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報 文

ペ ー パ ー ク ロ マ ト グ ラ フ イ に よ る

タ ン ニ ン 分解酵素生 産条件の 解析　（そ の 1）

黴類 の タ ソ ニ ソ 分解 酵素に 関す る研究　（第 5 報）

西 羅 寛　（兵 犀 農 科 大 学農 芸 化 学 醸 造 学 教 室 ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒 　　　　　言

　 本邦に お け る所謂タ ン ナーゼ の研究 に つ い て は ， 喜多氏D の麹菌 と タ ン ニ ン 分解 ， 小田 ・池田 ・谷本氏 等
2）

の

強力な タ ン ナ ーゼ を生 成す る麹 か び 属 糸状爵の検索並 び に 検索菌種の 代用醤油製造 へ の 椿用，福本氏
3） の高梁糠

の利 用研究に お ける青 か び に よ る脱 タ ン ニ ン
， 中林氏

4）
の あお み どろ タ ン ニ ン の 研究 に お け る糸状薀 タ ン ナ

ーゼ

に ょ るタ ン ニ ン 酸 よ リア ル キ ル ガ レ
ー

トの 生成等の 報告が 見 られ る の み で ， タ ン ニ ン そ の もの の 研 究 畢段 と し て

の タ ン ナ ーゼ 酵素力 の 利 用 は 別 と して ， 特 に タ ン ナ ーゼ の 酵素学的見地か らの 研 究報 告 は 数 少 な い ．

　 著者は林産物利用加 工 の 基礎的駢究 と し て黴類の 生産 す る タ ン ニ ン 分解酵素の 研究を と りあ げ， 酵素力測定法

5）−7）
， 菌侏 の 分離 巽択 お よび 該酵素の 生 産条件

5〕・S）−1°）
，
　
’X“　・一パ ー

ク ロ マ トグ ラ フ ィ に よ る タ ン ニ ン の 酵素的 分 解

産 物 の 研 究 を進 め
8） ，黴類の 該酵素は タ ン ニ ン わよび タ ン ニ ン に 関連匪の あ る没食子酸 等の 添 加 あ る い は 含有培

地 に 生育 し た場含に の み 所謂適応的 に 生産 され る 酵素で あ り， 菌の 生育の 際 、 培地 え の タ ン ニ ン 添加量あ るい は

含有程度は 菌株 の 発育を甚 しく害しない 範囲に て 添加量あ るい は含有量の 高 い 万 が そ の 生 産 力 は 強 い こ とお よび

培 養 日数 の 老若に よ りそ の 生産 に 大 きな影響が あ る こ と等 を指滴 し た．更 に 該 酵 素 が 適 応 的 に 生 産 さオしる事実 か

ら， タ ン ニ ン
， 没食子醜 　ピ ロ ガ ロ

ール 等 の 黴類 に よ る代謝分解 に つ い て 研究 を続け，KCN 一添 加 タ ン ニ ン 培地

に お け る ピ ロ ガール 集積
Lの・1D 等 の新しい事実を認 め ， タ ン ニ ン の代謝分解経路の

一
部を推定した

12）．

　 今回は該 酵素が所 謂適応的 に 惹 起 され る酵素とい う観 点に 立 脚 して ，
ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ に よ る タ ン ニ

ン の 経時的酵素分解過程の 追跡 か ら， タ ン ニ ン 分解酵素 の 適応的必須生産条件を更 に 確実 に したの で こ こ に報告

す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 霙　験　の 　部

　 A
， 実験方法

　（1） 使用菌 は Penicillium　sp．　 iV・．80　B ， 使用基質 は五 僭子 よ り調 整 され た ガ ロ タ ン ＝ ン で あ る。

　（2ユ 酵素液 の 調整 ： 麩麹 よ りの 酵素液調整 は既 報
5）の 姻 く麩 59 に O．2g の タ ン ニ ン あ る い は 没食子酸，

ピ ロ ガ

ロ ール を加 え （対照 は こ の 場合 タ ン ニ ン 等の 基質を 添加 しな い 麩の み ）水 道水4・5ml を注加 して よ く混 含 し，
15

