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る、 更に これ らの製晶の 林檎搾汁濾 過試験 を行V ・何れ も促進的効果の あ る こ と を認め た が ，t の

場合 も振盪培養 よ りの 製品は最 も弱 い ．
’
最後に 麩麹 よ りの 製品を 林 檎搾汁 の 溝澄試驗に 附し て そ

の 酵素供與量が清澄速度と比例する こ と を認 めナこ．

　 本研 究は青森縣の 委託に よつ て 行われナニもの で，そ の間研 究 の 逾行 に繋 して多大 の 努 力を拂 わ れ た故小宮

山正巳民 （萠 青 森工染試験場長 ） に謝意を表 す る．叉酵素調製 に 際 し御助言を得た東京大 學農學部齋藤 日 向

氏 に深謝す る，

　 本研 究 の
一一部 は 昭 和26年 6 児青森縣 圭催林檎加工研究發表會で 講演し た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 丈　　　　　献

1）　藤井その 他 ： 本誌 幽 50 ，　　 （1952）．

寒 天 分 解 細 菌 に 關 す る 研 究 （第 2報 ）

　　　　　培 養 條 件 と 寒 天 分 解 酵 素 力

石 　 松 　　
一

　 雄

　（大阪市立工 業 研 究所）

　（昭 和 27 ，　5 ，　28 受 理）

　寒天分解細菌 の 寒天分解酵素に つ v 、 て は從架 見る べ き酵素化學的研 究 が な い ．著者は第 1 報
1）

に 述 べ た
一新寒天 分解細菌 Vib∫　ro　a8arliqUefaCiens 　FUKUMOTO 　et　ISHIMATSU に就て 培養條

件と寒 天分解醵 素力と の 關係 を吟味した ．

　　　　　　　　　　　　　　　　1．2， 護の 培養基と酵綮力

　（1 ）　肉汁と人工 培養基の 比較

　豫備的試驗 に よつ て 寒天 分解細菌を肉汁に 培養し牝 竜 の は寒天分解酵素作用が 殆 どなv ・が ， 寒

天含有の 人工 培 養基 に 墸養 した もの は 寒天分解酵素作用が あ る こ と を知 つ テこの で ， 兩培養基に つ

い て 同條件で比較培養を行 い そ の 培養濾液 に 就 て 酵素力 を檢 し tc，

　　　　　　 Table　1．　 Agarase 　Formation 　on 　Different　Culture　Media

Medium BDuilIon Synthet1c　 medium
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　試驗ガ法 ： 墸養基と し て 用 い た 肉汗は常法 に よ b調製 した もの ， 人 工 培 養基 は NaC1 α1％，

K2HPO40 ．1％ ，
　 MgSO4 ・7H200 ．05％ ，

　 NH4Cl 　O．1％，寒 天　O．5　％の 組成の も の で 加熟溶解後

p良710どし ， 兩者 を蒸氣殺菌 し て 同一の 種 よ り接種 し ， 30℃ で 7 日間培養 した後そ の 濾液 を酵素

液ど し て 使用 し ， 0」8％ 寒 天液100cc
， 燐 酸蘯 緩衝 液 （pH6 ．0）50cc ， 酵 素液50Jcの 醗合 で 40

°
Cで

作用 さ せ 各時聞毎に オ ス ト ワ ル ド粘度計 を用v・ て 作用液10：c の 落下に 要す る 秒數を測 つ て液化 力

を見ジ

ー

方糖化作用は 渾元糖 の 生 成を作用液 2俛 c に つ v ・ て BERTRAND 法で 定量 し ・
KMnQ4 溶

液の滴定數で 比較 した （寒 天 は市販關酉産細塞 天 を使 用），そ の 結果 を示す と第1表 の 如 くで あ る。

　 惹 れ 陀 よ 妙明 か な樣に 基 質で あ る寒天 を含有しな V ・ 肉汁培 養の も の は寒天分解力は殆どな く，

αお％寒天 轡有の 入ユニ培養基 培養の もの は明 か に 酵素力 を認 め 究 ．

　（2） 炭素源 と して 寒天 を含む 肉汁 ， 豆 汁， 人 工 培養基の 比較

　肉扞，豆汁 （大 豆 粕5％液 をO．2％NaOHta で 1時間煮沸浸出 しHC1 で 申和 した液）， 人 工 培養基

（窒累源 と し て Pepton を0．2％含有す る外 は前逑 と同樣 の 組成）に 夫 々 寒 天 を 0．5 ％含有 させ tc

もの を1L三角 ブ ラ ス 召 に 300c6つ s 入れ 壓力 151bで 30分聞殺菌 した 電の に寒 天分解細菌の 肉汁試

驗管堵 養を棲種 し ，
30℃ に 6 日聞 保 つ た 培 養 濾液 を酵素液と し，燐 酸鹽緩衝液と し て pH 　7．0の も

の を用 い た 外は寒 天液 ， 酵素液 を前 實験 と同
一

の 配 合で 40℃ で 作用 させ ， 液 10ccをと り WIL．LS 一

瓢 畳 ER −ScrttiDEL法 に ょ つ て還元糖 量を定量 し N！1012 液 の cc 數 で 比 鮫し た ．そ の 結果 の 1例 を

泳サと第 2 表 の 如 くで あ る ．

Table 　2．　 A 醤arase 　Formation　o 亘 Di 鉦ere 龍t　Culture 　Media
　　　　　 （Wh 觚 Agat　is　added 　previously　to　O．5％）

