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                  (Ono Pharmaceutial Co. Ltd,, Higashinari, Osaka)

    It has been reported  in a  previous paper that two  bacteria, Mlcrococcus varians

and  Brevibacterium vitarumen  var,  uricum  were  isolated as  uricase  producers, and

some  conditions  of  the enzyme  production were  investigated. In this paper an

uricase  (an endoenzyme)  extraction  method  and  some  general  characteristics  of

crude  bacterial uricase  were  investigated,

    As  ultrasonic  extraction  is diMcult te apply  ior industrial purpose, other  extrac-

tion methods  were  tested. For strain  uacrococcus warf.ans  a freezing and  thawing

method  using  dry-ice followod by extracrion  with  phosphate buffer solutien  showed

a  60yCp- yield. The  best yield was  obtained  with  a  phosphate  buffer of  pH  8.0'v9.0

for 24 hours at  250C.

    Strain Brevibacteriunz witarumen  var.  uricztm  vvas  found to have the ability  to

accumulate  uricase  in the  broth when  cells  were  incubated in the basal medium

added'with  e.1"･1.0% nonionic  surfactant  Among  le nonionic  surfactants  tested,

Nikkol-R-2020 (a condensation  product of  polyoxyethylene octylphenol  and  formal-
dehyde), polyoxyethylenelaurate  and  Niklsol HCO-60 (polyoxyethylene castor  oil

derivative) were  found to be rnost  effective.  lnduced external  production  of  uricase

by nonionic  surfactant  required  a  carbon  source  added  to the mediurn,  and  only  carben

 sourcgs  capable  to support  the  bacterial growth  was  found to be effective.

    Some  properties  of  the crude  uricase  preparations  were  examined.  The crude

 uricase  was  obtained  either  by using  (NH4)2S04 between O,2-O.6 saturation  (Mlcro-
cocczts varians)  or  acetone  precipitation with  acetone  (Brevt'bacterium witarztmen

var.  uricum).

    The  optimum  pH  ior aetivity  was  found to be 8.5-8.8 with  either  enzyme  and

 it had optimum  stability  at  9.0 (an'crococcus varians)  and  8.0 (Brevibacteiium
vitarumen  var,  uricztm)  respectively.  Both enzymes  showed  similar  behavior to

                          '
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inhibitors．　 KCN ，
　 PCMB 　 and 　 hydroxylamine　 inhibited　 them 　seriously 　 but　 EDTA

and 　heavy　metal 　ions　had　only 　m1nor 　effects ．　 Reduc沁 g　agents 　such 　as　cysteine 　and

ascorbate 　 stimulate 　the　enzyme 　reaction ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　奮

　微 生物 uricase の 抽出精製 は N ．　crassa ユ〉 や 土壌細菌
3）な どで 行な わ れ て い るが，菌体内酵素の 抽 出 に 超音波

破砕法 が 用 い られ た．しか し こ の 方法 は 工 業的な生産 に 適当で は な い。前報
s）で 報告 した ur まcase 生産菌 泌 〃 o −

CCCCtts 　varians お よ び Brevibα cteriufn 　wita ・ruJo ’len 　var ．　Ul
”iCZI17Zを用 い て，酵素 の 抽出を検討し，ドラ イ ァ

イ ス を用 い る凍結融解法が優れ て い る こ とを 認 め た．また非 イオ ン 性表面活性剤 を 用 い る と培 地中に uricase を

蓄積す るの を発 見 し，そ の 条件 に つ い て 種 々検討した．従来表面活性剤を用い た菌体内酵索 の 抽出は ，イ オ ン 性

表面活
．
「生剤 を用 い て saccharase を 抽 1出 した

4） と報ぜ られて い る ほか，一
般 に菌体内酵素 の 抽 出剤 と して 広 く利

用されて い る．しか る に非イ オ ン 性表面活性剤 に は菌体内酵素の 抽蹴作用は知 られて い な い ．た 鴎 Streptolcin−

ase 生産培地 に Polyoxyethylene　monolaurate を添加す る と， 培地中の 酵素蓄積量が 増大す る
5）と の 報告が ある．

　つ ぎに両菌か ら得 られ た粗製 ur 三case の 種 々 の 性質を し らべ た結果，動物臓器の uricase5 ） に比 べ て 二 ，三 の

点 で 相違 して い る．

　本 報 告 で は，こ の 粗製 uricase の 抽出法および粗酵素 の い くつ か の 性質 に つ い て 報告す る．

実 　験　方　法

　1） 憊用菌株と培養　 Aficrococcus　warians お よ び Brewibacterium 　vit α rumen 　var ．　Ztricuvn を使用 し，

