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液 体 培 養 に お け る タ ン ニ ン

　　　　　　　生 産 条 件 に つ い て

分 解 酵 素 の

（そ の 2 ）

黴類 の タ ン ニ ソ 分 解酵素 に 関す る研 究　 （第10報 ）

西 羅 　 寛 （兵庫農科大学eses化学醸造 学教室）

　　　　　　　　　　Studies　on 　the 　Tann 三n ・decomposing 恥zyme 　of 　Molds （X ）

　　　　　Tannase 　Formation 　by　Molds 　in　Liquid　Culturc　with 　Phenolic　Substances

　　　　　　　　　　　　　H 三roshi 　NISHIRA　（1価 ．　Agric，　Che孤 ，，　Hyogo 　Univ．　Agr三c，）

　　　Some　cond 辻ions　of　the　tannasc 圭brmation　by　Penidllittm　sψ．　No ．80B’

were 　examined 　in

shaken 　 cultures 　with 　CZAPECK ・DOX 　solution 　containhlg 　 O．5％　tannin 　as　 thc　secondary

皿 edium ，

　　　The 　 results 　 obtained 　 were 　 as 　f（）llows．

　　　1）Age　 of 　pre−culture 　 had　 an 　 effヒct　 on 　 the　 adaptabllity 　 of 　thc　 mold 　to　tannin ；

tannase 　fbrmation　by　old 　cells　was 　faster　than 　that　by　young 　cells ．

　　　2） For　abundant 　fbrmation　of　tannase ，　it　was 　necessary 　to　 use 　 nitrogen 　sources 　such

as　 NaNOs 　 and 　（NH ‘）2SOi 　 which 　 werc 　found　to　be　 Inore 　 eHfective 　 than 　 organlc 　 ones

such 　 as　aspartic 　and 　glutamic　ac 三ds．

　　　3） Addition　of 　2，4−dinitrophenol　to　the　secondary 　 culture 　did　not 　cause 　considerable

inh玉bit量on 　of 　enzymatic 　 hydrolysis　of　tannin 　to　gallic　acid
，
　 but　inhibited　the　 subsequent

decomposition　of　gallic　acid．　 In　this　case ，　 tannase 壬brmation　was 　 poor，　but　 its　activity

lasted　comparatively 　long．

　　　4）Iron
，
　 i皿 the　 fbrm　 of 　FeSO ，

・7H ，O ，
　 had 　 little　 eHfect 　 on 　 the 　 tannase 　 f（）rmation ．

　　　5）Stimulating　 e偸 ct　 of　 various 　 kinds　 of 　 phenols　 upon 　tannase 　formation　 was

examined ，
　and 　it　 was 　 presumed 　that 　 gallic　acid 　is　the 　smaUest 　 structural 　unit 　effective

as　1nducer．

　　　6）Various　tannins 　such 　as　 Turkish 　allotannin
，
　sumach 　tannin 　and 　myrobaian 　tannin

，

which 　are 　similar 　to　Chinese　gaUotannin　in　structurc
，
　 could 　give　rise　to　tannase 　forma・

tion．

　　　The 　above 　 results 　are 　consistent 　 with 　 the　 view 　 that 　 this　 enzyme 　 is　 an 　 inducible

（or 　adaptive ） enzyme ．　 In　designation　 of　this　 enzyme
，
　the　 author 　has　 an 　intention　 to

propose　that 　
‘‘

gallo−
，’

三s　pre丘xed 　to　tannasc 　to　compose 　the　name 　gallo．tannasc 　to　this

enzyme ・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒 　 　　 　　 言

　著者 は タ ン ニ ン 添加麩 を用 い た 固体培養
1）

， タ ン ニ ン 添加 サ ペ
ッ ク ・ドッ ク ス 培地 （以 下 サ ・ド培地 と記 す ）

を使 用 した液体静置培養及び 液体静 置 第 二 次培菱 ） に お け る該酵素生産条件 に つ い て の 研究，並 び に ペ ーパ ー
ク

ロ マ トグ ラ フ ィ に よ る
．
該酵素生産条件の 解析

9）り
を行 な い ，液体培養 に お け る場合も固体培養 に お け る と同様に ，

こ の 酵素は タ ン ニ ン あ るい は そ の 酵素的分解産物で あ る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 る こ と ， ．叉液体培養 に お い て 菌体内に 生産 さ れ る と同 様 に よ く培地 中に も生 産分泌 され る酵 素で あ る

こ と等に つ い て既 報 した、

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

（138） （西羅）　液体培養 に お け る タ ン ニ ン 分解 酵素 の 生 産条件 に つ い て 　（そ の 2 ）

　今回は液体振盪第二 次培養に お け る該酵素生産条件 に つ い て ， 更 に 検討を加 え た の で ， これ等の結果に つ い て

報告す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 寞 　験　の 　部

　 A ．実験方法

　（1） 使用 菌株及 び 使用 タ ン ＝ ン ： 著者等が試験 した 中で 酵素 生 産 の 最 も強 い と考え られ る P6η 撚 励 ψ・No ・

80B ’