］Medium Synthetic 　 medium
Extr 麌 ct 　of 　soy ・
　　be   cake

Boui口o 双

，（1） （2）
＼ 　　RedUci 瘡99 δgar

驍
・譌〉 掣 N11012cc N／1012cc

N ／1012 N ！1012

　 　 　 　 0

　 　 　 　 0．5
　 　 　 　 1

　 　 　 　 2

　 　 　 　 3

　 　 　 　 24

PH （after 　iUOubatidn ）

0．390

．480

．580
．631

．236

．7

0，380
．650

．850

．901

．576
．8

0．110

．190
．240

，280

．966
．5

0．480

．570

．660

．811

．106
．6

　こ の 結果 よ わみ る とiki　A　O．5　％の 寒天 を含む入工 培養基 と 肉 汁と は大盞な く豆汁は兩者に 比 し

て 明 か に劣る と と を認ある．

瓢．塔養基中の窒紊源の灑類と酵棄力

　菌 の 平面培養の 際 に 培養基の 窒素 源の 種類に よ り寒天 の 分解 ， 液化に 差 の あ る こ とは既 に 認 め

で い 艶ぶ ， 培養基 中
女
に寒天 を含有しな V ・ もの に培養 した場 含は殆 ど酵素 力が な〉・の で 0．5％の 寒 天

を會む 《 工 墫饕基に 於 て 窒棄源 に NH4Cl，
　 KNOs ，

　 Pepton を用v ・た 場合 に そ の 酵素力 ・に ど の

穗度 の 耋が あ るか 比較試驗 を行つ た ．

　賓驗（1）： 培養基 の 組成は窒素源以 外は前項 と同樣で NH4Cl
，
　 KNO ：），

　 Peptoひ の 含量は夫 々

O．1｛｝％ ，
O．18％．0．16％と して pH7 ．Ot＝ 調篩し た．寒 天分解細菌 を こ れ 等の 培養基に 39℃ で 7 日間

培 養し tt後 ， その 濾液 を夫 k 酵素液 と し て 前項（2）と 同樣 の 配 合 （但 し寒 天は 氷分 12．44％， 粗灰

分 2．40％，比 粘凌2．20 （40℃ ）の ア ル コ ール 沈澱法 に よる精製寒天 を用 v ・tc〕 で 40℃ で 作用 させ 各
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時間毎に そ の 20ccに つ い て
・BERTRAND 法に よ り生成還元糖量 を KMnO4 の 滴定數で 表 わ し拠 ．

その 結果 の 1例 を第3表 に 示 す．

　　　Table　3．　 Influence　of 　Nitrogen　Source　on ぎセ急rase

　　 　　 　 Fσ rmation

　 こ れ に よれ ば 上記

人工 培養基 に 於 て

N −Source NH4Cl Pepton KNOs

Reducing 　sugar

　 　 　 　 formed
Reaction
time （hr）

1（M ロ 04cc 輔 KMnO4 　cc管　　 KMnO4 　 cc 特

0 一 一 一

05 0．57 10。15 4．34

2 一 14．64 9．43
4 2．57 18．09 13．58

別 6．55 19．10 17，57
弼 8．77 20。（め 19．93
72 10．07 20．17 19．23

蔚

　KMnO る 1cc＝・L9814mg　Cu．

「rable　4．　Effect　of 　Asparagin （as 　N −Source）
　　　on 　Agarase 　FQrmation
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はこ Pepton

及び KNOsrc 劣 り，

72時間後 に 於 て 略兩

者 の 孚量の 還 元糖 を

生 成す る に 過 ぎ な

VO．な お Pepton と

KNO3 に 就て は ζ の

場舎で ば P弓pton の

方 が や 玉良好な結果

を示 して V ・ る，
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　實驗 （2）： なお上記 の 實驗 と別個に

窒素源 と し て Asparagin を用》・同様

の 人 コニ培 養基で 30℃ tCI（6 日．問珸蕁し

た もの に 就 て 同様の 配合で 寒天 に 作用

さ せ た （但 し こ の 際基質寒天 と して は

細寒天 を使用 した）． そ の 結 果を 示 す

と 第 4 表 の 如 く で あ る ．但 し こ れ は

WILLSTATTER・SCHUDEL 法に よ つ て

定量し糖量を N！1012cc 數で 示 し た も

の で あ る．

　後報に 於 て 述べ る が酵素分解液 の 還

元糖量 を定量する の に ．．BERTRAND 法

（全 還 元 糖 定 量）と WILLSTATTER・

SCHUDEL 法 （全 ア ル ド冖ス 定量）と

で は後者の 方が數％多い 結果 を見 る こ

とか ら實驗（1）の 窒素源と し て KNOB ，

Pepton を用v 、ナこ場合の 値 と比較し て

・
み ると大 體同じ位 の 酵素力で あ る と 考

え られ る．

　實驗 （3）・：．實驗（2）に於 て 既述の O．5

％ 寒天 含有 入工 培養基 で Pepton ，

KNOg を窒素源 と し．江 も
．
の の 酵素力 が

割合 に 彊 v ・ こ
・
と を知 つ ナこカ  　實驗 （1）

の 場合と 同樣の 培養基 組成で 30℃ で 5

日間培養 した もの に つ い て 窒索源 と し

て KNO3 と Pepton を用い たも の の

N 工工
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騨 素力の 比較 を時間 の 經過と共 に BERTRAND 法に よ り KMnO4 の cc數 で見た結果を
・圜示すれ ば

