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醤油醸造 に 関与す る耐塩性乳酸菌に 関す る研究

（第 3 報） Tetracoccus　No ，100 の 耐塩 性に 対す る

の 酵素 レ ベ ル に お け る解 析

L −Proline効果

上 瀬　弘和 ・杉森　恒
’
武

（丸金醤油株式会社京都研 究 所 ）

S重udies 　on 　Halotolerant　Lactic　Acid　Bacteria　Relating　to

Soy　Sauce 　Brewing

　（III）　且alotolerant 　Effect　of　L ，Proline　on 　Several　Enzymes

　　　　　　 of 　 TetraCoccus　 No，100

　　　　　　　Hirokazu　Jose　and 　Tsunetake　Sugimori

（Kyoto　Research　LabOratories，　Man ユkin　Shoyu 　Co ．
，
　Ltd．，Uji，　Kyoto ）

　　　The 　characteristic 　ef〔ect 　 of　L ．proline　 on 　 the　halotolerance　 of　 Tetracoccas　 No ．100
，

reported 　in　a　 previous　 paper，　 was 　 further　 studied 　wit ｝l　 several 　 enzymes ．　 The 　results

presented 　in　this　paper　are 　as　follows：

　　　1． Alnong 　the　stereoisomers 　and 　analogs 　of 　proline，　such 　 as　 L ，proline，　 D −proline，　 hy・

droxy・L−prol1ne，　pyrrole，　pyrrolidine，　and 　L −pyroglutamic　acid ，　 L ・pro正ine　 was 　 the　 sole 　 com −

Ix）und 　facilitating　the　halotolerance　of　 1
’
etracoccus

’No ．100．

　　　2．　The 　 activity 　of 　FDP 。aユdolase（fructose、1 ， 6−diphosphate，aldolase ）， depressed　by　a　high
cencentration 　of　NaCl ，　 was 　partly　reoovered 　by　the　addition 　 of 　L．proline．

　　　3． Regardless　of　the　salt 　concentration ，　L−proline　 showed 　 no 　effect 　 on 　 the 　action 　 of

NAD ．linked　lactic　dehydrogenase　and 　flavin．linked　lactic　dehydrogenase
，
　both　enzymes 　being

salt　sensitive ．

　　　4． The 　specific 　 activity 　of 　NAD ．linked　lactic　dehydrogenase　 from　 cells 　 grown 　 on 　 L ．

proline，enriched 　hypertonic　saline 　medium 　was 　several 　 times　 higher　than 　 that　of　 normally

grown 　cells．　 This　fact　strongly 　suggests 　 that レ proline　 is　 Qonoerned 　 i聡 the　 formation　 of

this　enzyme ．

　　　5． The　 catalase 　 a （虹 vity 　of 　 2泡 r αごooo π 5　 No．100　 was 　partly　inhibited　by　salt 　 concen ．

廿 ations 　 ahDve 　10　per　 cent ，　 and 　 was 　oompletely 　recovered 　by　tlle　addition 　of 　10　mM 　L ．proline．

　　　　　　　　　　　緒　　　　　君

　微生物の 耐塩機構 に つ い て は，栄養要求
1’“a＞，菌体

成 分
‘）

， 細 胞 膜 の 透 過 機構
5） な ど との 関係 ， そ れ に 酵

素学的
6−9）に 論じた 多くの 報告 が あ り， 好 塩酵 素 ，

耐塩酵素 の 存在 が 明 らか に され興 味 が もた れ て い る．

著者 らの 醤 油麹 か ら分離 した　Tetrα coccus 　 No ．100

は，通 性嫌気性 で HOmofermenterの 乳酸菌で あり，

高濃度食塩 存在下 に 生育 旺 盛 で あ っ て 風味 に す ぐれ醤

油醸造に 特に 有能 で あり，
こ れ らの 菌学的性質 に つ い
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て は第 1 報
1°）