菌，使用基質は五 倍子 よ り調製 され た ガ ロ タ ン ニ ン で あ る．

　｛2｝ 液体振盪培養法及び酵素液の 調製 ： 500ml の 肩付振盈培養 フ ラ ス コ に ， サ ・ド糖5 ％ 培養基 （あ る い は 麦

芽汁）50mlを入 れ 常法殺菌後， 菌株移植 ，
27℃ で 2 −・3 日間振 盪 培養 （振 巾 8　cm ，振 蠱 往復 回 数 1分間 に 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 （こ の 場合菌体 は湿潤状態 で 約2．2g前後 ， 乾物 で 420

mg ）， 炭素源 と して の 葡萄糖を タ ン ニ ン で 置換 した0．5％ タ ン ニ ン ・サ ・ド培地で ， 所要 日数振盈第二 次培養を行

な つ た．こ の よ うに して得た 第二 次培養菌体を静置培養 の 場合
＃）

と同 様に ，蒸 溜 水 で よ く洗 滌 し，次 い で 圧 搾 し

て 水分を除去 し， 菌体重量の 20〜30倍量の N ！10燐酸緩衝液 （pH5 ．8）と トル オール O．5ml を加え，
25℃

，
24時間

抽出， 次 い で 濾過 し た液 を そ の ま ま酵素液 と して使用 した，一
方培養液 の 酵素活性測定に は，濾過して菌体を除

い た 濾液 をそ の まま酵素液として 用 い た，

　〈3］ 酵素力 の 測定方法 ：塩酸 キ ニ ン に よ る タ ン ニ ン 沈澱 反 応 の 利用 に 基 づ く著者等の 案出した 測定方溜
）
な ら

び に ブ ロ ーム 。チ モ ール ・ブル ーを指示薬 と して，タ ン ニ ン が酵素的分解を受 けて 生 じる没食子酸を，苛性 ソ ー

ダ 溶液で滴定す る酸滴定法
e）
に よ つ た．反 応 液 の 組成 は，前者の 測 定法 に よ る時は 0．6％ タ ン ニ ン 溶液 5m 夏

，
　N ／10

燐 酸緩衝液 （pH5 ・8） 2　ml
， 所要量 の 酵素液 ， トル オ ール 数滴，全 容 量 10m 正

， 終末基質濃度O．3％で あ る．後者

の 場合は 2 ％ タ ン ニ ン 溶液 5　mI
，
　 N ！10燐酸緩衝液 （pH5 ．8） 5ml ， 蒸 溜 水 10ml，酵 素液 5ml ， トル オ

ー
ル 0．5

m1
， 全容量25m1

， 終末基 質濃度0，4％で あ る．反応温度は 40℃ ．

　 B．実験 結 果

　く1） 前培養 日数 の 長短が 酵素生 産 に 及 ぼ す 影響

　前培養 2 日 目，3 日 目，4 日 目 の 各菌体を用 い て ，
O．5％タ ン ニ ン 添加 ・サ ・ド培地 で ， 第二 次振盪培養を 1

日 ，
2 日，3 日，

4 日行 な い ．各々 の 場合の 培養液及 び各二 次培 養菌体の 抽出液 の 酵素力 を，塩酸キ ニ ン 沈澱反

応 に よ る 上記の 方法で 測 定比 較 した，

　 （a ） 培養液 の 酵 素 力

　酵 素力の 単位 は ， 培養 ta　10mlが，4（）
’
C で24時間及び 4B時間に 分解 す る タ ン r一ン の 量 を もつ て 示 した．そ の 結
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Fig．　 L　Influence　of 　the　age 　of 　pretulture　oll 　the 　cnzyme

　　　　formation．（Activity　of 　culture 　liquid）．

Age 　of 　pre−culturc 　in　CzApEK・Dox ，

s　medium ，一〇
一

：2days
，

一
［

／− 13dayg ．，一△ 一 ： 4days，　 A α ivi【y　is　expressed 　in　mg
of 　tannin 　hydrolyzed　by 　且O 皿 10f 　cuiture 　liquid　at　40’C
fQr　24　and 　48　hrs．．　Replacement　 shaking 　culturc 　 period　 in
CzAPEK −Dox

」
s π Ledium 　con 匸aining 　O．5％ tannin − 1　： lday，

］　： 2days，　田　： 3days
，
　 IV　： 4days ．

果は Fig．1 に 示す如くで あ る．

5（　Table　1 に ，各二 次培養液

の FeGls及 KCN ぴ 呈色物質

と タ ン ニ ン の 培養 日 数の 経 過

に伴 う消 長 が 示 され て い る．

　前培養 3 日 目 ，
4 日目 の 各

菌体の場合は，前培養 2 日目

の 若い 菌体 に 比 して ， タ ン ニ

ン の 分解更 に 生 じた 没食子酸

の 分解消失 が 早 く，二 次培養

1 日 目で 既 に 塩 酸 キ ニ ン に よ

る タ ン ニ ン の沈澱反 応 は認 め

られ ず，二 次 培養 2 日 目で ，

タ ン ニ ン よ り生 じた 没食子酸

は 殆 ん ど分解消費 し尽 され て

い る．Fig ．1 に 示 さ れ る 如 く，

前培養 2 口 目 の若 い 菌体 を用
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（西 羅 ） 液 体 培 養 に お け る タ ン ニ ン 分 解 酵 素 の 生 産 条 件 に つ い て 　（そ の 2 ） （139 ）