夾の 通 りで あ る．酵 索液， 緩衝液， 寒 天液の 配合は ， 實驗 （1）と同樣 で あ る が使用塞天 ぽ精袈糧

末塞天 〔水分 14．28％， 粗灰分 2．46％ ， 比粘度 1．77 （40℃ ）〕で あ る ．

　 t の 場合 も Pepton ぷ幾分 KNOa よ りも酵素力生成 に優れ て い た ．

　實験 （4）： 本實驗 で は 前述 の 人 工 珸養基 に於 て Pepton 　O．2 ％と同
一

窒素量を含む各種無機窒

素源 及び尿素を使 用 し て 酵 素力 の 比鮫試驗 を 行 つ tc．そ の 1例 を 示 す と第5表 の 如 くで あ る ，

Table　5．　 Infiuence　of 　Various　Nitrogen　Sources　on 　Agarase 　Formation

N・source 藍NH4 ｝8
−

　PO 晶

【NH4 ）2
−

　SO4KNO9
｛NH4 ｝ゴ

HPO4NaNO3NH4C1Pepton
　 C （，一
（NH2 ）3

書熏誰
c

堺
N11012
　 CCN

／1012
　 CCN11012 　 CC

　　　一　

N11012
　 cc

一

N ！1012
　 CCN

！1012
　 CGN11012 　 ¢ cN11012　 cc

00

．5224

　尸

α481212

．33 ・

　一

〇．36、

0．832

，68

　一

〇250
．862
．23

　一

〇．36

α742

、73

　卩

0。340

．852
，60

　一

〇．100

．172

．45

　一

1。10 、

2．142
．70

　一

〇270
．552

．4ブ

　 こ れ に よれ ば 上記 の 中で は Pepton が 最 も よ く，無機窒素源 は 一般 に こ れ よ り少 し劣 る の が

認め られ ， 無機窒素源 の 中で NH4Cl 使用の もの は酵素力が最 も弱 い （な 鷙 僅か に 條件を變え て

（NH4 ）sHPOd を　di用 した別 箇の 賢驗で は Pepton 使用の もの と 差 が な い 酵素力 を有 す る こ と も

認め て い る）．

昼．塘養基中の 窒棄源 の使用量と酵絮力

　蘭項の 入工培養基中の 窒素源 で ある KNO3 及 び Pepton の 量を壇加しtc場合酵素力の壇加 を

來す か 否 か に 就て 實驗 じた ．

　賓驗 （】） ： 既述の α5％寒天含有の 人 工培養基 に於 て Peptonの 添加 をO．IS％，　 O．3％ ， α5％，

0．7％と した もの に 塞 天分解 細菌 を30℃ で 4日間培養 し7cもの に 就て その 酵素力 を比 較 した．即 ち

前 顎 の 如 き蹴 含割 合 （但 し塞 天は市 誠細寒 天 を使用 ）と し ，

：

40℃ で 作用 さ せ 各時間毎 に そ の 20cc

をとり， 生 成還元塘 を WILLsTA　rTER −S ：HuDEL 法 1・z よる N／1012液の Gc 數で示 しtc結果 は第 6

表 の 如 くで あ る．な お 培養僕の pH は Pepton の 使 禺量の 墸加 と と もに 次の 如 く少 しづ つ 高ま つ

ナこ．

Table　6．　 Effect　Qf 　Vae 董ed 　Amount 　of 　Pepton 　b4　Agarase 　Formation

Pepton ％ 0ユ5 0．30 Oβe 0，70

　　 　 Reducing　sugar

Rep。，、。n 　
f°「m ”d

　 N ！・・ 1・ c ・

time （hr）

N ！leIaCG N ／1012cc NllO　I　2  

0 一 尸 卩 躪

0．5 0．44 0．59 0．48 0．46

1 0．60 0．77 0．63 0．59
21 工．411 1：64 1．62 1ユ7

pH 　（afber 　incubat 三〇 n ） 7．0〜7．1 7，1 73 7．5

こ の 結果か ら見 る と O．30％の もの が 最良好 の や うで あ る が そ の 差は僅か で あ り Pepton の O．15

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Soolety 　for 　Blosolenoe 　and 　Bloenglneerlng 厂　Japan

ぐ　i76） （君松） 嶷 ヲξ分 解 細 菌 に 蘭 す る 研 究 （第 2 報）

％以上 の 添加は特に 酵素力を壇加 しな い もの と 考え られ る．

　實驗 （2）： 實驗 （1）と 同樣に 人 工 培養基 に 於 て KNOa の 量 の 影響 を試 み tc．その 結果 を第7表 に

示 す ．

Tab 工e　7．　 Effect　6f　Varied　Amount 　of　KNO30n 　Agarase　Formation （1）

KrgOs ％

＼ 丶丶一Reducing　 sugar

　　　
＼ 1

＼ 　　　　forrned
Reactidn 　　　@ ＼、

time （hτ）　
　

　