培養は 前報
3）

に 報告 した方法 で 行 な っ た．湿菌体を
一

回水洗 し酵索抽出材料 と した．

　2）　　糧酵 聚の 言周整

　（1｝　ドライ ア イ ス に よ る凍結融解　　湿菌体 5g を乳鉢 IC入 れ ，

く磨砕 した 後室温で 約 1時間放置 して 融解 させ 鳳 こ の
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 O．5
操作 を 3回 繰返す．っ い で M ／15　borate　bufler　50ml を

注加 して 25℃ に
一

夜放置す る．抽 出 に用 い る buffer の

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 04
pH を 4 〜 9 と し，24時聞およ び 48時間 25℃ で 抽出後 ，

uricase 活性を測定 した 結果 を Fig．　1 に示す （測定 の 際，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0．3
pH は 8 ．5 に 調整する）．図 か ら pH　8〜 9 で 1 ヨ 放置

で充分の よ うで あ る．　 　 　 　 　 　 　 ξ
抽蹠 ω 2 鰤 。に な る よ うに 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム を加 　 葛

Q2

え，生成する沈澱を celite −cornstarch （1 ：上）を沖過助

剤 に 用 い て 濟過 す る．洪液に さ らに 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム を　　　　O・1

添 加 し，0．6 飽和 塩析物を 同 じ沸過助剤を用い て 築め る．

つ ぎに沈澱を M ／30phosphate 　buffer（pH 　8・5）で 溶解
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4
し， 粗酵素液としナこ ．

　｛2〕 非イ オ ン性表面 活 性剤を 用 い る方法　　　uricase

生産培地
3） に 非 イ オ ン 性表面活性剤 Nikkol　R −2020 を

0，1．％ 加 え ， 菌 体 1g／1eOml を接種 して ，
25QC で 16時

間振盪培養す る．そ の 後 3000rpm で 3D分間遠心 分離 し，

上 澄 液 を集 めそ3〜 4 倍量 の 冷却ア セ トン を加え，白色

沈澱を M ／30phosphate 　 bufier（pH 　8．5） に 溶解 し，

不 溶部を遠沈 して 除 き ， 上 澄 液を集 めて 粗酵索液 と して

用 い た．

3） 酵素活 性 の 測 定　　前報
3）と同 じで ある ．

ドラ イ ア イ ス を加 え て 凍結させ る．乳棒で よ

　　　　　 5　　　6　　　7　　　 8　　　9
　 　 　 　 　 　 　 　 pH

Fig．1，　Ef王ect 　of　pH 　Gn 　the 　extraction 　with

　　dry幽土ce ．
　　　50g　oi 　wet 　 cell　was 　freezed　using 　dry−ice

　　in　the　moter
，
　crushed 　and 　thawed ．50ml

　　of 　bu旺er　solutiGn 　was 　added 　and 　 kept　at

　　25QC 　over 　 Ilight ．　 Then ・the 　extract 　was

　　 centrifuged 　and 　ur 至case 　acti ▽隻ty 、vas 　rnea9 ・

　　ured 。　 Actlvity・epresents 　the　decrea・e 。f

　　O ．D ．　 at　 290m μ when 　 ur 三c　 acid 　 solut 玉on

　　 was 　 incubated 　 with 　 ur 三case 　 at 　 25℃ f。 r

　 　 20皿 in．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　奚 験 　結　果

　1） 酵 素の 拙 出

　菌 体 よ り uricase を抽出す る た め に 種 々 の 方法を 試 み た結果，一
般 の 磨砕法で は 10〜15％，目己消化法で は

15％，Iysozyme処 理 法で は 15％ しか酵素を抽出せ ず ， ア セ トン 乾燥菌体よ り抽出す る方法で は 全然効果 が なか

っ た．しか し ドラ イ ァ イス を用 い た凍結融解法．に よ っ て ，
Micrococcus　warians よ り in　 wiwo の uriease 活性

の 約60％ の 活性が 抽出さ れ た ．ま た ，
Brewibacteritem　vitarumen 　var ．　uriczam か らの uricase 抽出に 後述 の よ

