6M

100．010
．8100
．282

．1

　 9．714

．012
．017

．9

ユ2．813
．9

　 9．2

　8．0

ユGO．022
．3

19．924
．　532

．33T
　842
．835
．862

．7

100．0
ユ6．084

．055
．2

ユ2．0

　 8．2
　 6．1

ユ7．9
　 7．2

　 6．834

，138
．6

100．　010

．6

8．51e
．611

．776
．666
，060

．029
．8

Each 　strain 　was 　suspended 　in　TMB 　containing 　the　indicated　stabilizers 　with 　or

without 　comb 孟ned 　enzymes （30μg／ml 　LYS ，60Fg ／lnl　NAM 　and 　2000　U／ml 　ACH ）
and 　incubated　 at　37℃ for　2　h．一

，
　data　not 　measured 　in　the　expe 【二ments 、
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　　　KC ［　　　　　　　　 MgC12

一
〇

oo

」

ロ
oO

IOD8D604v2

囗

o0
．len口，2謝 口．5朋 0．75鬥

　 　〔NH4 ）2SO4

0．lon　O＿箆h　O．50h　口．75M　　　　O．！Oh　O＿25n　O．5n昌　口，7卵 　　　　0昌ユ臼n　O．巧見　O，50M　O．7甜
　 　 　NHgCl 　　　　　　　　　　 Roffinose　　　　　　　　　　Sucrose

Fig，4．　 Effects　 of 　 osmotic 　 stab 三1izers　 on 　protoplast　fbrmation．
　　 The　 cells 　of　 each 　 strain 　 were 　 suspended 　in　TMB 　 containing 　 the　 indicated　 osmctic

　　 stabilizers 　 with 　 or 　 without 　combined 　 enzymes （30μg／ml 　LYS ．60μg／ml 　NAM ，　 and

　　2000U ／ml 　ACH ）．　 After　incubation　at　37℃ fbr　2　h
，
　each 　reaction 　mixture 　was 　diluted

　　 to × ユO　 volume 　 with 　TMB 　 with 　 o 【 Without　 stabilizer ．　 Then　 absorbance 　 at　 660　nm

　　 was 　measured ． 口，　 the 　 ratio 　of 　absorbance 　with 　 enzyme 　 against 　without 　enzyrne 　after

　　 dilution　 with 　 TMB 　 containing 　 stabilizer ； 風 the　 absorbance 　decrease　 ratio 　 of 　ce ］1　sus −

　　 pension 　 diluted　 with 　 only 　 TMB ； ℃ on し
”

，
　the　 absorbance 　decrease　 of 　 cell 　 suspension

　　incubated　 with 　 enzymes 　in　TMB 　 except 　 Qsmotic 　 stabilizer ．

Table　3．　 Osmotic　stabilizers 　fer　protoplast　formation．

Strains
Stabilizers Conc．

A −1H ・7S ・7H −34 　 　S−24S −40S ．14H ・1

KCISorbito1Mannitol

Arabinose

Sucrose

Melibiose

Raffinose

Na ・Citrate

Na 一工soascorbate

Na −Suceinate

Na ・Malate

0．9M0

．9M0

．9M0
．5MO

．5M0

．7M1

，0MO

．5MO
．25M0

．5M0

．9M0

．4M0

．8M0

．9MO

．8M0
．9M1
．6M0

．5M

×

X

×

×

×

△

○

×

○

×

×

X

△

XX

○

○

○ ○

XXX

○

○

○

○

○

×

○

○

△

×

×

△

△

×

△

△

○

×

○

△

○

XXXx

○

○

×

×

×

○

×

○

○

○

△

△

×

×

X

Symbols：
tested，

○，f6rmed　protoplasts； △ ，
　 contained 三ntact 　 cells ； ×

，
　 not 　 fbrmed　protoplasts； 一，　 not
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Fig．5．　 Protoplast　forrnation　of　hiochi　bacteria．