丶

＼ 　 　

　 0 　　　

0 ． 5

　 　 　 1

　　　24P 】日【くafter 　inFu

tion 0． 0． 0．

0．5

N！l0

．

iD1
：

0． 軌 7 ． 0 　こ の結果 からみ れば菌の繁 殖 は V ・つれ竜充分で な くやや酵素力が 弱か つ たが

D5 ％の もの の 24 時 間 後の 値 が 他よb 低 か つ此外はこ の範 圍内で は KNOs の 量の 影 響は

く認め られなか つた ． 　 蜜 驗 （3）：實驗（ 3 ）に 於 て zaKNOs の量を 既述の人工 培 華 基の 組 成 で O・

唐 ﾆ したも の ・その2 倍 及び3 倍に す ると 同 時に寒 天以外の 成分をも夫 k2 倍及び 3倍と し た培養 基

つ V ・ て30 ℃で 7 日間 培 養し牝毛の に就て 同 様に 試 驗 レ

結果ば第8 表の如くである． 　　　　　　　　　　　　　　　　　 　 　 　　　 　 　　 　　 　
　　 　この結果から0ユ ％以上 　　Table 　8。　Effect 　of　varied 　A

unt 　of 　KNQs 　on 　 　 　　　Agarase 　Formatfon （ 2 ）　　　　　 　　　 　

　　 に は K 3の量及 他の成 NOs％

0 ． 10O ．200 ．30

　　 Redttcing

　 SUgarR
。。c 、i。n 　f °珮 edN 〆・・ 1・

　N ！ 1・1・

E 1 E E

cc tmo（ r） 0<TAB>一<TAB>

<TAB>   0． <TAB>0．4 <TAB>025

．3 z<TAB>
．
64<TAB> ．37<TAB>

D58 24<TAB>1． 64

H ヱ 36<TAB>1．64 分

を 一 齊に獪 加 し ても酵

力に關 係 餐ないことを認

ﾟ た ． 本 項 で は 培養 基中の

窒素源 の 量と酵素力と め 蘭

Wをみたが ，以上諸實 驗の 結

からPepton の場合 0 ． 1

`0 ．7 ％で大差 なくジ O ．15 …O ． 30 ％以上の添加は 特に酵 素力
を 増加しない ．KNOs の場

合

こ れ も α1 〜 0 ． 3 ％ で 大差なく， 　 O ． 5％では反つて酵素力’ を や や阻害 す る傾 向 があ る． KNO3 の

を（｝． 1 ・h ・ O ．3 ％の 間 に墻 加す る場合 ， 寒天以

の他の成分 を平行的に 墸加しても酵

力に變化を認めな かつtc ． rv ．堀 養基 中の炭 蕊源 の種類と 酵寰 力 　寒 天 分 解 細 菌の塞

分 解 酵素 力 は 培養 基中に寒天 が 存在しな V ・と極めて微弱 で ある t とを 既 に 認めた が ，培 養

申 の炭素源 の 種 類 と塞 天分 解 酵 素 生産 と の關 係を明 か に す る 九め各 種の炭 水化

ｨ を炭素源として

用し た人 工 培 養基に本 菌 を 培 養して その酵 素力を比 較 した． 　
實　驗　 （1） 　

培 養 基：基本
培養基とし てKeHPO

． 1 ％，（NH41i3PO40 ．15％，　MgSO4 ・7H200 ．05％，
NaCl 　 O。1％含有のも

を 用 V ・各 種炭 水化物 1％（但し寒 天は0． 4 ％， 蒟蒻

ンナンは0 ． 2％）を添加 し ， 永 道 水 を 用v ・てpH7． 1 〜7 ．2 に 調 節した ． 　 堵養條件： 1

　 cc 三角フ ラ ス コ に 上 記 墸 養 基30cc を 入 れ常法に よ り 殺 菌 し
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汁寒天剽面培養 よ り2白金 耳つ つ 接種 し て 30℃ に 5日間墸養 し7c．

　酵素力 の 比 較試驗 ： 培養濾液 20ccを0．8％塞天液50cc， 燐酸鹽緩衝 液 （pH7 ．0）30ccと配合 し て

40”C で 作用 さ せ 30分 ，
1時闇及び 24時間後そ の 20cc中の 生 成還元糖量を WILLsTXTTER ・SqHUDEL

法に よ つ て 定量比 較 し Vc．多數 の 實驗 を行 つ た が そ の 1例 を示 す と 第9表の 如 くで あ る．

Ta もle　9．　 Ef正ect 　of 　Various 　Carbon 　Sources　 on 　Agarase 　Formati ・Gn

C ・Source
o 　 ε

口 一、暑
o に ぺ：
名
齲

　 丶 ノ

芻
8
三
〇

oo9

逼
δ

の

巴
鴇
図

o
ω

o
』

u
コ

ロリ

り゜
δ
宅
∩

oo
コ

o
も
q5

日

』
り

旨

葺
un

價
續
口

艮
一

編
・或8
譽器
冨 日

Agar
　一一　

（1）　 （2）

＼ 避
duci

囎 器　　　　　丶
Reaction ＼ ．一一
ti期 e　　（hr）　　　　　　　　　

＼
＼

斜

一

〇 　〇

H 　 O
丶

匿

斜

一

〇 　 〇

H 　 o
＼

名

斜

一

〇 〇

曹→ 　⇔丶
名

闘

一

Q 　o

黒
9

宅

訓

一

〇 　〇
H 　 9＼
名

引

一　　一
〇 　〇

F4 　9丶
z

 