うに 非 イオ ン 性表面活性剤を 用 い て 菌体外 に uricase を取出 した．

　（i〕　 ドラ イ ア イス に よ る凍結融解　 、tld
’
icrOCOCCZtS　varians を用 い た酵素抽出の 各 ス テ ッ プの 酵素活性 お よ び

比活性を Table　1 に 示す，

　　　　　　　 Tab⊥e　l．　 Preparation　 of　c ・ ude 　enzyme 。壬 tlcricr ・ c ・ ccu ・ varians ・

　　Ammoniuln 　sulfate （15．2　g　per　100　m ！extract ）was 　added 　to　the　extract 　and 　was 　filtered　with

celite −cQrnstarch （1 ：1） as 　a 丘lter　aid ，　 Moreover，
　 ammo ロium 　 sulfate （282gper 　100　ml 　extlact ）

was 　added 　and 　 was 丘ltered　again ．　 Precipition　 was 　dissolved　 by　M ／30　pho ＄phate　bu任er （pH 　8，5）
a ロ duricase　 activity 　 was 　 measured ，

Treatment
Volume
　（ml ）

Spec渝 act ・Vlty
Total　activ 二ty

　 （unlt ＄）

Crude　 extract

（NHh ），SO4　fractionated　precipitation
with 　O．2− O．6　saturation

7015 1．749

．83

29．0520

．24

　　　　　　　　　　　Teble　2．　 Screening　test　of　non ・ionic　surfactants ．

　　0．lg5 　various 　Ilon −ionic　surfac 匙ants 　were 　added 　to　IOO　ml 　mediunl 　in　500 皿 1 皿 eyer 　fiasks　 re．

specti ・・ly．　 Then 　l　g　 wet 　cell　w ・ s　in・ culat ・d　and 　in・ubated 　 unde ・ ・h・king ・・ndid ・ n ・t　25℃ f。・

16　hr，　Gultured　brothg　were 　centri 壬uged 　and 　both　 endo ・and 　exo ，　uricase 　activity 　was 　measured ．

Surf盆cta ロ｛s　 pame H ．L ．　B ．
Growth　dry
　　 matter

（mg 〆m1 ）

　Uricase　 actlvltv　　　　　　　　　　　　　　「
（units ノ】．GO　ml 　 broth）

　　　　　EndQ ．
． Exo ．

　 ＊Nikko玉 BC −15−Tx
　 ＊Nikkol　 BC −30−TX

　 ＊＊Nikkol　 Bレ 25

＊＊＊Nikkol　 HCQ −50
＊＊＊Nikkol　 HCO −60

＊継 ＊Nikkol　 MYL −10

　
5＊Nikkol 　MYS −25

　 5＊Nikkol 　 MYS −45

　 6＊Nikkol　 PBC −33

　
6＊ Nikko ！ PBC −34

　 5＊Nikkol　 PBC −44

　
7＊Nikkol 　R −2020

　 8＊Nikkol 　 TL −10

　
9＊Nikkol　 TP −10

　＊ 10Nikko 玉TS −10

　 　 CGntro1

50541629649499926634257062065411

ー

ユ

ー

1

工

1

ー

エ

ー

2111

40226008020246826777667666777668572745492534729046066546S48143

／

4

14244343

！

2244444

23530467764358618

工

54196978013832

1
　　
2　
　

1　
　
1亠　　
4　
　

4　　
1　　
1　
　

1
　　
「

よ　
　

2　　
6
　　
3　
　

2
　　
2　
　

工

　＊PQlyoxyethylene　cethylalcohoi 　ether 　　　　　　
＊＊Polyoxyethylene　laury五alcohol 　ether

＊＊＊Pelyoxyeth〜rlene 　 oastor 　 o 王1　derivat重＞ es　　　　
＊＊＊＊PolyQxyethylene　laurate

5串pDlyoxyethylene　stearate
e＊Polyoxypropylene　po重yoxyethylen巳 cetylalcohol 　ether
7＊Condensation　product 　of 　polyoxyethy 工ene 　octy 主phenol　fGrm　a ！dehyde
s・Pdy ・xyethy1 ・ne … b正tan 　m ・ n・1au・ate 　 　