に 報告 した．ま た本菌の 耐塩性 は 生育 に

必須の ビ タ ミ ン とア ミノ酸の ほ か に L・prolineを添加

す るの み で 顕著に 促進され る とい う新事実を見 出 した．

こ の L・prolineの 耐塩性促進効果 と は 菌 体 内 に お い て

遊離 L−prolineの レ ベ ル が高ま る こ と に よ っ て ，醗酵

能 およ び 呼 吸能 に対する 塩阻害を著 しく軽減す る こ と

を意味 した
11 ）．

　本報で は L−prolineに よ る 耐塩性促進 の 機構を更 に

明確 に す る た めに 酵素 レ ベ ル で 調 べ た 2，3 の 結果 に っ

い て 述 べ る．

実　験　方　法

1．　供試菌株　　醤油工 場 の 麹 ， 諸味中に 広 く存在す

る乳酸菌 Tetracoccus　No，100 を 用 い た．
2． 培地組成お よ び培養条件　　基 本培地と して 第 1

報
1° 〕

記 載の minimal 皿 ediu 皿 を 用 い た．培養は mi −

nima1 皿 edium ，　 minimal 　 mediu 皿 十 15％食塩 お よ び

minimal 　 medium 十 15％ftJfi十 〇．　08％　L−prol加 e の 3種

類 に つ い て 行 な い， 30　1容 jar　 fermenter を 用い て

Kd − L6 × 10’6 で 30 °Cで 行な っ た．
3． 酵素液の 調製法　　粗酵素液 の 調製方法 は Table

1 に 示 した ．洗滌菌体の Braun’s　disintegra亡er 処理 は

第 2 報
1D

に 準 じ，各 調 製段階の 操 作 お よ び蛋 白濃度を

同 じに し，E、 B。 が 15．5 の 粗酵素液を得た．

　 NAD 関与の 乳酸脱水素酵素 の 精製は，北 原
12）の 方

法 に準 じて 行 な っ た，まず 粗酵素液（Ezs。 と して 約500）
を DEAE −cellulose カ ラム （3　x 　20　cm ） に 吸着させ ，

0 か ら LOM まで の KC1 を 用 い て gradient　 elution

法 に よ り NAD 関与の 乳 酸 脱 水 索 酵 素 活性 区 分を 得た ．

再度 DEAE −cellulose カ ラ ム 　（1× 14　cm ） で 精製し

た．

4． 定量 法　　各種酵素活性 の 測定 に あ た っ て 塩阻害

およ び L・proline効果を検討す る場合， 高農度食塩生

育菌の 菌体内の 食塩濃度 お よ び 遊離 L−proline 濃 度を

考慮 して ，酵素反 応液の 食塩お よ び L・proline の 濃度

はそ れぞれ1．OM お よ び 100mM を用 い た．

A ． 市販の α・glycerophosphate　dehydrogerase−triose−

phosphate　isomerase活性 の 測定　　Rutter13＞の方法に

準 じて 行 な っ た．　基質で ある　DL −glyceraldehyde 　 3−

phosphate （GAP ）は Fischer1‘）
の 方法で 調製 した ．

GAP を 基質 と して 標記市販酵素を添加 し ，
　 NADH の

酸化で 減少す る 340m μ 吸光度を測定 した。本酵素は

次 の Fructose−1，6−diphosphate　aldolast
’
（FDP −aldolase ）

活性の 測定 の た め に 使 用 した．

B ． FDP −aldolase 活 性の 測定　　Rutterla） の 方法に

準 じて 行 な っ た ．Minimal　medlum 生育菌の 粗酵素液

Table　1，　 Preparation　of　crude 　e【1zyme 　 solutioll 　 of 　 Tetracoccus　No．100　grown
　　　　 on 　min   al　medium 　containing 　NaCl 　 and 　L−prQline．

Medium
Minimal　 mediu 皿

＋ 15．0％ NaCl

Minimal 　 medlu 皿

＋ 15．0％ NaC1
＋ 0．08％ L−Proline

Minimal 　 medium

Wet　cell　　　　 （9）

　　 （dry　weight ）　　 （9）
　　　 ↓
D 三sintegration

↓
CeU −free　extract 　 （ml ）

　　　　　　　　 （F．　2s 。）

　　　　l
　 　 　 v
D 三lution　with 　　　 （m1 ）

　huffer　 s ・1n、　 （E ，8。）
　　　 ↓
Saltlng−out

（NH4 ）2SO4 ； 40−70 ％

　　　 ↓
D三alysate

　　　↓
Dilution　 with

　 buffer　soln ．

（2times ）

（ml ）

（E ： 8・）

（E2s ・）

70，020
．24000rpm

　 3min240

　 13．0

240

　 9，0

60min32

．518

．0

15．5

70．023

．04000rp

皿

　 3min240

　 9．0

240
　 9、0

60min25

．　521

．5

15．5

70．022
．24000rpm

　 31nln240

　 11．5

240

　 9．0

60mhl28

，515

．5

15．5
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を用 い ，FDP ・aldo ］ase の 作用 に よ り，
　 FDP か ら生成