1b30分加 圧 殺菌後 ， 新 しい 麹汁寒天培養菌を 1〜2 自金 鈎侈遣，
30　G で 3 日培養す る．こ の よ うに して 得 に 魏麹

を 乳 鉢で よ く磨砕 し 1 ％ 食 塩 水 を加 え，25℃ で 4 〜 5 時間 トル オ ール 添加 の もとで 抽出濾過 し， 慮液をその ま ま

酵素液 と した．菌体抽出酵素液の 調 整 の ．500ml 容 三 角 フ ラ ス コ に サ ペ
ッ ク ・ド ッ ク ス 蔗 溏5 ％ 培地を20Dml 入

れ常法 役菌後，麩麹の 場 合と同様葭を 移値，5 〜6 日 ，
30℃ で 静置培養 し充分 に 菌蓋 を 作 らせ る．こ の 第一次培

養菌蓋を こ わ さ な い よ うに 出来 るだ け注 意 し な が ら蒸溜水 の 入 れ 換 え に よつ て 数 画 洗 條 し た 後，
4 ％ タ ン ニ ン ・

サ ペ
ッ ク ・ド ッ ク ス 培地 （没食子酸 ，

ピ ロ ガ ロ ール の 場 食は 各 3 ％ ）20Dml を 注 加 し 7− 8 日 間第二 次培養 を行

う．か く して 得 た 菌蓋 を 蒸瀏水 で よ く洗滌 し ， 次 に 圧 釋 して 水分 を除 き，N ！lO 燐 酸緩衝液 （pH5 ．8）20ml と ト

ル ォール O．5ml を加 え ，
25」G

，
24時間抽出， 濾過 した 液 を そ の ま ま 酵 素液 と して 使用 した，

　（3） 酵素反応 ： 反応液 の 組成 は ，
o ・6％ タン ニ ン 液25ml

，　 N110 燐酸後衝 液 （pH5 ．8） 10ml，蒸溜水 10ml，酵

素液 5 【旦1
， トル オ

ー
ル D・5ml ，反応温度 壬O　G．時間 的 に 反 応 混．夜 5ml を と りF ＃く0．5皿 1に 濃．陥，

こ の 濃縮液を

ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ に か け る．タ ン ニ ン の分解が 進むと， 濃縮液を放置冷却す る こ とに より没食子酸 の 針

状結晶が析出して 来 る．ζ の濃稲液の 状鰥を観票す る こ とに よリタ ン ニ ン の 分解程度 の 准移 を大体知 る こ とが 出
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（86 ） （西羅） ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ に 刊 るタ ン ニ ン分解醇素生 産条件 の 解析（其の 1）
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1