9“”1’・ly・ xy ・thy 廴ene … bit・ n 　rn・ n ・P・lmi・at ・

lt，＊Poユyoxyethylene 　sorbitan 　monostearate
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　 12） 表面 活 IS剤 に よ る抽 出　表面活性剤で 菌体外へ の 酵素の 蓄積を試み た．そ の 結果非イ オ ン 性表面活性剤 に

の み 効果 が見 られ た ．また 培地中 に 表面活性剤を 添 加す る 際，あ る程度以上 の 菌濃度 が 必要で あ る こ と，また 菌

生育 に 必要 な組成 の 培地を用 い な け れ ば酵素を培地中 に蓄積 しな い こ と を認 め た．

　 a． 表面渚性剤の ス ク リーニ ン グ　培地 100皿 1 を 500ml 容振盪 フ ラ ス コ に 入 れ ， 各種表面活性剤 0．　1％ を

添加して 殺菌す る．つ ぎ に 菌体 lg を接種 し，25℃ で 16時聞振盪す る，遠心分離 し， 菌体お よ び上澄液の 酵素

’
活性を測定 した．そ の 結果 Table　2 に 示す よ うな非 イ オ ン 性表面活性剤 に の み 培地 へ の 酵素蓄積効果 が 見 られ ，

イ オ ン 性表面活性剤 と して は Sodium　lauryi　sulfate
，
　Cetyl　pyridinium　chlor 三de，　Benzalkonium　chloride な

ど に つ い て 検討 した が ，い ず れ も効果 は 見 られ なか っ た．非 イ オ ン 性表面活性剤 の うちで は ，
Nikkol　 R −2020

が最高 の 酵索蓄積効果を示し， 他 に Nikkol　MYL −10，　Nikkol　HC （）
−60 な ど も良好 な結果を示 した ・

　 以下 に Nikkol　R−2020 を用 い て酵素を培地中へ 蓄積させ る種々 の 条件を検討した．

　 b， 抗生物質 の 影響　培地 に Nikkol　R−20200 ．1％を添加 し，　 PenicMin，　Streptomycin，　FTadiomycin，　Baci−

tracin，　 Polymyxin を そ れ ぞ れ 添加 して 菌体 1g／100　m1 培地 を 接 種 し，25℃ で 20時間振蠱培養 した ．結果は

Table　3 の 通 りで Penicillin
，
　Bacitracin，　Streptomycin，　Fradiomycin は実験 に 使用 した 濃度で 菌 の 発育 お よ び

uricase の 蓄積 を 抑制 した．　 PolymyXinは発育はわずか に 抑制す るが uricase の 蓄積 は 減少 しな い．　 Polymyxin，

Fradiomycin ，　Streptomycin で は 発 育の 盛 ん な 場合に uricase 蓄 積 が 増加す る．

　 c． 炭索源 の 影響 Nlkkol　R−2020 を O，1％加え た 培地で 炭素源を種々 に変え て ，各 1％加 え て 培 地 pH を

7．4 に 調整 し，
25℃ で 20時間振盪培養後遠心分離 し上 澄液 の uricase 活性を測定 した ．菌体接種量はすべ て

　　　　　　　　　　　　　　Table　3．　 Effecし Qf　 some 　 antibiotics ，

　　Various　antib 三〇tics　were 　added 　to　the　medium 　 containillg 　O．1％ Nikkol　R −2020．　 Then　l　g
of 　wet 　cell　per 　100　mi 　medium 　was 　inoculated．　 It　was 　incubated　at 　25 °C　under 　shaking 　condition

for　20　hrs　 and 　exo ．uricase 　 activ 宝ty　 was 　 measured ．

Antibiot｝cs Polymyxin
　　　　　　　　　　　1
Fradiomycin 　 Bacitracin 　　　　　　　　　　PenLcilllnStreptomycin　l　Con定rol