した GAP を 市販の α ・glycerophosphate　 dehydroge・

nase ．triosephosphate　 isomeraseを用 い て α・glycero ・

ph 。sphate に 変換せ しあ，　 NADH の 酸化で 減少す る

340　mPS 吸光度を 測定 した．

C ．　 Flavin−linked（unidentified ）lactic　dehydrogenase

活性 の 測定 ．　 北原
12 ）

の 方法 に 準じ，mhlima 【medium

生育菌の 粗酵素液を 用 い て 行 な っ た ．本酵素 の Km 値

は乳酸基質 で 測定 した．

D ．　 NAD −linked　lactic　dehydrogenase活性の 測定

Stolzenbach15｝ の 方法に 準 じ て，　 minimal 皿 edium 生

育菌の 粗酵素液 に つ い て 基質 と して ピ ル ビ ン 酸お よ び

乳酸を用 い て 測定した．本酵素の Km 値 は ピル ビ ン 酸

基 質 で 測 定 した． 3 種類 の 異 な っ た 培 養条件で 生 育 し

た 菌の 粗酵素液 お よ び DEAE −cellulose カ ラム で精製

し た NAD 関与 の 乳酸脱水素酵素の specific 　 activity

は ピル ビ ン 酸 を 基質 と して 測定 した ．

E ． 〔htahse 活性の 測定 　 Euler−Josephson法 16 ）お

よ び大 亦
17 ）

の 方法 に 準 じて，3 種類 の異な っ た 培養条

件 で 生育 した 菌の 粗酵素液 に つ い て 基 質 と して H202

を用 い て
， 分解 さ れた H ，O ， 量を求 め mmole ／min ／mg

蛋 白量 で あ らわ した．こ の 蛋 白量 は 銅 フ オ リン 法
1s）

に

よ り定量 した．

実　験　結　果

1． L −PyrQ91utarnie　acid の耐塩性促進効果

Tetracoccus　No ．100 の 耐塩 性 は，生育に必須の ビ タ

ミ ン で あ る thiamine （50 μg／Z），　 biotin（0．5 μg〆〜），

Table　2．　Eff  t　 Of　 L−，　 DL ．，　 D−prOlinC，　 prOline

　　analogues ，　and 　pyroglutamic　 acid 　 on 　 NaCl

　 　 tolerance 　 of　 Tetraceccμ s　No ．100．

　 Re］ative

groWih （％）

niacin （1000μg／1），と L・leucine（300　mg ／1），L−cysteine

（50　mg ／l） を 含 む 培 地 に L・proline を 添 加す るの み で

促進 さ れる こ と お よ び D−proline，　 hydroxy−L−proline，

pyrrole ，　pyrrolidine などの 耐塩性促進効果に つ い て は

先 に 報告 しt： 1t ）．

　 L・Proline と構造的に 酷 似 した L −pyroglutamic 　 acid

に つ い て 試験 した結果は Table　2 に 示 した ．参考まで

に L・proline の 光学異性体 およ び 関 連物質 と併 記 した ．

L・Pyroglutamic　 aci 〔1　 1ま全 く効果を示 さな か っ た．

2． L−Proline に よる FDP ・aldolase 活性の塩阻害

解 除 　　前報
11）に お い て ，無細 胞抽出液 を 用 い た 場 合，

10％ 食 塩存在
』
ドに お け る FDP か ら乳 酸 生 成 は L−pro−

line添加 に よ り明 らか に 回復す る こ とを認めた．そ こ

で ．更 に 詳 し く 諷 べ る た め に 粗酵素液 を 用 い て FDP −

aldolase 活性に 及ぼ す L−proline効果 を試験 した．

　本菌の FDP −aldolase 活性 は，　 Fig．1 に 示 した ご と

ユ

ε

O
寸
 

咽

 

OO

AddiUQns

L −Proline　　　　　　　（0，89 〃）

Dレ Proline　　　　　　（0．8g 〃）

D −Proline　　　　　　　（0．8g 〃）

L−Pyroglutamic　acid （0．8g 〃）

正lydroxy−L−prol三ne 　　（2，0　9／t）
PyrrQle　　　　　　　　　（1．0　9／の
Py ］rrolidine 　　　　　　（1．Og 〃）

None 　
＊
（・血   al 　 medium ）

10051

．4

　 0

　 058

．75

．62

，80

＊ Min 三mal 　 med 三uln ： glucose，0．25 ％ ≡ KH2PO4 ，

　0．5％ ； MgSO4 ，0．01％ ； NH4Cl， 0．3 ％ ；

　thiamine ，50 μg／1； biotinレO．5 μg／t； niaein ，

　1mg 〃 ；L −leucine，300　 mg 〃； レ cysteine
，
50

　mg ／J； pH 　7．0．　 Incubation； 30℃ for　96　hr

　w 三th　Sihtiking　hl　the 　presence　of 　15．0 ％ NaCL

　