一

呈8
名

o層

一

〇 　〇

冒 　Q
丶

名

二
自 8丶
諸

訊

一

〇 　97
嗣 　 9

丶

諸

　 畿

一

．09H
　9

丶

名

駅

一

〇 〇

1→ 　9
＼

名

　 　 　 　 0　　　 　　　 　　−

　 　 　 　 0．5　　　　　　　−0．02　　0．（二〇
　 　 　 　 1　　　　　　　−0．01 − 0，01

　 　 　 　 24　　　　　　　　　　0．31　　0，59

pH （after 　incubation ）　7．2　　6．0

融面1。論 翫 兪L繭
0．00　　0．01　　0．05　　0，07　　0．02　　0．05

0．01　− 0．01　　020 　　0．59　　0．30　　0，44
6．0　　　6．0　　　6ユ　　　7．1　　　6ユ 　　　6．2

O．02　　0．13　　0．26　　0．49

0．04　　0．3S　　O．47　　0．89
0．54　　2．23　　2，73　・2．71．

72 　　　6．2　　　6．0　　　6．0

　こ の 結果か ら み れ ば寒 天分解酵素生 産 に は炭素源 と して 寒天 を用 い た場合が ＄つ と も逋 し ，
つ

い で蒟蒻マ シナン が 良 ぐ他の 炭素源 の 場 合は 著 し く酵素力が 弱 く， ガ ラ ク トース
， キ シ ロ ース の

．

如 く炭素源 を含ま ぬ 場合 よ りも劣 る もの もみ ら れ る ．な お 多 くの 實驗例で 各 友 數 字的 に多少 の 差

が あ り， 且 つ 基本培養基 よ りも僅か に酵素生 成 の 多v ・場合 もあ つ た が 大體 の 傾向 は略 同
一で あ っ

旗．叉蒟蒻マ ン ナ ン を炭素源 に用 V ・た場合寒天 に比較 し て 少 し く劣 る程度 の 場合 駅 ，
21あ つ たが ，

多 くの 場合寒天 に比 べ る と酵素生 産 に 於 て 相 當遜 色 の あ る t とが 認 め られ た．

　 備考 ： 寒 天 分 解細菌の 繁殖状態 は寒 天 及 び 蒟蒻 マ ン ナ ン を炭素源 とし て 用 い た場合は艮好 で あ る が，．他 の

　　　 　 炭 素源 で は や や 溷濁 す る程 度 の 繁殖状態 で あつ た ．

　窒素 源 と し て （NH4 ）3PO4 の 代 りに （NH4 ）2HPO 収 は Pepton な用v ・た人 工 培 養基 に つ い て

も同樣の 實驗 を試み た が ， 同傾向の 結果で あ つ te．

　實驗 （2）：．實驗（1）と同様の 基本培養基 を用V ・

，
こ れ に炭素源 と して 寒天 を02 ％つ つ 添加 しte

もの に 更に 各種 の 炭素 源 を實驗（1）と同樣 の 割 合に 加 え て 培 養 （200cc三 角 フ ラ ス コ に 60ccつ つ 分

Table 　10．　 Effect　of 　Various　
’
　Carbon 　Sources 　on 　Agafase　For 皿 3tig 辞

　　　 in　P 「esence 　of 　O．2％ Agar

GSoruce 羣璽1
　 ）
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　 　 Reducing　 sugor
　 　 　 　 　 　 furmed
Reactio口
time （hr）

二
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恩
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該
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嬬『　 　 　 　 　  
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堤
9
　 ミt り

渚　 　 寓

二
〇 　9

具
9

客

出
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ミL9
諸
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畠
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呂

畠
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ミ
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該

議
o 　o

ミま9

属
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旦8
呂

二
〇 〇

く
9

ヒ

　 　 　 　 0　 　 　 　 　 　 　　 −

　 　 　 　 0．5　　　　　　 0．01

　 　 　 　 1　　　　　　　0．01

　 　 　 　 24　 　 　 　 　 　 　 0．19

pH （after 　incabati・ n ） 7・2

0．410
．912

．376

．0

0．450

．773

．1963

010000

一〇．015

．8

一〇．01　 0．01
0．020

．215

．8
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0200
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注）した場合の 寒天分衝 酵素力の 比較 を實驗 （1）に從 つ て 行 つ tc．そ の 際の 菌の 繁殖瓶態は外觀