　　　　　　　　　　　　…

u ／m1 m ・ g／mli ・ ／皿 1 u ／ml

　　　　　　　　　　1

mcg ／1nl

Cocentration
1　 　 10

　 　 　 　 　 　 　 　 I

lI1 。　 1　 10　　1
1　　 ユ01 　　　 10

Growth （rng ／m1 ）　　 4．4

Uricase　activity

　 （u ／100ml ）
2，12

4．6　　3．0

2．33

2．6

1，54　　ユEOO

2，6

0．02

2．6　 　一

00

2．2 　　2．2 　　 1．9

0．04　　1．16

5．5

0．85　　　　2．30

　　　　　　　　　　　　 Tab弖e　4，　 Effect　 of　 various 　 carbon 　 sources ，

　　1％ of　varlous 　sources 　were 　added 　to　the 　medium 　containing 　O．1％ Nikkol 　R −2020、　 After

inoculating　l　g　of 　wet 　ce1L，　it　was 　incubated　at 　25°C　under 　shaking 　condition 　for　16　hrs，　 Then，
cultured 　broth　was 　centrifuged 　and 　exo ・uricase 　actlvity 　was 　measured ．

CarbOll　sources
　 　 　 　 Growth
（Dry　cell 　weight 　mg ／rr．1）

GlucoseMannitol

EthanolMethanol

Glycerine
SorbitolNa

囓malonate

NH4 ・maleate

NH4・malate
Na −acetate

Na ＿succillate

Na噛citrate

2006462808287314

工

1111010

Uricase　activity
（units ／lOO　ml ）

2．431

，070

．800

，041

．03
  ，910000

．090

．220

．25
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1g／100ml で あ っ た （Tab 三e　4）．グル コ ース 培地 に お い て 最高 の 活性を得 た．マ ン ニ ッ ト
ー

ル ，グ リセ リ ン な ど

の 多価 ア ル コ
ー

ル を緩素源に 用 い た 場合も蓄積 は行 な わ れ た が，メ タ ノ ール ，エ タ ノ
ー

ル お よ び有機酸を用 い た

場合 に は培地へ の 蓄積効果 は見 られ な か っ た．

　2） 粗酵素の 性質

　（1｝最適 pH 　pH 　3．　O“−S．　O に は acetate 　buffer，　pH 　6．0〜7，0 に は phosphate 　buffer，　pH 　S．0〜11．0 に は

borate
　bufferお よび Na2COs を用い て ， 各 pH に 調整 した酵素溶液で 25℃ に30分間放置 し， 酵素活性を測

定 した．そ の 結果 Brewibα cterium 　witarumen 　var ．　uricecvn と Mieroeoccus’varians よ り得 られ た粗酵素は ，

