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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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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 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）

♂

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　書

　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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《90 ） （西羅）　ペ ーパ 潜ク 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 2）

1分間ic約110）して得た第一次菌体をよく洗滌， 次に圧搾して水分を除き （菌体は湿潤状態 で約 29齣後），
　 O・6

％ タ ン ニ ン ・サ ペ
ッ ク ・ドッ ク ス 培地 で所 用 日数第二 次培養を行 う．か く して得た第二 次菌体 （余 り菌体の 重量

増加 は 見 られ な い ）を静置 培養の 場合と同様 に 抽出 して ， その 抽出濾液をその まま酵素液 と した．尚培養液の 場

合は ， 静置 ， 振盪培養共 に 第二 次培養液を そ の ま ま 酵素液 と して使用 し た．

　  酵素反応 お よび 酵素反 応 液 の ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ

　東 洋 濾 紙 No ．2 使 用．展 開 剤 m ・BuOH −AcOH ・HOH （4 ： 1 ： 1）， 発色剤 ：Ferric　 chloride ・potassium
ferricyanide　MixtureS ）

（各試薬共に0．15％溶液）．前報と全 く同様に して行つ た．

　B． 実験結 果

　（1｝ タ ン ニ ン の酵素的分解経過 の ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ ム に よ る菌の 分類

　Pen ．　sp．　No．80　B’

，　Pen．　ehD ，sugenum 　Q176，
　Pen．　sp．　A ，　Pen．　sp．　No ．eO，　Pen．　sp ，　P．Asp．　niger

， 湾ψ・niger 　SP・分離

10号，
4ψ・oワ解 ら Asp．　kawachii

，
　Mucor 　javanicumの 10菌株を各々 タ ン ニ ン 添 加麩培地 に 1 日 ，

2 日 ，
3 日 ，

4 日 ，

5 日培養 して得 た， 都合 1菌株 に つ き培養 日数 の異る 5種類の ， 合計50種の麩麪か らの抽出酵素液を用い て ， タ

ン ニ ン 分解経過の ク ロ マ トグ ラ ム を作 り， こ れ 等 を比 較 して 各 菌 株 の 該 酵素生 産 状況 を検討 しt ．Fig・1 に 」玖

嫡

出

↑
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0．20

ASPergillus　niger
sp・No ・呈0− type

Peniciltium　 sp．
No ．80　B’− type

D 　　　　　　　　　 A
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　 　 　 B
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　　　　　　　 → React・time （hrs，）
卅 卦 十 十

一 一
卅 十 一 一 一 一

　　　　　　 （＋）
　　　 → 　Precipitate　by　quinine　hydr  hloride

　 Fig・L　Two 　paper−chromatograms 　of 　cnzymatic

　　　　　 tanninriecomposition ．
A ： Gal1三c 　acid ．　 B ：Intermediate　hydrolysate．
C ： Tailing　substance ．　 D ： Gallotalinin．　 E ：PyrogaIlol．

niger 　sp，分離 10号と Pen．　 sp．　No．80

B’

の 4 日培養麩麹 の 抽出酵素液に よ

る代表的な タ ン ニ ン 分解経過 の ペ ー

パ ーク ロ マ トグラ ム を示す．

　 Asp．　 niger
，
　Asp．　ni　ger　sP．分離 10号 ，

Pen．　 sp．　No ．80等の 菌株は Pen・sP ’

No ．80　B ’

，　Pen．　sp ．　A ，　Pen．　chrvse ．　Q
l76等 に比 し，芽胞着成 も早 く且芽

胞着成能も極め て 強 く発育 は極め て

旺盛 で あ るが酵素力 生産 は 劣 る．

、4夢．niger 　SP．分離 10号の 1 日，
2 日

の 若 い 培養お よ び 5 日の古い培養よ

りの 酵素液で は ，
Fig・1に 示す 4 日

培養の 場合に 比 較 し て は るか に 弱 い

タ ン ニ ン 分解の ク ロ マ トグ ラ ム を示

す に過 ぎな い．AsP・nigersP ・分離10

号 は発育が 旺 盛 な た め に 培地中の タ

ン ニ ン の 分解 ， 利用が 早 く 3 日 ，
4

日 ，
5 日の 老 培養で は 既 に 培地 中の

添 加 タ ン ニ ン あ るい は分解され て 生

じ た没食子酸 の 消失が 考 えられ ， 該酵素 の 適応的生産の 観点 か ら既に 酵素力が消失 して 了つ て い る こ とが予想 さ

れ る．しか し 1 日 ・
2 日の 著 い 培養 の 場合 で も Fig・1の Pen．　sp．　No ．　80　B’の よ うな 強い 酵素力生 産 を示 す ペ ー