　　　〇　 　　 1　 　　 2　 　　 3　　 　 4
　　　　　　　　　　　　 min

Fig　1．　Effect　of　L −proline　on　the　FDP −aldolase

　　 activity 　 of 　 7hrracoccus　No．100　 in　the　pre−
　 　 sence 　of 　NaCl ．

　　　The 　 reaction 　 mix 重ure ，　containing 　133 μM

　　NADH ，5．33　 mM 　 FDP ，
　 NaCl，　 L−proline，

　　α
一gly（）erophosphate 　dehydrogenase−triosepho ・

　　sphate 　iso皿 erase ，　and 　crude 　enzyme 　solution，

　　was 　incubated　 at 　30℃ for　4　min ； pH 　7．5，
　 　 buffer−K −SH 　solution ．

　 ■
一

臘 　： Contro1

　 ●
一 ● ； 1．OMNaC1

　 ● 一〇 ： 1．OMNaCl 十 25　mM レ proline

　 O − ○ ；
・0，5MNaCl

　 o −−o ； 0．5MNaCl 十 10　mM 　L−proline
　 O −−O ： 0，5MNa α 十 50　mM 　 L −proline
　 ▲

一
▲ 　：　no 　NaC1

　 ▲ 一一▲ ： no 　NaCl 十 50 皿 M 　 L −proline
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く，
1．OM 食塩 で 約60％，0．5M 食塩 で 約40％の 阻害

を受け耐塩性は 弱い ， しか し0．5M 食塩 に よ る阻害は

50mM 　L・prolineを 添 加 す る こ とに よ っ て 約24粥 と減

少 して ，L−prolineに よ る塩 阻 害 の 部分解除 が み られ た．

　FDP −aldolase 活性 の 測定 に用 い る 市販 の α
一glycero・

phosphate 脱水素酵素 活 性 は，　 Fig．2 に 示 した ご と く，

食塩存在下で 活性は低下 した が，L・prolineの 影響をみ

る と，無食塩
’
ドの 反 応 で L −preline添加有無の 差 が な

く， 食塩存在下 で は L・proline添加に よ っ て 本酵素活

性 は一層 低 下 した．

　Ald。laseの 測 定 に 用 い る α ・glycerophosphate 脱水

素酵素活性 に 対する 塩阻害は L・prolineに よ っ て 増大

す る こ と お よ び無食塩 ドの 屎応 で 両酵素活性 は L・pro・

1ineの 影響 が ない こ とか ら，
　 FDP ・aldolase 活性の 塩 阻

害の 解除 に L・prolineが効果を示す こ と が わか っ た．

OA

遘α

竃
ヴ

tOO ．
00

O．

0 1mln2 3

Eig．2．　Effect　of　L−pro1正ne 　on α
一glycerophosphate

　　dehydrogenase　in　the　pre．9ence 　of 　NaCI ，

　　　The 　reaction 　mixture ，　containing 　133 μM
　　NADH

，
333 μM 　DL −glycera 王dehyde　3−phos −

　　Phate，　NaCl
，
　 L−proline，　 atid α

一
glycerophos−

　　ph員te　 dehydrogenase−triosephosphate 　 isome．

　　rase ，　was 　incubated　at　L
’
30℃ for　3　min ； pH

　　 7．5
，
buffer−K −SH 　solution ．

　 謄一 屬　　；　Control
　 ●

一
● ： 1．OMNaCl

　O − O ： 0．5MNaCl 十 50　mM 　L −proline
　 O − O ； 0．5MNaCl

　Q − o ： 0．5MNaC1 十 10　 mM 　L−proline
　 △

一
▲　： no 　 NaC1

　▲
一一

▲ ； no 　NaC1十 50　mM 　L −proline

酵素活性に対す る こ の よ うな効果を含めて 以下 L・pro−

line効果
ll）とよぶ こ と に す る ，

3． La ¢ tic　dehydrogenase 活牲 の 耐 塩 性 お よ び

L・proline の 影響　　本菌の 最 も重要な酵素の 1 つ で

あ る 乳酸脱水素 酵素を と りあげて ，NAD −1inked　lactic
dehydrogellase活性 およ び flavin・contain 三ng 　lactic　de’