的 に は
一

應何れ も良好 の や 弓に 見受け られた．そ の 結果の 1例 を第IO表 va示 す．

　こ の 結果か ら寒天 α2％を含有させ た 墸養基 に 上記 炭素源 を添加 し て 培養す れ ば酵素力 の 墻強

は全然な くむ しろ 一般に抑制作用が 顯著で ，葡噛糖 ， 蔗 糖 ， 孚し糖，澱粉等 の 添加 し た もの は 炭素

源 を全 然含まな V・基本培養基 と變 らな V ・程度で ， キ シ ・ 一ス 添 加の 場合は 本實驗で は基本培養基

よ り更 に低V ・酵素力を示 し ， イ ス リ ン 及 び ズ ル チ ツ トは 酵素生 産の 抑制度合が 輕い ．蒟蒻 マ ン ナ

ン 添加の 場合は イ ヌ リ ン 及 び ズ ル チ ツ ト添加の 場合 よ りむしろ 酸素生成が 妨げ られ る 傾 向が認 め

られる ．

　實驗（1）， （2）の 結果及 び 他の 數 回 の 實驗 よ り寒 天 分解 細菌 の 培養 に 當 り炭素 源と し て寒 天を使

用すれ ば寒 天分解酵素の 生産は 顯著で あ り， 蒟蒻 マ ン ナ ン で も或程凄 の 酵素の 生産が み られる が

キ シ ロ ース
， 葡萄糖 ， ガ ラ ク トース

， 乳糖 ， 蔗糖 ， 澱粉 ， イ ヌ リ ン
，

ズ ル チ ツ ト，寒 天分解物等

で は塞天 分解酵素の 生成は 著 し く抑制 され ， 特 に單糖類 ， 襖糖類等 の 低分子 の 糖類で 顯著 な傾向

が 覗え る．

V．壜餮基中の 寒天の 量 と酵棄 力

　前 實驗か ら寒 天分解酵素は 基質 に 適應的に 生 成せ られ る と
一應考えられ る が ， 進ん で 培養基の

寒天 の 量と酵素力生 成と は 如何な る關係が あ る か を見 る た め に 彡（の 如 く實驗 し t ．

　前述の 人 工 培養基で 寒天の 使用量 を

0
，
03，0．5，1。0 ％と し 牝 も の を加熱溶

解後pH72 と し，夫 A1 　IZ三角 フ ラ ス コ 2　　 pH

個 に 250cc宛入れ殺菌後 ， 塞天分解細菌

ga「 ％ 1・ t・・S … i　・・・ …

）

）

ー

ワ凵
（

（

2077 17ワ゜
パ
リ

9067 臼｝

067°

a7 − 6．863

崎 ．4

の 肉汁試驗 管培 養を接種 し て 30℃ で 5 日間培養 し弛 濾液 を酵素液と し た．なお 培養後 の pH は上 の

如くで あつ た ．

　酵素力を第（皿 ）項の 場合と同様に 試驗 した結果の 1例は第 11表の 如 くで あつ te．

　　　Table　11．　 Agarase 　Formation 　on 　Varied　AmQunt 　of 　Agar 　ih　Medium

Agar ％

　　 　 Reducing 　 suga ∫

　 　 　 　 　 　 　 fonned
Reactlon
傾me （hr）

　

50q12354

　

　

　

　

　

　

2

0

N ！1012cc

0．060

．040
．070

．110

．070

．Sl

0．3

NllO　I　s  

0．480

．751
．051241

．371

．72

0．5

N／1012cc

1．001

．351

．531

．54L541

．58

0．8

N！1．OI2  

0．581
．001

．23L331

。441

．52

1．0

N／1012cc

0．971
。351

．431
．451

．431

．44

　こ の 結果で は0．5％の もの が 最 も酵素力が 強 v ・が
， そ の 他の 多 くの 實驗 か ら

一般 と して は α3〜

1．0％の 含有量で は 著 しい 差はな く， O．5％で 大體酵素力 は最大 に達す る もの と思われ る ．

VI．培養日數と酵紫力

　寒天分解細菌 を人 工 培養基 に培養す る場合 に そ の 日數 と酵素力 との 關係 を見 る た め次の 實験 を

行つ た．

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　
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　試驗方法 ： 墸養基に 前項 と同檬の 人 工 培 養基 を用v ・ 窒素源 と し て は Pepton を0，16％， 寒天 は