パ ーク ロ マ ト グ ラ ム を与 え な い． 5 種 の 酵 素液 の 中で 最 も強い 酵素力 を示 した の が Fig ・1に 示す如 き4 日培養麩

麹 か らの 抽出液 で あつ た．即ち タ ン ＝ ン 添 加麩培地 に お い て は ， 菌糸の 発育状態 とか 分生芽胞の 着成状況と該酵

素生 産 能 とは 必ずしも平併関係 に な く， 各 菌株 に て 個有 の 性質 を有 して い る．本 解析 に お い て も既報の RHrND ・

SMITH 変 法 ⇔ ，塩 酸 キ ニ ン 沈澱 反 応 を 利 用 す る著 者等 の 案出 に よ る 簡易測定法
s）

，
コ ロ イ ド滴定法

5）に よ る結果 と

い ず れ も
一致 した 傾向 を示 し ， 本実験条件に お け る該 酵 素生 産 力 の 強弱 は 略 々 次 の 如 くに な る，Pen．　sp．　No 、80　B’，

Pen．　chryso ．　Q176，　Pen　sl）．　A ＞ ASp．　niger 　sp ．分勘皇10号，　Asp．　niger ＞ Asp．　or“zae，
　Pen，　sp，　Ne ，80，　Pen．　sp．　P，　risp，

kaω achii ，　 Mucor　」
’
avaniCUS 菌は タ ン ニ ン 添加 麩 培 地 に て 極 め て 良好な 発育 を す る に 不拘，酵索力 は 殆 ん ど認 め ら

れ な か つ た．

　各使用菌株に おけ る 1 臥 2 駄 3 日，1 臥 5 日培養の 中で最も強い 酵素力の 生産を示すような場合の ペ ーパ ー
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楢 羅） ぺ ・一一バ ー− Op マ トゲ ラ フ ィ に よ る タ
t

／ a ン分解欝素生産条件 の 解析（其の 2） （91 ）

ク ロ マ トグ ラ ム を各菌株 に つ い て ， とりあげ比較する と Fig．1に示 され る如 く， タ ン ニ ン の酵素的分解経過に お

い て一
つ は Pen．　sp，　Ne．80　B’

， 他は Asp．ηi8厮 珍 分離 10号に よつ て代表され る 2 つ の 型 の ペ ーパ ーク ロ マ トグラ

ム に 整理分類 され る．既鞭
）
の 塩酸 キ ニ ン 沈澱反応を利用す る タ ン ニ ン の 酵素的分解曲線図に お い て ， そ の タ ン

ニ ン の 分解 は Pen．　sP．　No ・80　B’の 場合 は急 速 に又直線的且短時間に 進行す るに 反 して ，　 AsP・niger　sP・分離 10号

は彎曲線を描い て 漸進的 に分解が徐 々 に進行す る こ とを示 し， 各菌株 の 相違 に よ りタ ン ニ ン の 酵素的分解 に 2 様

の 型式が存在す る こ とを推察 した．Fig・1か らも明 らかなよ うに ， タ ン ニ ン の分解中ie生ず る ク ロ マ トグ ラ ム 上

の テーリ ン グ物質が徐 々 に 消失す る AsP・η‘8βr 篳 分離 10号 の 場合と， こ の テ ーリ ン グが 急速 に消失す る Pen・

ψ・No ・　80　B’の場合の 2 通 りがあ り， 図中の 塩酸 キ ニ ン に よ る 沈澱反応か らもわか る よ うに テ ーリ ン グ の 長 い 物

質は 塩酸 キ ニ ン に よ る沈澱性 を示 し， そ の沈澱性は テーリ ン グの 長 さが減少す るに つ れ て 減少 し ，
Spot　B ｝こ集約

す るに至 つ て 消 失す る．こ の 結果 と塩 酸 キ ニ ン 沈澱反応 に よる既報
2，

の 結果とを考 え あ わせ る と， 各菌株 の相違

に よ りタ ン ニ ン の 酵素的分解 に 2 様の 型式 の 存在が 推察され る．こ の 原因が酵素組成の 相違 に よ る もの か ， あ る

い は もつ と本質的な 酵素自体の 相違 に 由来す る もの か は今後の 問題 と し て ，
こ の 2 つ の ク ロ マ トグ ラ ム を基 準 と

して 使用 菌 を分 類 す る と，Pen．　 chryso ．　Q 　176，　Pen．　sp．　 A は Pen．　 sp．　 No．80　B’

型 に 属 し ， 他の使用菌株 6種

（Mucer 　javanicusは 除 く）は酵素力ICWt弱の 差はあ るが AsP・niger 　sP．分離 10号型 に属す る．

　  　液体培養液の 酵素力

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Myccliumi 　
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鵬 ）   ） べ 一
’F− e 胛 凾 ・ ・に よ る… ン芬囀 繁蛯 鮴 め解轍   ・