　Table　 i．　 Cha 【1ge 　of 　phenolic　 substance 　in　 culture 　 liquid

　　　　　 during　 rcplacement 　 shaking 　culture 。
Pre−culture ： 5％ glucose　CzApEK −Dox ’

s　 mediu 皿 ．　Secondary
cult 町 e ：0．5％ tannin 　CzAPEK 価Dox ’

s　 mcdium ．

Age 　o 　use 　 myce 取um 　m

per．culture 　days
2 3 4

、臨 調欝 躡 y ，
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　　　 十 引 一

・ …
一

い た時は ， 二 次培養に お け る酵素生産 は ， 二

次培養 1 日 目で は 殆 ん ど認 め られ ず，2 月 目

特に 3 日 目で 最大 に 達 す る，こ れに 比 し ， 前

培養 3 日 目，
4 日 目の 老菌体で は ， 二 次培養

1 日目で 既 に 相当量生産 し，前 培 養 の 長 い 4

日 目の 菌体の 場合 は ， 二 次培養 2 日 目 で 既 に

殆ん ど酵素活性が消滅 して お り，3 日目，4

日 目 で は，二 次培養液中に 該酵素活性 は 全 く

認 め られ な い ，尚Fig．1
，
　 Table 　1 か ら も 明

らか な如 く， タ ン ニ ン の 代謝分解と該酵素生

産 と の 間 に は密接な 相関関係 の存在す る こ と

が 考 え られ る．

　 （b ） 菌体抽出液 の 酵素力

　酵素力単位の 表示は ，所要 日数培養後の 各

取得菌体量 の 20倍量に 相当 す る燐酸緩衝液 で

抽出，そ の抽出液10mlが．L：記 の条件で ， 分解

す る タ ン ニ ン 量 で 示 した，
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　　Fig．2．　InHuence 　 of 　the 　 age 　 of 　pre−culture
　　　　　　 on 　 the 　 enzyme 　fermation．

　　　　　　（Activity　 of 　mycelium 　 extract ）．

Activity三s　expressed 　in 皿 g　 of 　tannin 　hydro 且yzed
by 　 10ml 　 of 　 myce1 量um 　 extract 　 at 　 40℃ for　 24　 and

48hrs，　 The　extract 　was 　obtained 　by 　treating

mycelia 　with 　20・fold　by　weight 　of 　NflO　phosphate
buffer．　Other 　signs 　 are 　 the 　sa 皿 e　 as 三n 　fig．1．

　Fig．2 に示す如く， 培養液の場合と同様， 老細胞の方が若細胞 に比 して適応 し易 く， 且 つ 酵素生産の発現が早

い ．液体振蠱 二 次培養 に お い て も，麩固体培養及び 液体静置培養 の 場合に 得 られ た 結果と同様に ， 該酵素の 生産

は 対応基質 の 存在に 依存す る 適応酵素で あ り， 且 つ 菌体内は 勿論培 地 中 に もよ く生 産 され るが，該 酵 素 の 適応的

生産の 対応基質 に 対す る顕著な依存性は ， 液体振盪第二 次培養で の培養液中の酵素の消長に お い て特に 明 らか に

見られ る，

　細菌を用い た 蛋白合成 の 研究 に お い て ，
Growth 　phase と適応 酵累 生 産能 に つ い て，　Old　cell と Young 　cell

の ア ミ ノ 酸 プール に お ける比較が行なわれ、Old　cell の適応能の増大 理由が検討され て い るが
T）

， 該酵素生産実

験 に お い て も，前培養菌体 の 若 い 場合に は ，タ ン ニ ン あ る い は 没食子酸 の 分解資化が幾分老細胞に くらべ て 遅 れ，

前培 養の 古 い 菌体の 方が よ り適応 し易い 結果を 得た．

　〔2＞ 第二 次培養液 の 窒 素 源 添 加 の 有無 が 酵素生 産 に 及ぼ す影響．

　前培養は麦芽汁で 2 日，二 次培養は Fig ・3 に示 す 基本培地 に0・5％に 相当す る ク ン ニ ン を 添加した培地 ， 二 次

培養に使用 した菌体量は各 々 2．2g （乾物で420mg ），酵集力測 定 は塩酸 キ ニ ン 沈澱反 応 に よ る法．酵素力価表示

法 は 前記と同様，但 し菌体抽出液 の 酵素力は ， 菌体重量 の 30倍 に 相当す る燐酸緩衝 液に て 抽出， こ の 液の 10ml

が 上記 条 件 に お い て 分解
・t“る ・々

ン ニ ン 量 に て 示 した．Fig・3 及 び Fig．　4 に 示 され る 如 く， 該酵素 の 生産に は ， 生

産誘起物質の 外 に 窒素源の 存在 を必要 としE 窒素源 の 効果 は 特 に 培養液中の 酵累の 消長に わ い て顕著 に 見 られ る．
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（140） （西羅） 液体培養 に お ける タ ン ニ ン 分解酵素の 生産条件に つ い て　（そ の 2）
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　（3） 酵素生産 に 及ぼ す有機窒 素と無機窮