　　The　cells 　of 　each 　strain　were 　incubated　with 　o 【 without 　 enzymes 　in　TMB 　containing

　 　 indicated　 osmotic 　 stabilizers 　at 　37℃ ．

あ っ た こ とに よ るもの か ， 結論を得 る に は更に詳しい

検討が必要で あ ろ う．

　浸透圧鯛整剤の 検討とプ ロ トプラ ス トの 調製 続

い て ， 火落菌プ ロ トプ ラ ス ト調製時の 浸透圧調整剤に

つ い て 検討した。浸透圧調整の 目的に は ，

一般に ， 無

機塩 ， 糖類，有機酸塩などが用 い られ，吸光度 の 減少

が少な い もの が 選択される．Tab1e　2 に ， 真性火落菌

で の 結果を示 した．吸光度の 減少は ， 無機塩， 有機酸

塩 ， 糖類の 順で少なか っ た．

　しか しな が ら，
sucrose ，　 raffinose な どの 糖を 用 い た

場合 ， 酵素を添加 しなくて も吸 光度が低 下す る現 象が

み られ た．すなわち ， 同じ細胞濃度で も， 用 い た浸透

圧耀整剤 に よ っ て 吸光度が異 な るこ とに な る．そ こ で

Fig・4 で は，真性火落菌に おい て ， 同 じ濃度 の浸透圧

繝整剤存在下で の 酵欒添加 ・無添加区分に お けるバ ー

ス ト操作の 有無 に よ る 差を求めた結果を示 した．

　Fig。4 中の
“
◎on ♂ （漫透圧調整剤非存在下 で ， 酵素

を作用させた区分）と比較して，無機塩 は酵剰 ζよる

溶菌を阻害 して お り，そ の 程度 は，（NH4 ）aSO， を除い

て濃度が増すほ ど強 くな る傾向が み られ た．こ れが ，

浸透圧 調整剤に無機塩を使用 した場合の 吸光度の 減少

が少なか っ た原因 と考え られる．そ れ に対 して 糖類

は ，
バ ース ト操作後の 吸光度 が，

“

cont
”

と同程度 で

あ る こ と から， 溶菌を阻害 して はい ない とい え る．ま

た， プロ トプラス ト の 保持とい う点からは，sucrose

raffinose などの 2糖類，
3糖類を 用い る こ と が適当

で あ っ た．以上 の 結果より， 種 々 の浸透圧調整剤を用

い て
，

プ ロ トプ ラス トの 調製 を行 っ た結果を Table

3 に まとめ ， そ の 例を Fig．5 に 示 した．火落菌の プ ロ

トプ ラ ス トは ， 菌種に よ っ て使用で きる浸透圧調整剤

が異 な っ て い た が ，
　O．　7　M 　sucrose が全般的に効果的で

あ っ た，

要 約

　1） 火落菌の 種類を間わ ず溶菌で きる条件を検討し

た結果 ， 市販の 細菌細胞壁溶解酵素で ある 30μg／ml

lysozy珥 e
，
60μg／ml 　IV・acetylmuramidase 　 SG

，
2000

U／ml 　 achrornopeptidase を併用す る ζ とに よ り， 可

能とな っ た ．

　2＞ 火落箘の溶菌は ， 3種の酵素を組み合わ せ る こ

とに よ っ て 行わ れ る が， そ の 溶菌 の 主体 とな る 酵素

は ， 火落性乳酸菌ホ モ 発酵型で は NAM ，火落性乳酸

菌 ヘ テ ロ 発酵型 で は LYS
，
　NAM ，　ACH ， 真性火落菌

ホ モ 発 酵型で は ACH
， 真性火落菌 ヘ テ ロ 発酵型で は

LYS
，
　NAM の よ うに菌の タ イ プに よ っ て 異な っ て い

た．

　3） 火落菌 は ， 対数増殖期より静止期の 方が，細胞

壁溶解酵素の作用を受けや すか っ た，

　4） プ ロ トプ ラス ト調製 IC用 い る 浸透圧調整剤 は ，

無機塩は酵素を阻害するた め不適当で あり，糖類，特

に 二 糖類 ， 三 糖類お よび有機酸塩が 適当で あ っ た ．

終わ りに嬉み ， 終始 ご指導下 さい ま した 当社常務取締役研究所長

布川弥太郎博士に ， 深謝致します．
　なお・本研究の 概更薈お 珊和53年度 目本騒酵工学会大会 に おい て

発衰 した もので ある．
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