’
）

聊 而 即 塩 分離10号を用い てK ”Mas 二次培麹 ζよ購 鳩 体抽出液お よび培獄 の m ＊生産状況を示し

た の が晦 2 である．上記Wtsよぴ 飯 錦 N α 80蹄 使用 して行つ 燉 体攤 第二 次培IN 体と培養液 の醇
素力を示した ク ロ マ トグ ラム は 職 勝 3に示す如くである．

いずれも4C「c ・　2esemp反応後の 反応濬液の ク ・ マ トグ ラ ム で th・6．・J．・P｝｛AVF ・・b・tff細｝C 報告 して い るペ ク チ ン

分解酵素と同様に ， 該酵素は薗体内と共 IC培養液中にも生産きれ る酵素で ある．従来タ ン ナーゼ の 撚整は菖体抽

出液から出発する方法の みである焜 適当な条件の もとに行われた液体培養に お 亀ラる培養液 も充分に 酵素源とし

て 使用きれ 得 る（尚振蠱培養における酵素生産 の詰条件に つ い て の研究 は次報に 譲 る）．前報
二》に のべ た如く該醇

素は その生産が対応基質に 依存する適応縣 で あるが， 晦 3に添され る 胸 ・．N α 80助 貽 ， 培地中の酵
素生産は特 に対応基質｝C対する依存牲が厳密で ，

5 日培養の 培養液は Fea』反応が な くpH も7．4で 始 め よ り高く

な つ て おリフ ェ ノ ール 性物質 の 存在が既に認め られな い が，そ れ と同 時｝C 酵素力 も全 く消失して い る．但し菌体
の酵素力は培養液中の 酵素力が消戚して後も尚含まれて お り， 培養液に比し菌体に おい て は酵素 の持続性が認め

られる・し か し振盪培養日数が更ic畏くなると菌休内の 酵素も消失する し自己消化を起して しまう．以 上 の 関係
は本報告の 培養条件に て バ功．凾 町   分離10号は Patkψ・Nq 　80　B ’

に 比 し判然 とは現われない ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　   　該酵素に よ る Methyl ・gallateの 分解

　　 　　　　 Pen．　sp．　No．80　B ’

の 液体振溢第二 次培 養液 の 硫 安 0．6〜

　　 　　　 0・8 飽和の 間 で沈澱 す る部分 を 蒸溜水 に 溶解 ， 次に 1 日蒸

　　 　　　溜水に て 透析 して得た 濃縮酵素溶液
v） を用い て ，

methyl −

　　 　　　　TabEe　1は ク ロ マ トグラ ム と 平併して行つ た，酸滴定法

　　 　　　 る．この 場合0・239 の Methyl ・gallate　tS　15ml の蒸溜水に

　　 　　　溶解，
5ml の N110燐酸緩衝液（pH5 ．8）と 5ml の 濃紙酵素

　　 　　　縮酵素液を用 い た 行つ たタン ニ ン の 分解経過 （そ の ペ ーパ

　　 　　　
ーク ロ マ トグ ラ ム

10 ） お よび 酸滴定法に よ る分解曲線
11）

）と

　　 60．511 ．522 ．5345721
　　　　　→ React・timc （h瑠 ．）
Fig・4・　Photograph　of 　PaPer・ChromatOgram

　　abews　the 慨 ymatic　me ¢byl・ga且且ate −

　　decorriposition．
　　A ： 皿 cthyI −gallate。　B ；Gallic　acid．

Methyl −gallateの そ れ との 比較か ら， タ ン ナーゼ の基質 と

　な り得る物質で も基質の相違 に よりその分解力 に差異が

認 め られ る．こ の こ とは前報 で考察 した タ ン ニ ン の構造中

で タ ン ナ ーゼ に よつ て分解され易 い 結合部と比較的切れ難

い結合と の存在を推定せ しめる一つ の支持である と考 え ら

れ る．

TabIe　L　Enzy 皿 atic 　hydroly8i80f 毋 ethy1 璽gI穏1ate．

・ 幟 ・ ・嬾 轟 … レ川 ・9 ｝17・・ll9・・12・ 2122 ・11 … 812s ・・ 陟 ・

　　　　　　　　　　　　　・・511Re  廿o夏 time （hrs．）
Gal 賎c 　 aci

　　H ゆ 。匡ysi・ ％　　1181ea

L5

42

2　　 2．5　　 3　 　 　 　 　 　 　 　 　 　5　　 24　　 48

刈 ・・ 「521561 ・・ 1・・

　（4） 附　記 、

　
タ ン ナーゼ は タ カ麹および タ カ ジ ア ス ターゼ

lt） （44ψ・メ40 砌 尾as ）中に もその 存在が 知 られ て い る．市販 の 酵
素製剤 タカ ジ ア ス ターゼ に つ き本解析法を用 い て実験を行つ た が ， タ ン ニ ン の 顕著な分解経過を示すよ うなク ロ