素の 影響の 比較

　前培養 ： 5 ％葡萄糖サ ・ド培地．二 次培

養 ： 0．5％ タ ン ニ ン
ー

サ ・ド 基本培地 に 各

試験窒素源を添加した もの （NaNOs 及 び

（NH ｛）2SO4 はO．lg／50ml ，ア ス パ ラ ギ ン 酸

及び グ ル タ ミ ン 酸は 0．29！5Dml ）．酵 素力

測定及びその 表示法等 は 上記 と全 く同じ，

　 Fig・5 に 示す如 く， 該酵素 生産 に は無 機

窒 素 よ り有機窒 素が よ り良好 で あ るが，そ

の 中で ア ス パ ラ ギ ン 酸， ダル タ ミ ン 酸 は

NaNOs や （NH ，）：
SO

， に 比 して特に 秀れ て

い る．菌の 増殖 に は 有機窒素が無機窒素に

比 し，よ り有効 に 関係す る こ とが考え られ

るが ， 炭素源 と して の タ ン ニ ン 添 加 量 は

O．5％ の 少量で あ り，事 実二 次 培養 に 用 い

た 2259 （乾 物 と して420mg ）の 菌体量が，

第二 次振盪培養2 日日で 2 ・24g（乾物と して

400mg ）で 殆 ん ど増殖 を示 さず．む しろ菌

体 重 量 は減 少 して い る傾 向 に あつ た．そ れ

に も不拘，　　　　　　　 グ ル a ミ ン 酸 の 有機窒素の 場合に は 甚 し く該酵素生産 を 促 した．か く本 実験の 二 次

培 養で は 殆 ん ど菌体量 の 甚 しい 増加は 認 め られ な い の で ，一応 酵 素生 産 に 及 ぽ す 薦体 の 増殖暈 の 駕響 は 無視 し得

る こ とが 考え られ る．

　（4） 2，4一ヂ ニ ト ロ フ ェ
ノ ール の 添加が酵素生産 に 及 ぼ す 影響
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（西 羅）　液 体 培 養 に お け る タ ン ニ ン 分解酵素の 生産条件に つ い て 　（そ の 2 ） （141）

Table 　2．　 Infiuence　 of 　2，4−dinitrophenol　 on 　 the 　decompos 玉tion

　　　　 of 　tannin 　during　secondary 　culture ．

　 Pre胃eulture ；2days 　in ：ロ aLt 　extract ・Secondary　culture

　 medium ： 0．5％ tannin 　GzApEK −DQx ’
s　 medium ．

cu1 ω re 重n　 day8
1 豆 E　　 】Y　　 y11 匿　　 lv　　 v

繼置壁靈濃蠶⊥ ・ 十 一　　 　十 十

KCN −colouring 　substance

（Gallic　acid ）
十　　　 十 ＋ 1 ＋

　 　 1

十

門
十

＋

7
Detection　of　gallic　acid
by　paper　chrematography

十　 　　 十　　 　一　　 　一　　 　一 十　　　 十　　　 十　　　 十

Precipitate　by　quinine
hydrochloride （Tannin ）

一　 一 1（±）i
Autolysis　of　mycelia 一

　　　 ↓ 　　　 刊
一
　　

・
瀞 　　　

一
　　　

一

300

翁
日） 200

，蜜

耄1。。

手

→ ： Addition 　 of 　DNP ．

Ii
−
Ψ
O o −一一騨o

　 　 　 o

／

→ ：Addltion　 of 　DNP ．

　　　L 。　 。

／　
＼ ／

o

sec °

謬灘
“1tu「

り→ 1

secondary 　culture

in　days　 after

addition 　 of 　D ．N ．P

2

一 一
→ 1

3

J

4

瞿

i 2 3

1

4

1

5

置

FeC亘3曹rcact ． 十 十 十 十 十 十 十 十 十

KCN 呷react ． 十 十 十 → 十 十 十 十 十

ppt．　by　quinine
hydroch 夏oride

土 士

Fig，6．　 In且uence 　 of 　2，4−dinitrophenol　 on 　the 　 enzyme 　 formation．

　　　 （Activitles　 of 　culture 　i三quid　are 　shown ）．

Pre−culture 二 2days　in　 malt 　 ex 仁ract ．　Secondary　 culture 　 medium ：

0．5％ tannin 　GzApEK −Dox ，
s　medium ．

　爰芽汁前培養 2 日 か らの菌体2．89 （乾物量530mg ）使用．二 次培養 ：0．5％タ ン ニ ン ーサ ・ド培地，酵素力は

培養液10m1が 40℃ ，24時開 で 分解す る タ ン ニ ン 量 で 以 て 示 し た ．

　Tablc　2 に 示す如く，2，4一ヂ ニ 1・v フ ＝ノ ール の 添加 は ， タ ン ニ ン の 構成成分へ の分解 に は 余 り影響 しない が ，