とも に 作 用 最適 pH 　8．5〜8，8 附近 に あ る こ とが

わか っ た （F三g．2）．

　   　安定 pH 　上述 と同様 の 方法 で pH 　5〜10

に 調整 した酵素溶液を 25℃ で 24時闇放置 した後 ，

酵素液の pH を 8．6 に調整 し， 残存酵素活性を

測定 した．そ の 結果 ア ル カ リ 側 で は か な り高い

pH で も安定で あるが ，
　 pH 　5．0 以下 で は完全 に

失活 した （Fig．3），

　 （3） 最適作用 温度　M ／15borate 　 buffer（pH
8．5）で 稀 釈 した粗酵素溶液を 25 ℃〜60℃ の各温

度 で 20分聞 uric 　acid と反 応 させ て 最適温度を調

べ た，そ の 結果 30℃〜40 ℃ の 問で 最高活性 を得 ，

そ れ 以 上 の 温 度 で は酵素 の 失活が見 られ た （Flg．

4），

　 （4］ 温度 と失活率 と の 関係　一
定量 の 酵 素 溶 液

を 20，30
，
40

，
50

，
60°

C の 各温度 に放 置 し，酵

素 の 泓度 に対す る失活翠 と時間との 関係を調べ た

結果，Fig．5に示す よ うle　Micrococczas　v α rians

か らの 粗酵素お よ び Brevibacterium　 witartmlen

var ．　uriezam か らの粗酵索 と も 20℃ 以下で は安

定 で あり，50℃ 以上の 温度 に対 して は 1 畴間で

90〜100％ 失活 した．

　   　酵素活性阻 窖剤 お よ び 促進剤 の 影響　重金

属，キ レ
ー

ト試薬，酸化試薬 ， 還元試薬な どの 各

種試薬 に 対す る粗酵素 の 活性 の 変化 につ い て 検討

した．すなわ ち酵素液 に Table 　5 に 示す終濃度

と な る よ うに 各試薬を加 え，25℃ で 30分間振蘯

した 後，尿酸を加えて 20分間反応 させ 尿酸 の減少

量を測定した。そ の結果 Table　5 に 示すよ うに

KCN で は完全 に 活
‘
「生は阻害 され ，

　 P．C ．M ・B，お

よ び hydrQxyiamine で は 80〜90％ 阻害 され る．

ま た 重 金 属類 に お い て は Cu ，　 Mn ，　 Fe につ い て

調 べ た とこ ろ，Cu に よ っ て 特 に 阻．害 さ れ た．
uricase は 銅酵素 と して 知 られ て い る が，銅 イオ

ン 濃 度が 高 くな れ ば 阻害され る．Cysteine およ

び ascerbic 　 acid で は逆 に酵索活性は 賦活 され た，

o、5

o ．4

o．3

≧
・O、2

三
錠
　 o ．i

456 　　　 7

　 　 pH8910

Fig・2。　 pH 　optimum 　of 　cfude 　e雛 zyme ．

　　　Crude 　 ur 正case 　 preparation　 was 　 dissolved　 in

　　buffer　solutions 　of　various 　pH ，　and 　was 　kept

　　at 　25 °C　foτ 30min ．　Then　pH 　was 　 corrected

　　tQ　8．5　and 　uricase 　activity 　was 皿 easured ．

o．5

O ．4

3
　
　
　
　

2

0
　
　
　
　

0

　

、

＝

〉

置

o
く

o．1

　 　 45 67 8910
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 pH

F｝9・3．　pH 　stabUity 　of　crude 　enzyme ．

　　　Crude　 ur 三case 　preparatlon　was 　 dissolved　 in

　　buffer　 solution 　 of 　 varlous 　pH ，　 and 　 was 　kept
　　at 　25°C 　for　24hrs．　 Then 　pH 　was 　oorrected 　to

　　8．5and 　uricase 　activity 　was 　measured ，

既 知 の 動物臓器か らの 精製 uricase5 ） に 対 す る各阻害剤 の影響と比較す る と，かなりの相異 点 が 見 られ る．特 に

ascorbic 　acld の 阻害 が 細菌 uricase の 場合 に は 認 め られ ない こ と．ま た 重金属阻害 に 対 して も動物 uricase に
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Fig．4．　Crude　uricase 　preparation　was 　disolved

　　in　 M μ5　borate　 buffer（pH ．8．5）and 　 uric

　　 acid 　was 　 added ．　 Mixture　 was 　 kept　 at

　　various 　temperature　for　20　rnin 　and 　cooled

　　by　 ice　 water 　immediately。
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Fig．5．　 Temperature　5tability 　of　crude 　enzyme ，

　　　After　 keeping　the 　crude 　 enzyme 　pエepara −

　　tion　at 　va τious　temperature 　the　sarnple 　were

　　took 　up 　froヱn 　t工me 　to　time ．　 And 　was 　coolea

　　in　ice　water 　imrnediately．　 Then 　uricase 　 ac ・

　　tivity　was 　measured ．

　　　　　　　　　Table　5，　 Efiect　of　some 　inhibitors　on 　the　crude 　enzyme ．

　　Various重nhibitors 　were 　added 　to　the　crude 　uricase 　solution 　with 　the　concentration 　indicated

at 由 e　table．　 After　shaking 　 at 　25QC 　for　30　min ，　uric 　acid 　was 　added 　 and 　was 　kept　 for　 20　min ，

Then 　the　decrease　of 　ur ｝c　acid 　was 　measured ．

Inhibitors

　 KCN

　 Hydroxylamine

　 　Ascorbic　acid

　 E ．D ．T ，　A ．

　 　E ，D ．　T ．　A ．

　 　CuSO4

　 　MnSO4

　 　FeSO4

　　Cysteine

P ・．Chl・rQ 皿 ercuric 　 benz ・ ate

p・Chloromercuric　benzoate

Concentration　in

system （mo1 ）

Percent　inhibition

躡 臙
f
撫

瞬 軈鰥 盤

1

10m410
』写

10
｝310
−210

−310
一呂

10
−310
−310
−s10

−31Q
−4

10088

　0＊
（53）

25

652560

＊
（52）

59

10079

　 0＊
（28）

37

　 257

　 Q33

　 0＊
（53）

B721

＊　Pe τcent 　activltion

比較 して か な り安定 な こ とな どで あ る． Brevibacteriu？
・
n 　vitarttfnen 　var ．　erriettrn か らの粗酵素 の 性質は N ．

cras 、sa か らの uricase1 ）
の そ れ に類似 して い る よ うに 思 われ る．

3） Warburg 装 置 に よる uriease 標品の 02 吸収

　Uricaseは uric 　acid を 酸 化 して H ，02 と a！lantoinを生成する酵素で あるが Micrecocczts　va フ
’ians お よ び