来 る．なお 塩酸キ ニ ン に よる沈澱反応
6） も平併して 行い ， その 分

解程度を し らべ tt．

　（4） 反応液の ベ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
：東洋濾紙 No ．2 を使

用．室温 に て 一次元 の 上昇展開．フ ェ ノ ール 類の ペ ーパ ーク ロ マ

トグ ラ フ ィ に お け る 展開溶煤お よび 呈 色試 薬 に つ い て は中林 ・西

田氏等
ts）の報告があるが ， 種 々 検討の結果，

　 n一ブ タ ノ ール ・醋酸・

水 （4 ： 1 ； 1 ） お よ び n 一ブ タ ノ ール ・ベ ン ゼ ン ・醋酸 ・水 （且

： 5 ： 1 ：0．5） を使用 し た，呈色試薬 は 0」 ％塩化第二 鉄30％ メ

タ ノ ール 溶液お よび Diazobenzene 　 sulfonic 　acid 　50％ ア ル コ ー

ル 溶液．一夜展調後 （約 23cm展調）室温 に て 放置乾風 呈色試

薬 を 噴霧 して 発色させ る．タン ニ ン
， 没食子駿 ， 分解中間産物 と

考え られる物賀は 塩化第二 鉄試薬で 青色に （各々 は 色調 が幾分異

る）Diazobenzene　sUlfonlc 　acid で は黄鳩邑に 呈色す る．比較的

長期間県存に た え る ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ ム を得よ うとする時は，

塩化第二 鉄 に よ る発邑を用 い るの が よい．

　 B ．劉 験 沽 果

　ω　タン ニ ンの 酵素的分解経過 を示す標準ペ ーパ ーク ロ マ トグ

ラ ム ．

　 タ ン ニ ン の 分解を時間的に 追跡 し た ペ ーパ ーク ロ マ ト グ ラ ム は

Fig・1 に示す如 くで あ る．

　 タ ン ニ ン 添加麩麹抽出液を硫安塩析， 水に溶解， 透析処理して
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（西羅） べ 隅バ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ に よ る タ ン ニ ン 分解酵素生 産条件 の 解析（其 の 1） （87 ）

。

」

ヨ
冒
o

艮
遷
尉

o
』

ε
ヨ
リ

艮

唱
Ψ

Ta 皿 in　　fusuma　　koji

1° ° °

e“ ・ ・

Ganic 　acid 　fusurna　koji

，，● ●

eeO・
。

葺

巷
。

艮
邸

℃

O

0246824 　 0246824

　　　　　　→ Reac．　time （hrs，）
　　　　Fig．4．　】Zfrect　of 　culture 　period
　　　　　　 on 　the 　tannase 　prQduction．

　　　　　 Tab1e　L　Thc　change 　 of 　enzyme ・sc｝lut量on −compQnent 　by　the 　age 　of 　culture ．