タ ン ニ ン 分解 の結果生 じた フ ェ ノ ール 性物質 （没食子酸そ の 他）の，そ の後の分解資化を長び かせ ， 従つ て 酵素

の 生産期聞 を 緩漫 に 延 長 せ し め る．しか し F三g，6に示 す 如 く，未 だ 酵 累 の 充分 に 発 現 して い な い 二 次 培養 1日 目

の 添加 は酵素生産惹起 の 時期を お くらせ る が，既に 発 現 した 2 日 目 の 添加に お い て は，そ の 酵素活性 を長 く持続

せ しめ る，既 報
S， の 如 ．く，igン ニ ン 及 び タ ン ＝ ン 分解産物没食 子酸 が 培地中に て 分解消失す る と，直ち に そ れ と

平併 して 酵素活性が 滅少 あ る い は 消滅す る，本実験で は タ ン ニ ン の 分 解 に よ つ て 生 じた 没 食 子 酸 の 資化 が，添加

ヂ ニ ト ロ フ ェノ ール に よ つ て 阻害 さ れ る た め に ，従 つ て 基質 に 依存
．1生の 強 い 該酵素活性が （活性は 余 り強 くは な

い が ）長 く持続的 に 生産発現 し て い る もの と考 え られ る．
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（そ の 2）液体培 養 に お け る タ ン ニ ．ン 分解酵素の 生産条件 に つ い て（西羅）（142 ）
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（西羅） 液体培養にお け る タ ン ニ ン 分解欝素の生産条件 に つ い て　（その 2） （i43）
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（144） （西羅） 液体培養 に お け る タ ン ニ ン 分解酵素 の 生産 条 件 に つ い て　（そ の 2 ）

添加）を加え ， 二 次培養 した 菌体の 抽 出液 に つ い て ， 各酵素力 を対照 （前培養 ；通常の サ
・

ド0・5％葡 萄糖培 地．

二 次tu養　：O・5％ タ ン ニ ンーサ ・ド培地）菌体抽出液 と比較 した．酵素力は 酸滴定法に よ つ て 測定し ， タ ン ニ ン

の 分解率 で示 した．そ の 結果 は Flg・7 に 示す如 くで ， 該酵素生産 に は鉄 の 影響は 余 り考え られ な い．

　（6） フ
ェ

ノ ール 性物質の 相違が 酵素生 産 に 及ぼ す影 響

　前培養 ：麦芽汁に て 3 日培養 二次培養 ： サ ・ド各試験物質O・3％ （タ ン ニ ン と没食子酸 の場合は0・6％）添加

培地 に て ， 前培養菌体各 lgを用 い，3 日培 養，培 養 液 及 び 菌 体抽出液 の 酵素力測定 は 酸滴定法に よ つ た．

　その 結果 は Table 　3 に 示す如く， タ ン ニ ン 及び 没食子酸以外は 見 る べ き酵素生 産 刺 戟 を認 め な い ．尚 こ の 酵

素刺戟 の 構造 単位に つ い て は後に 考察す る．

　（7） タ ン ニ ン の 種 類 の 相 違 が タ ン ニ ン 分解酵素生産 に 及ぼ す影響

　二 次培養 に は ， 麦芽汁に よる前培養 3 日菌体2・8gを用 い た．酵素力測定は酸滴定 に よ り，活性表示は 200mg タ

ン ニ ン から酵素分解 に よつ て 生 じ た没 食子酸の mg 量 で表わ した．

　各種 タ ン ニ ン の
一

次元 ぺ …一パ ーク ロ マ ト グ ラ ム は Fig・8ic 示す如 くで あ る．そ の ペ ーパ ー
ク ロ マ トグラ ム の 類

似 して い る五 倍子 ， 没食子 ，
ス マ

ッ
ク の 各 タ ン ニ ン を用 い て ， 前述の 如き二 次培養 （各 タ ン ニ ン 濃度は0・6％）

を行な い ， 得 た 培養液及 び菌体抽出液を酵素液 として ， タ ン ニ ン の酵素的分解 を行な つ た結果 は Tablc　4 に 示

す如 くで あ る．

　構造上類似性 の あ る 没食子 タ ン ニ ン （Pentagalloyl　glucoseが主成分）， ス マ
ッ ク ・タ ン ニ ン （Pentagalleyl

glucose） は五 倍子 タ ン ； ン （Pentadigalloyl　glucose ）と同様 に よ く酵素生産を刺戟す る，ミロ バ ラ ン （Chebu ・

hnic　ac 三d），ミ モ サ （ワ ッ トル 樹皮 タ ン ニ ン ，　Phloroglucin，　Prot  atechuic 　acid を主生分）， ヴ ァ
ロ ニ ヤ （Ellagic

acid の 含量 大）， タ ラ （ク ラ ノ キ の タ ン ニ ン ，　Protocatechuic　acid を含有） の 各 タ ン ニ ン の ， 該酵素の 生産 に 対