BrCtwit’）acieriu7 ？v．　witarumen 　var ．　uricum か ら得 られ た粗酵 素 を用い て uric 　acid 酸化 の 実験を 行な っ k ，すな

わ ち基質 として uric 　acid を用 い ， 同時 に catalase を加 え た もの およ び uric 　acid の fl）わ りに xanthine を加

え た もの につ い て Warburg 装置 に よ り 02 消費量を比較測定した．そ の 結果 Fig．6 に示 す よ うに B7・evibacte −

rittv」z　witarumen 　var ．　uricum か らの 粗酵累 は catalase を加 え た場合， 無添 加 に 比べ て 02 消費量 が 約 2 分 の
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Fig．6．　（）i　uptake 　ef 　crude 　enzy 皿 e・

　　（1） Enzy 皿 e　solution 　l　ml 十M ／xs　phQsphate　buffer　4　ml

　　（2） Enzyme 　solution 　l　m1 ．＋O，013Mxanthine 　solution 　l　ml ÷ M ／15　phosphate　buffer　3　ml

　　（3） Enzyme 　solution 　 l　m1 ＋ 0，012　M 　 uric 　acid 　solution 　 1　ml 十 catalase 　solution 　O．5　ml 十 M ／15

　　　　 phosphate　buffer　2．5ml

　　（4） Enzyme 　solutiQn 　1　m ｝十 〇．012　M 　urlc 　acid 　solution 　l　ml 十 M ／15　phesphate　buffer　3　ml

　　　　 Every　uricase 　solution 　has　O．035　u ／ml ．1mg ／ml 　o壬 catalase 　solution 　was 　used ．　 Enzy 皿 e

　　 reaction 　was 　acted 　using 　warburgs 　apParatus 　at 　37DC・

Mih

。1。，h、。 ，
　X … h・・・ … d・・e

− 。，、、 。、、、tT” case
．， ．．一一一一一 All、 n 、。・、ユ

　　　　　　　　　　　　　　2H20 ＋ Oa （
→ 　2H2 （）2

＄cheme 　1

　ic。t。1。，e
　 Ψ

2H ，O 　一一　02

1 と な り，Scheme　1 を満足 して い る．しか し fidicraccccus　varian ．t か らの 粗酵累 に おい て は ，未精製 の た め

catalase が 含まれ て い る と思 われ る．また xanthine の 分解 もわ ずか な が ら両酵 素 に おい て 認 め られ xanthine

oxidase も混在して い る と考 え られ るが ， こ の 場合 の O ， 吸 収量 は ご くわ ず か で あ る．こ の こ と か ら uricase と

は は っ きりと 区別 され る し，また そ の 含有鬣 もわ ずか で ある と思 わ れ る．

考 察

　Brezribacterirttn・
vitaf

’
u
’
t7tt
’
il　 var ，　 u〃

’iClll’n を uricase 生産 培地 に 接種 し，中性表面 活性 剤 を添加す る と，培

地中 に uricase を蓄積す る．種々 の 中｛生表面活性剤を 使用 して 酵索蕾積作用を 調べ た 結果，こ の 作用は巾
’1生表面

活性剤
一

般 に 認 め られ る性質で sH
．L ．B ．や中難表面活性剤を構成す る脂 肪 酸 ま た は 脂肪族 ア ル コ

ー
ル の 炭素数

などとは相関関係は な か っ た．

　細胞 内酵素 が 自己消化 の 初期に 遊離す る こ とは e）
，topZas7nic　g ，

凾
α 7r祕 67 ♪ で β

・glucuronidase や phosphatase

に つ い て 認 め られ て い る。ま た表面活性剤 は 酵母を 自己消化 させ る
S）作 用 が あ る．しか し uricase の 蓄積は培養

中，菌 の 発青 の 盛ん な場合に お こ な わ れ て い る．ま た 中性表 面 活
・i生剤 を加 え プ： phosphate 　bufier 中で 菌体を懸