　　　　　　
管 Paper　chromatographic 　deteα ion，　using 　n・BuOH ： Benzene ： AcOH ： HOH

　　　　　　gl誌 9詔、、。、。b、nz 。 n 。 ，。lf。。 、。 。 c 、面 ，p ，a ， ，e。g。n ， ＿ u ，e、．

得た濃縮酵素液を用 い た タン ニ ン 分解過程 の ペ ー

パ ーク ロ マ トグ ラ ム も同 じ経過 を示す
m ．n一ブ タ

ノ ール 。醋酸
・水の 展開剤 の 場合は

， 未分解 タ ン

ニ ン は テーリ ン グす るが ， 分解が進む に つ れて 没

食子酸が Spot　A に 現われ ， それ に つ れて タ ン ニ

ン の テ ーリ ン グは 短 く小 さ くなつ て 遂 に は Spot

B に集約 し，
こ の Spot　B は タ ン ニ ン の テ

ーリ ン

グ消失時間に 比較 して 長時間を要す るが ，
24時間

反応 で は完全に 分解 され ， 呈 色試薬 に よつ て 発 色

する フ ェ ノ ール 性物質は Spot　A の 没食子酸 の み

に な る．な わ 透析酵素に お い て も同 じ ペ ーパ ーク

ロ マ トグ ラ マ を 与 え るの で ， 該 酵 素 は透 析操作 に

よつ て は失活されない こ とが わか る．n一ブ タ ノ ー

ル ・ベ ン ゼ ン
・
醋酸 ・水の展 開 剤 で は タ ン ニ ン は

原点 に と どま り上 昇 しな い ．故 に こ の 場合は，分

解が進むに つ れて Rfb ≦O ．03−vO ・04 の 所に 没食子

酸 の み の 一Spot が 現われ て 来る．従つ て こ の 展開

剤で は ， 上 記 の如 き分解中開産物 と考 え られ る

Spot　B の 検出は 出来ない ．

　  　タ ン ニ ン 分 解酵 素生 産 に お け る タ ン ニ ン お

よび 没食子酸 の 必須 性．

　 Fig ．2
，
　Fig．3 は各 々 麩麹抽出液 お よび菌体抽出

液を酵素液 と し た場合の Ae 　・一パ ーク ロ マ トグ ラ フ

ィ に よ る解析図で あ る．

　 い つ れ も （ピ ロ ガ ロ ール の 場 合 は 梢 々 疑聞） タ

ン ニ ン 分解酵素の生産 に は タ ン ニ ン あ るい は その
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（88 ） （西羅）　Ae　一・パ ーク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る タ ン ニ ン 分解酵素生産条 件 の 解析（其の 1）

分解産物で ある没食子酸の 存在が絶対 に 必要 で あ る．即ち該酵素の 生産 は菌 の 生育培地中の 対応基質に依存しで

い る 所謂適応酵素 で あ る こ とがわか る．

　〔3） 培養日数 の 長短が該酵素生産 に およぼす影響．

　Fig・4 に 示 され る 如 く老培養 に な るに つ れて 該酵素生産分泌 は 減少乃至消失す る，

　Tablc　1．は培養 日数の 長短 に と もな う， 麩麩 か ら調整 した酵素液の pH の 変化と フ ェ ノ ール 性物質 の消長を示

した もの で あ る．

　即ちタ ン ニ ン
， 没食子酸が菌の 生育に よつ て代謝分解されて 消失す る こ とが とりもなお さず酵素 の 減少あ るい

は消滅を意味す る．か く該酵素 は 基質が完全に 代謝分解され るや 否 や減弱し始 め る所謂培地 の対応基質の 存在に

強 く依存す る適応酵素で あ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 考 　　　　　察

　 Fig・1 に示 され る Spot　B に相当する物質は タ ン ニ ン の 酵素分解中間産物と考えられ る もの で （こ の 物質は

タ ン ニ ン を基質と した液体培養の 培地中に も兇出 され る） こ の 部分を切 りとり水 で 抽出，
5 ％硫酸 で 加水分解 し

た 後 ， 再び ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ を行うと ， こ の Spot　B は 消失 し Spot　A に 相当す る 没食子酸 の み が 現わ

れ る
1°）．
’

な わ こ の 分解液は 最早 Spot　B に 相当する部分に 塩化第二 鉄 ，
　 Diazobenzene 　sulfonic 　acid に よ る呈 色

性 を示 さな い が ，
ベ ン チ ヂ ン 試薬 ，

ベ ン チ ヂ ン ・塩化第二 鉄試薬
14’に よつ て 発色す る．従つ て Spot　B は糖と没

食子酸の 結合物 で 且 酸滴定法に よ る タ ン ニ ン の 分解定 量 曲 線
ユ5）と ペ ーパ ー

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
の

との 平併実験 か ら

推定 され る如 く， タ ン ニ ン に 比 し糖 に 結台 して い る没 食 子 酸 分 子 の 少な い 物質 と考 え られ る．Spot　B 物質 は ，

タ ン ニ ン の テーリン グ が短時間 で短 くな る に反 して，其 の 消失分解 に 長時間を 要す る，こ の 事実 は ， ガ ロ タ ン ニ

ン の糖と没食子酸ある い は 没食子酸祠志の 結含中， タ ン ナ
ーゼ に よつ て 分解 さ れ易 い 結合と比較的分解 され難 い

結合の 存在 （メ チ ル ガ レ ートの 分解 が比 絞 的 長 時 間 を 要 す る こ と も こ の 考 え を推定 せ しめ る）， な い しは 従来 タ

ン ナ ーゼ と考 え られて い る タ ン ニ ン 分解酵素に 2 つ の 型 の 存在 を推定せ しめ る．塩酸 キ ニ ン 沈澱反応 に よ る タ ン

ニ ン 分解酵素力 の 測定 al°），未分解 タ ン ＝ ン と塩 酸 キ ニ ン は 無定形 の 沈澱 を生 ず る に反 し，分 解が 進 む と結 晶 性