0．5％を含有させ た もの で 1立三角 フ ラ ス コ に 300ccづ k入れ ， 常洗の 如 く殺菌後 ， 菌 を接種し30℃

va一定 日數保 つ 燉 ， こ 縄 取 出 しそ の 濾液 va就 て 前項 同樣 の 配 合で 酵素力 眦 較し た （第12表）．

こ の 際使用 し た 寒天 は 精製粉末寒 天 で 水分 12・44％で あ つ tc．但 し定量は BERTRAND 法に よ．り

KMnO4 の 滴定數 に よ つ て 表 しナこ．

Table　12．　 Relation 　between 　Incubation　Period　and 　Agarase 　Formation

Incub 舞tion 　period （day） 2 3 4 5 6 7 10

＼
ト ー　　 Roducing 　gugar

　　・− N 〜一一一．．．一一　 f・・ med

　 Reaction 　　　　
1．1．一．．、

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
．1 、

　time （hr）　
L
　　　

丶
〜 一

KMnO 雀

　 　 　　 CCKMnO4　　　　　cc

’
KMnO ‘
　 　 　　 　  

KMnO4
　 　 　　 ccKMnO4　　 　 　 ccKMnO4　　 　 　 ccKMnO4　　　　  

（1）

（2）

　 　 　 　 0

　 　 　 　 0。5

　 　 　 　 2

　 　 　 　 24

pH （after 　 incubation ）

　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

〇．16　 　 0，58

L79 　　　　1．19

5．18　　　　4．72

6．3　　　 6．2

0．18　　　0．78

1．20　　　　1．91

5．90　　　5．41

6．2　　　 6．1

1．751

．744
．686

．1

1．16　　 027

2．41　　　　−

5，99　 　 5．03

6．0　　　 5．8

　 　 　 　 　 0

　 　 　 　 　 1

　 　 　 　 　 3

1　　　　　　 4

1・H （・・・・… cub … n ）

　卩　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脚

1ユ8　　　　2．14

Z16 　　 3．16

8．68　 　 9．53

6．3　　　 6．2

0．28　　 0．81

2．95　　 4．07

7．57　　　　8．82
6．0　　　 5．6

0．822

．576

，525
．6

1．79　　 1．98

3．Ge　　 423
6．83　　 8．63

5，5　　　 5．5

KMnO41cc ＝・1．9814mg 　Cu

』
皿．所謂ア ミノ酸及びエ チル アル ＝ 階 ル添加の 影饗

　幅本氏
2）

は Bac．　amylotiquefacr
’
ens に 就て そ の 培 養基 中に所謂ア ミ ノ 酸，

ア ル コ ール 等 の 或

量の 存在 ぱ そ の 酵素力 に好結果 を もt ら し殊 に エ チ ル ア ル コ
ール の 2 ％量の 添 加は酵素力の 倍加

を も粍 らす こ と を報告 した が 寒 天分解酵素に就 て か N る事實の 有無 を吟昧し牝 ．

　（1 ）　ア ミ ノ 酸添加 と 酵 素か

　實驗方法 ： 人エ 培養基
・
（KbHPO40 ．1％，

　 NaC10 ．1％，
・MgSO4 ・7H200 ．05％，　Pepton　O．2％ ，

寒天 O．5％，

．
pH

’
　7．1）3ひO

’
c6 宛 を1立 三角 フ ラ ス コ に入れ鰯 ミール 5709 を　20％　HCI 　4倍量で 加水分

廨後中和 し7t濾液を濃縮 し 100ccと し ナこ ア ミ ノ酸液 （100cc申全窒素約 4．89）を
一

定 量添加 し常法

の 如 く殺菌 し て 寒天分解 細菌 を接種 し，30℃ に 5 日間培養し ナこ液に就 て 前項の 如 く40℃ で 寒天 に

　　　　Table
’
13．　 Effect　of 　Addition　of 　Hydrolysate　of 　Sardine 　Meal　with

　　　　　
撃

　HSdrochloric　Acid　on 　Agarase 　Formati6n

Hydrolysato 　of 　 sard
’

　　　　　　mea1 ．． 

1ne 0 2 5 10

＼

＼ 聖
ducin

響。早黜　　　　　　　　　　馳．
Reaction　　

1．丶丶　　　　　　　　　　　　　　　、．
t加 e （hr）　　　

＼ 、
＼

N ／1012cc N ！1012cc N11012 ¢ c N μOh  

　 　 　 　 0
　 　 　 　 0．5

　 　 　 　 1
　 　 　 　 24

pH （af ヒer 　incubation ）

0．490
．661

．387
．1

0．630

。901

．207
．2

規

〃

羽

5

001

｛

7

0200

．321

．IS82
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作用 さ唸
・ 酵素力は WILLsTXTTER −SCHI］DEL 法 に 零つ て 20cc中 の 邏允糖 を定量 し N ！1012 の cc

數で 示 し て 比 較 し Vc．そ の 結果 の 1例は 第 13表 の 如 くで あ る ，

　 こ の結果 よ りみ れば 2cc添加の 場合やや封照 よ り早期に 良結果 を示 したが ，

一
般に特 に酵索力

彊化庭の 勧果は 見られ な V ・ ．

　（
’
2
’
）
1帳 チ ル ア ル コ ール 添 加と酵 素力

　侍韃 の 入 工 踞 養基 に エ チ ル ア ル コ ール を添加 して 寒天 分解細菌 を培 養した もの に つ い て ， 酵素

力 を比 較 し t （實驗方法は （1）と 全 く同樣）．結果 の 1例 を示 す と第14表 の 如 くで あ る．

Table 　14．　 Effect　of 　Addition　of 　Ethylalcohol　on 　Agarase 　Fo ：mation

　 　 　 　 0　　　　　　　　　　 胛

　 　 　 　 0．5　　　　　　　　 0．74

　 　 　 　 1　　 　　 　　 　　 　 0．98

　 　 　 　 24　　　　　　　　　 1．54

pH （after 　irtcubatiion）　　　7．1

0，46e
．681

．727
，1

0．38・

O．521

．317

．0

0．490

．76L787

．0

0．600

．701

．257

．0

0．57
 ．791

。657
．0

こ の 結果か ら エ チ ル ア ル コ ール の O．3、0．5％の添加は酵素の 生 成に影響はなv ・．

考 察

　本寒天分解細菌は 肉汁寒天 に斜面培養すれ ば よ く繁殖 し ， 寒天 を分解 し て 劃線 に 階 つ て 溝を生

す る こ とは 第 1報 に 述 べ た 如 くで あ る が ， 單に 肉汁に液體培養 した場合は溷濁はす る が塞天分解

酵素力は殆 ど な 丶へ 皀【Jち培養基 の 組成 ，
こ と に 炭素源 は 寒 天分鯀酵素の 分泌に 至大 の 關係が あ っ

て 人工 培養基 （K2HPO40 ・1％，　NaCI　O・1％，　MgSO4 　・　7HL ，O　O．05％， （NH4）3PO40 ．15％刄は
Pepton 　O．2％，　 pH 　7．0〜7．1） を用 v・ た 場合で も炭素源 と し て寒天 を含まな い 場合は 寒天分解酵

素 力は皆無か 極 め て 微 弱 で あ る ． こ の 場合寒 天 が 存在す れ ば 酵素 の 生産は顯著 で あ る ．塞天以 外

の 炭水化物 を炭素源と し て 使用 し た 場合蒟蒻 マ ン ナ ン は 或程度酵素力 を示 レ，
ズ ル チ ツ トtd

ヌ

リ ン
， 澱紛 で は やや酵素生産 を認めた 實驗例 もあ つ 大が概 して 微弱で，

キ シ ロ 冖
馬 ガ ラ タ Pt・e

ス ｝ 葡萄糖，乳糖，蔗糖，塞天分解 物等で は酵素の 生産は炭素源 を全然含ま な V ・もの と大差ない

力収 は こ れ よ り反 つ て 劣 る結果 を得ナこ。 叉炭素 源 と して 寒天 02 ％ 毳含んだ培養基 に 更に穂類な

添 加す る と酵素生産が 著 し く抑制 される． こ れ らの こ とか ら寒天分解酵素は所謂基質に 適應 し て

生 成す る 酵素で あ る と 考え られ る．

　培 養基 中Q 寒天量 （0．3〜1％）と酵素力 の 關係を檢 レ沈結果及び其他 の 數多 くの實驗か ら炭i素
源 と し て の 寒天 は 03 〜1ρ％で 大差 な く，