濁 して も uricase を 蓄積 しない ．ゆ え に こ の 場合は ， た ん に 中性表面活性剤 が 自己 消化 を 促 進 す る結果，培地 中

に urlcase を 蓄横す る とは考え が たい ．

　中性表碾 活性剤を含 まな い 培地 に 菌を 接種 して も，培地 に 少量 の uricase が検出 され る．そ れ が 中性表面活性

剤 の 添万き培地 で uricase の 蓄積が 飛蹤 的に 増大す る が ，培地 に 抗 生 物質を 追 加 す る と uricase 生 産 が 影響 され る。

こ の 場会菌 の 発育 も抑制 され て い て，Polymyxin，　Fradiomycln，　Streptomycin な どで は菌 の発 育 と培地 uricase
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の 生産が 比例して い る．こ れらの 抗生物質は uricase の 生成，分泌を妨げな い の で あろう．しか し uricase 分泌

を 促進す る効果 は 認 め られ な い ．

　培地 の 炭素源 の 種類を変え て 培養 す る と uricase 蓄 積 も影響を 受 ける，同時 に 菌 の 発育 も影響 され て い て
’
； グ

ル コ ース
．

マ ン ニ
ッ トール

， グ リセ リン などで は菌の発育と uricase 蓄積とが 比例 して い る．ほか の 炭素源 で は ，

菌が 発習 して も uricase 生産が 低か っ た り， 発育 ，　 uricase 生産 と もに 低 か っ た りす る．

　以上 の 結果よ り培地 で の uricase 蓄積に は常 に 菌 の 発育が 必要 で あ る こ とが 判 る， した が っ て Brewibα cte ・

rium 　 vitarzamen 　 var ．　 uricum を中性蓑面活性剤を 含む培地 に 培養す る と，菌が増殖 して 新 た に 形成され た

uricase が 培地 に 分泌せ られ る もの と解せ られ る．

要 約

　1） Uricase生産 es　Micrecoccus　warians お よ び Brevih α cterium 　witaru
・
men ▽ ar ，瞬 砲 η3 よ り uricase の

抽出お よ び粗酵素 の 性質を検討 した．

　2）　Micrococcus　varians か らは ドラ イ ア イ ス 凍結融解法 に よ っ て uricase を 抽出 し，　Brevibacterium　vitaru ・

men 　var ．　cricum は中性表面活性剤を 用 い る方法 で 培地中に uricase を 蓄積 させ た．

　3）　中性表面活性剤 を培地 に 加 え て Brewibczcterier” z　vitar ”men 　var ．　uricum を培養し，
　uricase を培地 に 蓄

積させ る場合菌の 発 育 と uricase 生産性 が 比例す る．

　4）　粗酵素 の 種 々 の 性質に つ い て 検討 した 結果，既知 の 動物臓 器 か らの 精製 uriease とか な りの 相異点が認め

られ，N ．　crassa か らの uricase とは類似点 が 多い ．

　終 りに 臨 み，終始御 懇篶 な る 御指導 を 賜 わ り ま した，大阪大 学工 学部 醗酵工 学教室　田 口 久治助教授，小 野 薬 品 工 業株式

会社研 究室　山本勝美 次長，発 表を 許可され た 小野雄造社長 に 深謝 致 します．

）1

）2

）

）

）

34

．

5

文

Greene，　R ．　C ．，　 MitcheU ，　H ．　K ．： Arch 、　 Bie−

chem ．　Biol）h．ys．70， 603　（1957），

有馬，矢野，能勢 ：昭 和 40年度 日 本農芸化学大会

口 演．

木田，国久 ：本誌，44，
789 （1966）．

根来，平野，福本 ：科学と工業 ， 35，423 （1961）．

Mahler，　 H 、　R ： Tize　 EnXPtmes，　 Vol．8，2S5，

Acadern三c　press　New 　York （1963）．

）6

）7

）8

献

poelnitz
，
　W ．　V ．

，
　Schwick

，
　H ．　G ．，　Bickhard，　J．

H ．； US ．　Pat．3063914 （1962），

Van　Lancker ，　M ，　D ．，工 L ，，　 Hotzer
，
　B ．　S．，　R ．

L．； Am ．」．　Pa彦hol
，
35

，
563 （1959）．

Vosti，　D ．　C．
，
　Joslyn，　 M ．　A ，； Appl．　MicrobioL，

2，70　（1954）．

　　　　　　　　　　　　 （昭4工．4．18 受付）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