の結合沈澱 の 析 出 して来 るの を見 るが ， こ れは この SPQt　B に 相当す る フ ェ ノ ール 性物質と塩 酸 キ ニ ン の結合物

で あ ろ ）と推定 して い る．没食予酸 と塩酸 キ ニ ン とは 沈澱物を生成しな い の で分解の 進ん だ反 応混液は最早 こ の

沈 澱 反応 は認 め られ な い．な お こ の Spot　B に 相 当す る フ ェ ノ ール 性 物質 は 結晶状 と して 分離 に 成功 して い な い

が ，
70％ ア ル コ ール に お け る 吸 収 の 極大は ， タ ン ニ ン が 2阿 m μ， 没食子酸が 268mμを示すに 対 し，

277m μ に 存在

す る
12）．

　J．PHtLFFi6）は Penicillium　chrysogenum に よ る Pectinaseの 適応的生産の 研究 に お い て ，
52の 異つ ta炭素化合物

を用 い Pectinesterase
，　Polygalacturonase の 生壷刺裁の 有無を試験 し，

　 Pectin
，
　Pectin の加水分解産物で あ る D −

gatactur。nic 　acid お よび 5 つ の 炭素原子上 に お け る各基 が D −galacturonic　acid と 同 じ配 置 を所有す る化合物 が

pectinaseの 生産 を刺裁す る こ と を報告 して い る，既 述 の 如 く該酵素 は対応基質 の 存在 に 依存す る 適応酵素で あ

り， タ ン ニ ン お よびその 加水分解座物 で あ る没食子酸 は 該酵素 の 生産を惹起せ しめ る．生産刺戟を予想 され る 8

種の フ ェノ ール 匪物質 に つ い て そ の 効果 を試験 し た が
L2 ）． ピ ロ ガ ロ ール の 酵 素 生 産 刺戟性 は 認 め られない ．没食

子酸 と ピ ロ ガ ロ ール の 構造 の比較 か ら，
ベ ン ゼ ン 核上 iLお け る一GOOH の 必 須性 が 考えられ る．しか し酵素を生

産せ しめ る基貫と し て は安 息 香酸 は 無効 で あ る．従つ て 生産刺載性物貫 と して の 構造 は 少 くともベ ン ゼ ン 核 上 の

一〇H
，

−GOOH の 両基の 存在が必要 で あ る．しか し安息 香酸 と ピ ロ ガ ロ ール の 混合基質は 酵素生産 を 引 きお こ さ

ない ．なお 又 Proしocatechuic 　acid も無効 で あ る．従 つ て 同
一

ベ ン ゼ ン 核上 に一QH と一COOH を有 し， 且一〇H の

数お よび そ れ 等各基 の ベ ン ゼ ン 核上 に お ける 配置が重要 な 関係を持 つ て い る こ とが 認 め られ ， 該酵素生産刺戟 の

最小構 造単 位 は没 食子 酸 で あ る と考 え られ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 要　　　　　約

　Penici‘tium　sp・No・80　a 菌の魏麹抽出液 お よび 弟＝：次静置培養菌体抽出液を酵素液 と して 用い ， タ ン ニ ン の

酵素的分解経過の
t 〈・一“パ ーク ロ マ トグ ラ ム を示 し，

こ れ を基 隼として ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ 解析を行 つ て 次

の ζ とを明 らか に した．

　1）　タ ン ニ ン 分解酵素は タ ン ニ ン あるい は没食子酸が培地中に存在す る時に の み生産 され る所謂適応酵素で あ
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（西羅） ペ ーパ ーク ロ マ tlグ ラ フ ィ に よ る タ ン ニ ン 分解酵素生産条件の 解析（其   2） （89 ）