す る適応的刺 戟 効果 は，前 3 者に 比 し，そ れ 程強 くは なかつ た，尚五 倍子 タ ン ニ ン の 場合は 培養液，菌体内共 に

強い 酵素活性を認めたが， 没食子，
ス マ

ッ ク各タ ン ニ ン の場合は菌体抽出液 の方 に よ り強い 活性が認 め られ た．

　（附記） 麩固体培養 に お ける 各種 タ ン ニ ン の 添 加が 酵 素 生 産 に 及 ぼ す 影響

　上記 は液体振盈第二 次培養 にお け る場合で あ るが，既 報
1
’
S）

と同様 の 魏固体培養 に お い て，各 種 タ ン ニ ン の 添

加の 該酵素生産に 及ぼ す影響の 相違 を試験 した．その結果 は Table　5 に 示す如 くで あ る．

　　TabLe 　5，　Effect　 of 　various 　 tannins 　 as 　inducers　in　 sDlid 　culture 　 with 　 whcat ・bran．

Quantity　of 　 tannin 　added ：02g！5g　 wheat 霤bran．　 Age　 of 　culture ： 4days ．　Preparation　of

ellzyme 　 soin ．：the 　same 　 method 　as 　 in　 previous　 report
‘i），　 Decomposition 　of 　tann 三n （％）

was 　 measured 　by　 acidimetric 　 methOdG ）．

Marks， （十 ） and （
一
），

　 show 　the 　poshive　and 　 negative 　precipilation　rcaction
，　rcspectively

，

by　quin孟ne 　hydroch1Qridc・

Tannin 　 uscd

　 as 　 the

　 inducer

（ ．
の

益
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O

口
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昌
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G
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ユ
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Decomposition　 of 　chinese 　gailotannin （％）
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il　
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M
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a

曼辮
24，6（＋ ）

36．9（＋ ）

6L5 （
一
）

67．7（一）
68．9（一）

24，6（十 ）　　　18．4（十 ）

30．7（十 ）　　　43．1（十 ）

39．3（十 ）　　　59・1（一）

55．4（一）　　　　67．7（一）

67．7（一）　　　67，7（一）

12．3（＋ ）

24．6（＋ ）

55．4（± ）
6L5 （

一
）

67．7（一）

　 　 　 　 　 1
6 ・15（十 ）I

　 　 　 　 　 I12．3（＋ ）

30．7（＋ ）

36．9（＋ ）

43．1（＋ ）

12．3（＋）

30，7（＋ ）

43．1（＋ ）

5‘1．1（± ）

61．5（一）

6．15（＋ ）

18．4（＋ ）

43．1（＋ ）
55．4（± ）

55，4（一）

　 　 「 24
＿ 」＿

67．7（一） 61，5（一） 67．7（一） 67．7（一） 159．1（土 ） 6L5 （
一
） 61．5（一）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」

艇 沼 π痂 chine ，estS　 var ．　gv7abrescens　ntatsum 　tannm ・

　各 タ ン ニ ン 添加量 は 5g麩 に 対 して 0・2g．酵 素 力 測 定 は酸 滴定法，活性 の 表示 は タ ン ニン の 分解率で 示 した．

　分 子 中 に Gallotannin 構造 を持 つ 五 倍子，没食子， ミ ロ バ ラ ン ， ス マ
ッ

ク 各 タ ン ニ ン は， い ず れ もよ く酵素

の生産を刺載するが ， タ ラ ， ミ モ サ ， ウ ァ
ロ ニ ヤ は劣 る．但 し液体振盪二 次培養 に お け る程 顕 著な 差 は表 わ れ な

い ．
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（西 羅） 液体培 養 に お け る タ ン ニ ン 分解酵素の 生産条件に つ い て　（そ の 2） （145）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 考 　　　　　察

　既述の 如 く，該酵 素 は培 地中 に 対応基質 タ ン ニ ン の 存在す る時に の み 所謂適応的に生産 される酵素 で あるが ，

タ ン ニ ンの み で な くそ の酵素的分解産物 で あ る没食子酸も タ ン ニ ン と同様に よ く該酵素生産を刺戟す る．没食子

酸 の 構造か ら少な くとも該酵素生産刺戟 に は ，
ベ ン ゼ ン 核上 の 一〇H と 一COOH の 両基 の 必要が考えられ る．

か か る関 点 か ら，生産 刺戟 の 予想 され る 各種 フ ＝ノ ール 性物質に っ い て ，その 効果を試験 した の が Table　3 で

あ る．先ず一〇H の み の 効果 で あ る が ，
ベ ン ゼ ン 核 上 に 2個 の 一〇H を 有す る ブ レ ン

ッ カ テ キ ン
，

ハ イ ド ロ キ ノ ン ，

レ ゾル シ ン は勿論 ， 3個 の
一〇 H を持つ フ ロ ロ グル シ ン 及び没食子酸が脱炭酸された構造の ピ ロ ガ ロ ール は共ie

その 生産刺戟性は 微 弱 で あ る．従つ て 次 に
一GOOH 基 の 影響が考え られ る．しか し

一COOH 　 1個を持っ 安息

香酸 に は顕著な 酵 素生産刺戟 は認 め られない の で ，

− COOH 基単独 の 効 果 は 考え られ な い ，故 に 刺 戟 有 効 物質

として は 少な く とも
一〇H と

一COOH の 両基 の必須性が 推 定出来る。しか し ピ ロ ガ ロ
ール と安息香酸の 混合基

質 の 場合も酵素 生 産 を誘起せ し め な い ．こ の こ とか ら 一〇H と 一GOOH とは 同
一ベ ン ゼ ン 核上 に 配 置 さ れ て い