O．5％以 上の 添加は寒天分解酵素力 の 圭曾彊 を示 さなV ・．

　培養基 中 畦α2 ％程 度の 寒天 の 存在で 相 當強い 酵素力 を示 す の で 寒天分解酵素 の 生産 に 炭素源

と し て 寒 天 は必要で あ る が ， 少 量で 足 りる こ とが 覗 え る．培 養基 中の 窒素 源 の 種類 は菌 の 繁殖に

も關係が あ る が 寒天分解酵素の 分泌 に 相當影響が あ る ．Pepton
，
　Asparagin の 如 き有機窒 素源

は極 め て 良好 で あ るが大 豆蛋 白質は本菌に は利用 され 難V、 傾向が 認め られ る．無機窒素源 もよ く

利用 され ， （NH ．t）BpO ．d， （NH4 ）2HPO4 ，
　 KNOs ，

　 NaNO3 ， （NH4 ）2SO4 等は 相當 よ く寒天 分

解 酵素 を生 産 し ， （NH4 ）2HPO4 を用 v ・ 九場合，
　 Pepton 「di用 v ・た 場合 と 同程度 の 結果 をも得 て

v・ る・NH4Cl は窒素源 として や や劣 るが こ れは Cl’

の 影響 ≒考えられる．、
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　窒素源 の 使 用量と 酵素力 の 關係は Peptpn の 場合は，　 O．1−・O・3％の開で 大 差が な く，
0．5％で は

やや酵素力低下の 傾向が 見 られナこ．即ち ？epton で はαユ5％，　 KNO3 で は  ．1％の 添加で 十分で

あ る と考 え られ る ．培 養 日數 と寒 天分解酵素の 分泌量の 開係は 2〜10 日間 に 就 て は明確な關係は

見 られ な い が 他の 數多 くの 實驗結果か ら5 〜 7日間の 培養で酵素九は大體最高 に 逹す る ζ とが 認 め

られ る．

　Bac ．α物 y’0∫’gκ6吻碗 〃 s　FUKUMOTO 及び こ れ に 類似す る細菌は培養基 に m チ ル ア ル コ ール を

1〜 2％添 加す る と Amylase 生 成量を著 し く壇大す る事實が あ る が
， 本菌の 塞天分解酵素生成

に つ い て は そ の 効果は 認め られ す ， な お所謂 ア ミ ノ 酸 （ブ イ ツ シ ユ ミ
・・一ル を鹽 酸分解で 調 製） の

添加 馮酵素力 を壌強 す る こ とが な く本函 に 對 し て は爾者 はそ の酵素生産 に特別の 意味 逸も曳な〉、

ことが考え られ る．

穂 搬・

　 1．本菌 の 寒天分解酵素は所謂基質に適應 し て 生 成す る酵 素で ある．培養基 の 炭素源 とし て 寒

天量は 0．5％前後が適當で あ る．

　 2．培養基中に 炭素源 と し て 寒天が 存在し て も同時に糖類が 炭素源 と し て 共存す る と 酵素力は

著 し く抑制 され る ．

　 3・培養基の 窒素 源 と して Pepton
・ Aspara琴加 等！の 有機窒素源 は最 も好遖 で （NH4 ）spO4 ・

（NHd ）2HPO4 ，　 KNO3 ， （NH4 ）2SO4 等 の 無機窒素源 も寒 天分解 酵素生成 に 有効 で あ る が ，

NH4Cl は こ れ ら に 比 し て 劣 る ．塞 天 を含む肉汁は 人 工 培養基 と略同樣 の 酵素生 産蠱示 した前 寒

天 を含む豆汁は培養基 と し て はやや劣 る．

　 4．培養基 中の 窒素源 の 量と酵素力 との 關係は Pepton で は α 15、0．7％  閭矯擁 酵素生産

に差が な く， KNOs 　dS　on 〜0、5％の 間脅 酵1素ガ に 差を認め ない ．

　 5．培養期間 と培 養液中 の 寒天 分解酵素力と の 聞に は 明瞭 な闢係は 見られ ない が武 凡驫 Z日間

で 酵 素力は最大 に 逹 す る．

　 6．培養基 に エ チ ル ア ル コ 冖ル 及び所謂ア ミ ノ酸 を添 加し て も酵轟鋤  櫓 彊麼認勘 られ ない ．

（附記）　Agarase の 酵素力の 表現 は寒零の酵素分解に よる柴成還元糖は ガ ラ ク F 一ス で な野こ と，
．
杢菌

　　　 の長期保存中に 酵紫力を墳強 した こ と等 の 理由で 賓瞼時期！・培饗墓 の 種頬に よつ て KMhO4 瑛は

　　　 1　2tw の滴 定數 の差 に よつ た．

緲 に 臨み 緲 台御指導 を賜 つ た 楙 博土並び に 鋤 書 ・ 簿噸 鱗 け こ驥 山町耶 糟 に 深酬 る・

　 （本報の 概嬰 は昭 和 18年7月31｝貝本農i婆匙贔愈臨西支細 曾竃 昭和19年5月7日 同關西支部例曾並び に昭和

25年 4 月 10日 日本農藝化 學會に 於て 講演し た．）
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