る，ピ ロ ガ ロ ール に つ い て は酵素生産刺戟性 はなく， 夊あつ て もその 力は極めて 微弱 で あ る．

　2） 該酵素生産 とタ ン ニ ン あ るい は没食子酸の 代謝分解との 間に は 密接な関係 が 認 め られ ， 培養の経過 と共 に

培地中の 添加 タ ン ニ ン あ る い は 没食子酸は 分解 さ れ消失す る が ， それ に 伴 つ て 該酵素生産 も減少し ， タ ン ニ ン
，

没食子酸 の 完全消失の時に は 最早酵素の 活性 は 認め られない．

　3）　タ ン ニ ン の酵素分解過程中に現 われ る未知中間産物 （Sp。t
’B

， 糖 と没食子酸との 結合物と推定） に つ い て

考察 した。

　4） 該酵素の 生産 を惹起せ しめ る化合物 に つ い て 考察 し， こ の 酵素生産を刺戟す る最小構造単位 は 没食子酸 で

あ る こ と を推定 し た．

　終 りに 臨 み 平 素 絶 え ず 御指導頂 い て い る麦林教授並 び に 御高見 ， 御高 配 を 頂 い て い る 大 阪 市大 福 本 教 授，大 日

本製薬 の 小路氏に 対 して 厚 く感 謝致 し ます．尚 こ の 報告 の 一一msは昭和29年 9 月 18日， 日 本農芸化学会関西支部例

会 に て 発 表 し た．
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タ ン ニ ン 分解酵素生産条件 の 解析 （そ の 2 ）

黴 類 の タ ソ ニ ソ 分解 酵素 に 関す る研究 　 （第 6報）

西 羅 　寛 （兵庫農科大学農芸 化学醸造学教室）
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　前報
1） に 引 き続 き，タ ン ニ ン の 酵素的分解経 過 の ペ ーパ ー

ク ロ マ トグ ラ ム を比 較 の 基 準 と して ， 該酵素の 生産

条件の A °　・一パ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ 的解析 を行 い ， 各菌株 に よつ て 得 られた タ ン ニ ン の 酵素的分解経過を示す べ 一

パ ーク ロ マ トグ ラ A も， 塩酸 キ ニ ン 沈澱 反 応 を 用 い て 行つ た 既 報
：）

の 2型 式推定 の 場合と同様に 2 つ の 型 に 分類

さ れ る こ とを指摘 した，文献記 載 の 従 来 の 研 究 に お け る こ の 酵 素 の 調 整 源 は い ずれ も菌体抽 出液 で あ るが ， 今回

は液体静置第二 次培養 の 外 に 液体振盪第二 次培養 を行い
， 該酵素は菌体内 と同様に培養液中に もよ く分泌 生産 き

れ る こ と を確 認 した，更 に夊 メ チ
ール ガ tz・・一トの 該酵素に よ る分解も試 験 した の で こ れ 等 に つ い て 報告す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 輿　験 　の 　部

　 A． 実験 方法

　（1〕 使用 タ ン ニ ン お よび 使用菌株

　五 倍子 よ り調 整 され た ガ ロ タ ン ニ ン ．使用菌株 は 主 と して Penieillium　 sp・No ・80．B
’

と Aspergillus　niger 　sp．分

ge！O号の両菌で ， 外 に 8 種の 菌株 を用 い た．

　（2〕酵素液の 調整

　魏 麹 お よび 液体静 置 第二 次培養菌体 （但 し この 場念は 0・6 ％ タ ン ニ ン 培地）か らの 酵累液は 前va1｝ と同様 に し

て 調 整 した．振蘯 培養 に よ る場合 ： 500ml 容の 肩付振邊培養 フ ラ ス コ に サ ペ
ッ ク ・ド ッ ク ス 蔗糖 5 ％ 培地 （あ る

い は 麦芽汁）50ml を入 れ常法 の 如 く殺菌 して 菌株移槭後 127
℃ で 2 〜 3 日振獵培養 （振 巾 8cmA 振 邏 往 復 回 数
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