る こ とが 必要で ある，しか し同 じ ベ ン ゼ ン 核上 に 一〇H と 一COOH の 両基を 持つ サ リチ ル 酸，プ ロ トカ テ キ ；

酸 に は その 刺戟的効果が認 め られない 事実か ら， 少な くとも同じ ベ ン ゼ ン 核上に
一〇 H と

一COOH の両基を有

し，且 つ 一〇H の 数及 び それ 等各基の ベ ン ゼ ン 核 上 に お け る配置が，該酵素の 生産刺戟 と重要な関係を持つ て い

る とい うこ とが推定 され ， 該酵素 の 生産刺戟 の 最小構造単位 は没食子酸で あ る と考え る．

　Table　5 の 示す タ ン ニ ン の 種類の 相違が酵素生産 ｝こ及 ぼ す影響にお い て，所謂 Galletannin結合を有す る構

造 類 似 の タ ン ニ ン （五 倍子 ， 没食子 ， ミ ロ バ ラ ン 等） は よ く該酵 素 生 産 を刺 戟す る，しか しその 構造が 異 な る ミ

モ サ ， タ ラ，ヴ ァ
” ニ ヤ 等の 各 タ ン ニ ン は該酵素 の 惹起効果 が微弱で あ る．こ の様な刺戟効果の 強弱 は麩固体培

地 に お け る よ りも，液体振 蘯 第二 次培養に お い て より顕著 に認め る こ とが出来る （上記 フ ェノ ール 性物質の 刺戟

試験 に お い て も同様の 傾 向 が 認 め られ た ）． こ れ は恐 ら く培 養方法の 相違 に 原因す る外 に ，固 体培養の場合 は，

麩中に含有され るこ とが予想 され る未知 の物質特 に フ ェ ノ ール 性物質の 影響に 基因す る もの と推定 され る．

　TabLe 　4 に 示 さ れ る如 く，五 倍子 と没食子 の 各 タ ン ニ ン は ， 培地へ の 同量添 加で も，没食子 タ ン ニ ン の 方が酵

素生産刺戟性が 弱 い ． こ れ は 多分，五 倍子 タ ン ニ ン は PentadigaIioyl　gcucose で あ り，没食子の 方 は Penta−

gall・yl　glucose と考え られ て い るよ うに ， タ ン ニ ン 中の 構成成分 として結合して い る没食子酸含量 の 多少に 関

係 して い る もの と思 われ る．従つ て 没食子酸含量 の 少ない 没食子 タ ン ニ ン の刺戟能が，没食子含量 の 大きい 五 倍

子 タ ン ニ ン の それ よ り も微弱で あ る と言 うこ とが考 え られ る，

　尚 タ ン ニ ン と 言つ て もそ の オ リ ジ ン に よつ て 構造は 区々 まちまちで て る．従 つ て 従来所謂 タ ン ナーゼ （Tan ・

ロ ase ） と称 せ られ て い る 酵素 が ， こ れ等総 て の タ ン ニ ン と呼ばれ て い る 物質 に 作用す る わけの もの で は な く， 上

述 の如く，実際的に は ガ ロ タ ン ニ ン （Gailotannin）構造 を持つ て い る タ ン ニ ン （典型的 な もの は五 倍子，没食

子 の 各 タ ン ニ ン ）を よ く分解す るの で あ る，（従つ て こ の 点 の 混同を避 け るた め に 著者は ， 従来称 せ られ て い る

Tannase に Gallo一の 語 を 附 して ，
“Ga 「lotannase”と言 う呼名の 提唱 を考 えて い るが ， あらた め て 報告す る予

定 で あ る），故 に タ ン ナ ーゼ に よつ て 分解 され 得 る タ ン ニ ン は，そ の 分子中に ガ ロ タ ン ニ ン 構造を持 つ こ と は勿

論で あ るが ，
一方或 る未知 タ ン ニ ン が 該酵素生産 を顕著に 刺戟 す る そ の 様な タ ン ニ ン で あれば ， その 構造中 に 少

な く と も ガ ロ タ ン ニ ン 構造 を含む と言 う こ とが逆 に 推定出来 る わけで あ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 要　　　　 約

　Penic”1｛um 　st）．　No ．80B’菌を 用い ，0，5％ タ ン ニ ン 添加 サ ペ
ッ ク ・ド ッ ク ス 培地 に お け る第二 次液体振盪 培養に

よ つ て ， 該酵素 の 生産条件 を 検討して ，次 の こ とを 明らか に した．

　ω 　前培養 日数 の 長短 は ， 菌 の 基質 タ ン ニ ン に 対す る適応能 に 影響を 及 ぼ し，老細 胞 の 場含は 若細胞 に 比較 し

て 該 酵 素生産 が早 く惹起 され た．

　（2｝ 弛い 酵素生産 に は ， 窒素源の 添加 を必 要 と し，且つ NaNO3 や （NH ’）2SOd の 如き無機窒素 よ りも ア ス パ

ラ ギ ン 酸，グ ル タ ミ ン 酸 の如 き有機墅素がより有効で あ る ： とが 認め られ た，

　〔3， 二 次 培 養液へ の 2
，
4一ヂ ニ ト ロ フ

ェ
ノ ール の 添 加は，基質 ク ン ニ ン の 没 食子 酸 へ の 分解 に は 余 り甚 しい 影響

は 認 め られ な い が，タ ン ニ ン が 分 解 して 出 来 る没 食子 酸の 其 の 後の 代謝を 阻署 し， 従 つ て 酵素生産 は 弱 い が，し