マ トグ ラ ム を得 る ζ とが出来甫 ほ とん ど その 甚 しい活性を認め得なかつ た．か く該醇素製剤中の タ ン ナ ーゼ 活

性の みICつ い て は a た とえ存在した とレても非常に微弱で あるか ら， 比較的 タ ン ナーゼ に富ん だ灘を得よ うとす
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「
（西靉） ペ ー」R　一ク ロ マ ト グ ラ フ ィー1ζ ikる タ ン ニ ン 分解酵素生産条件の 解板（其 の 2） （gs）

丿

る湯合には， 記述 の如く菌の培養にあ此 り培地 へ の タン ニ ン の積極的な添加が必要であると考えられ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　堅 　　　　　約

　 ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ に よ る解析法 を用 い て ， 徹類の タ ン ニ ン 分解酵素の 生産条件 を し らべ
， 次 の こ と を

明らかにした．

　1） 各菌株 （10種） の 酵素生 産 能 力 を 比 較 して ， さ きに RHIM ）−SMITH 氏変法
，），塩酸 キ ニ ン 沈澱反応 を利

用 した 測定法
’〕

，
コ ロ イ ド滴定法

E）の 3法 に よ つ て 得 られ た結果と同様｝こ，
Pen・sP・No ・80　B

ノ
，　Pen・chi），sognum 　Q

l76，　Pen．ψ．　A の 各菌株 は 他菌株 に比 して 酵素生産能が 強 い こ と を知 つ た．タ ン ニ ン 添加麩培地 に お ける各使用

菌株 の 生育状態の 観察 か ら， 培地 に お け る 成育の 強弱良 否 ， 胞子着成の 遅 速 お よ び強 弱 と酵 素生 産能 との 間 に は

余 りはつ きりした 相関関係 は 認め られず ， 各菌株 ICよつ て外観的 な成育状態の 如何に 不拘 そ の 生産能力 は 本質的

に 異つ て い る．タ ン ニ ン 含有培地上 に お ける菌 の 成育状態 の み に よる菌株の 分離選択 は該酵素を対照とする場合

一考を要す る．

　2） 各菌株 の酵素的 タ ン ニ ン 分解経過の ク ロ マ トグ ラ ム を比較検討し て ，
2 型 の ク ロ マ トグ ラ ム に 整理分類さ

れ る こ と を 確認 し， そ れ に もとずい て タ ン ニ ン 分解 型 式 の 観点か ら使用各菌株 を Pen・sP ・N 〔｝・80　B’

型 と ASP：

niger 分離 10号型 の 2 群に 分類 した．こ の 結果 は既報 の 塩 酸 キ ニ ン 沈澱 反応 に よ つ て 得 た タ ン ニ ン 分解 の 2型 式

の推定と よ く一致す る．

　3） 麩固体培 養 と同 様 に液体培養に お い て も，酵素生産 に は 対応基質 タ ン ＝ ン の 存在が 必要で あ り， 且 該酵素

は 菌体内に 生産 され る Intracellular　enzyme で あ る と共に ，培地 中 に もよ く生 産 分 泌 され る Extracellular　enzy −

me で ある こ とを見出した．

　4） Methyl −gallate の 酵素的分解経過 の ク ロ マ トグ ラ ム と， それと 併行 して 行 つ t： 酸滴定法 に よ る methy 且一

gallateの 時間的分解率を 示 し た．該酵素 に よ る タ ン ニ ン と methyt −gallateの 分解の 間に は，そ の 酵 素力 に 差異

が認 め られ た．

　5） 市販酵素製剤 タ カ ジ ア ス ターゼ の 該酵素活性 に つ い て は本実験条件 で はほとん ど認 め られ な か つ た こ とを

附記 した．

　終 りに 臨 み 平 素御 指導 を賜 わつ て い る 当 教室 主 任 麦 林教授 ， 日頃御高見 ， 御高配 を い t　 t．’ い て い る大 阪市 大福

本教授並 び に 大 日 本製薬 の 小路氏，貴重 な Methyl −gallate等 の 標準 品 を恵 与 い た だ い た 九 大 の 大 島教 授 に 厚 く

御礼申上 げ ま す ．本報告 の 大部分 は 昭 和30年 5 月21 日 ， 日 本農芸 化学会 関西 中 部 両 支 部 合 同 大 会 に て 発 表 し た，
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