か しそ の 活性 が 比較 的長 く持続 され る．
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　 C4） 鉄 の 存在の 有無 は ， 該酵素生産 に 対 して ， 殆ん ど影響がな か つ た．

　｛5） 該酵素の 生産 を刺戟す る各種 フ ェ ノ ール 性物質 に つ い て 試験 し， こ の 酵素生産 を惹起せ しめ る最小の 構造

単位 は没食子酸 で あ る こ とを推定 した．

　  五 倍子タ ン ニ ン と類似の構造を持つ 没食子 ，
ス マ

ッ ク ， ミロ バ ラ ン 等の 各 タ ン ニ ン は， 五倍子 タ ン ニ ン と

同様 に ， 該酵素生産 を誘起せ しめ た．

　（7） 該酵素の 生産 に 対す る 各種 フ ェ ノ ール 性物質の 効 果，構造 を異に す る各種 タ ン ＝ ン の 影響 な どの 実験結果

に 基づ い て ， 該酵素の 適応的生産を考察 した．

　終 りに 臨 み ，こ の 研 究 を行 な うに 当 つ て 終始御 懇篶 な 御指 導 と御 鞭 撻 を賜 つ た 当歡 室 麦 林 教 授 及 び 大 阪市大福

本教授 に 深 謝致 し ます．又各種 タ ン ニ ン の 貴重 な 資 料 を御恵 与頂 い tt大 日本製薬の 小路治氏 に 厚 く御礼申上 げ ま

す．本報告 の
一部 分 は 京 都大学 に お け る 昭和32年 4 月10日の 日本 農芸化学 大 会 に て 発 表 した．尚

tzan

類 の タ ン ニ

ン 分解酵素 に 関 す る研究
”

第 4 報 を
“
液体 培 養 に お け る タ ン ニ ン 分 解 酵 素 生 産 条 件 に つ い て

”
の （そ の 1 ） と す

る．
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酒類中の 遊離 L一グ ル タ ミ ン 酸に つ い て

前 田 清 一 ・江 口 貞 也 （味の 素株式会社食品研究室）

Free　L −Glutamic　Acid　Contents　of 　Alcohoiic　Beverages

　　　Seiichi　MAEDA 　and 　Sadanari　 EGUCHI

（Food 　Research　LabOratory，　Ajinomoto　Co，　Tokyo 　Japan）

　　Free　L −glutamic　acid 　is　bclievcd　to　be　one 　of　the　most 　important 且avoring 　of 　alcoholic

beverages．　 With　this　in　mind ，　we 　have　determined　by　m 孟crobiological 　assay 　 methods 　the

contents 　of 　free レ glutamic　acid 　in　alcoholic 　 bevcrages　including　 refined 　Japanese　sake ，
synthetic 　sake

，
　beer

，
　wine

，

“

miri ガ
’

（sweet 　sake ）and
“

akazake
”

．

　　The　fbllowings　arc 　our 　findings：

　　1） The 　contents 　of　L−glutamic　acid 　in　alcoholic 　beverages　widely 　differ　according 　to

the　characteristics 　of 　the　alcoholic 　bevcrages．

　　2）Re丘ned 　Japanese　 sake 　and 　synthetic 　sake 　contain 　more 　 of 　free　 L −91utam三c　acid

than 　bcer　 and 　 wine ．　 Also ‘‘

mirin
”

and
“

akazake
，，

，
　 used 　 mainly 　 fbr　 seasoning

，
　contain

Inore 　 of 　free　L −glutamic　acid 　than 　re伽 ed 　Japancsc　sake　and 　synthetic 　sake ．

　　3）Japanesc　wine 　contains 　distillctly　less　free　 L甲glutamic　acid 　than 　fbreign　products，
This　may 　be　 attributed 　 to　a　 d三fference　in　the　qua1i匸ies　of 　grapes　used 　as　raw 　materials

in　Japan，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒 　　　　　言

　酒類 の 旨味成分 は 各種 ア ミ ノ 酸 ， 有機酸 ， 糖類などで あ る と推定 され て い るが ， 各種 ア ミ ノ 酸中 グ ル タ ミ ン 酸

は酒類中の 旨味成分として特に 注 目され る もの の
一

つ で あ るた め ， 酒類中の 遊離 L一グ ル タ ミ ン 酸含有量 につ い て

は 既 に 数種 の 報告
1−d）が 発 表せ られ て い るが，本 実 験 に お い て は清 酒 ，合成 酒 ，ビー

ノL・T ブ ドー酒 ，味淋，赤酒

な どの 遊離L一グル タ ミ ン 酸含有量を 微生物定 量法 に よ り測 定 し，比 較検討を行な つ t　me果を 報告す る．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