hydrogenase活性の 耐塩性と L・prolineの 影響を 試験

した，

A ．　Flavin−linked（unidenti 丘〔最）lactic　dehydrogenase

活性　　本酵素 の 存否を検討 し，Fig，3 の 結果を得た。

本菌 に は フ ラ ビ ン 酵素 と み られ る 乳 酸 脱 水素 酵 累 活 性

の 存在 の 可能性 を 認 め た．本酵素活性 は 0．5M 食塩

で約 20％ ， 1．OM 食塩 で約 45％の 阻害を受けるが，

本酵素 の 関与す る反 応 に 対 す る L−proline 効 果 は な か

っ た．本酵素の Km 値 は 1．1× 10−2M で あ っ た ．

B ． NAD −linked　lactic　dehydrogenase活性　　本菌

で の INAD関与の 乳酸脱水素酵素 の 存 在 を 確か め るた

め に ， 基質 と して 乳酸と ピル ビ ン 酸を用 い た，本酵素

活性 は Fig．4，5 に 示 した．　 NAD 関与 の 乳酸脱水素

酵素の 存在 は乳酸お よ び ピ ル ビ ン 酸 の 両 基質 の 場合 に

0．

zEO

．
08

花
　 0．
00

　　　

0 1 2　　　 3
min

4

Fig，3．　Effect　of 　L
−
proline　on 　the　flavin−linked

　　lactic　dehydrogenase　act 三v 玉ty　Qf 　1’etracoccus
　　No ．100　in　the 　presence　 of　NaCl，

　　　The 　reaction　mixture ，　 containing 　33．3

　　mM 　2
， 6−dlchlorophenol−inclophenol， 6．67

　　mM 　 lactate，　 NaCI ，　 L−pro！ile，　 and 　 crude

　　 enzyme 　 solution ，　 was 　incubated　 at 　30℃ for

　　41nin ； pH 　7．0， 0．2Mphosphate 　buffer．

　 ■
一

■　　：　〔）3ntrol

　 ●
一

● ： 1．OMNaC1

　●一一● ： LOMNaCI 十 100　mM 　L−proline
　 O − O ： 0．5MNaCI ＋ 10　 mM 　 L −proline
　 o −−Q ： 0．5MNaCl
　 ▲

一
▲ ： no 　 NaC1

　▲ 一一▲ ； no 　NaCl 十 50 皿 M 　 L −proline
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Fig，4．　 Effect　of　L −proline　on 　the 　NAD −linked

　　lactic　dehydrogenase　activity 　 of　Tetracoccus

　　No ．100　in　the　presence　of 　NaCl．
　　　The　reaction 　mixture ，　containing 　2．7mM

　　NAD ，0．1Mlactate，　NaC1，　 L−proline，　 and

　　crude 　 enzyme 　 solution，　 was 　 incubated　 at

　　30℃ for　4　min ； pH 　7．0，0．2M 　 phosphate

　 　buffer．

　 ▲　　　▲ ：　no 　NaCI

　▲ …▲ ： no 　NaCI十 100　mM 　L−．proline
　 △ 一 △ ： 0．1MNaCl

　△ …
ム ： 0．1MNaCl 十 100　mM 　L −proline

．o
− o ： 0，5MNaC1

　⊂）一一〇 ： 0．5MNaCl 十 25．50　mM 　L −proline
　O …Q ： 0．5MNaCl 十 100　mM 　L −proline
　 ●

一
● ： 1．OMNaCl

　 ●一● 11 ．OMNaCl 十 100　 mM 　L −proline
　 ■一 置 ： Colltrol

確 認 で きた ．

　本酵素活性 は乳酸 お よ び ピ ル ビ ン 酸 の 両基質に お い

て ， 食塩添加 に よ り同程度 の 阻害を受け，
O．5M 食塩

で 約45％ ，
1．OM 食塩 で 75〜80％低下 した．本酵素 の

関与 す る 反 応 に お け る L・proline効果 は 認め られな か

つ た．

　NAD 関与 の 乳 酸 脱 水素酵素の Km 値 は ピ ル ビ ン 酸

基質で 8．3× 10−， M で あ っ た．フ ラ ビ ン 酵素と み られ

る 乳 酸 脱 水 素 酵 素 の Km 値 は L1 × 10−ZM で ある か ら，

講 勳 K ・ 値 は そ の 瑞 で あ・・

C ． NAD −linked　lactic　dehydmgenase活性 に 及 ぼ す

培養条件の 影 響　　NAD 関 与 の 乳 酸 脱 水素酵 素の 関

与す る 反 応 に お い て 塩阻害解除 に L・pr。line効果は全

くみ られなか っ たの で， minimal 　 medium の 15．0％

食塩生育菌，15．0％食塩 十 〇。08％ L−preliエ1e 生育菌 お

よ び 無食塩培地 に 生育 した 正常菌か ら得 た 3 種類の

ユ

EO

馮

茹

oO

　　 0　　 1　　2　　3　　4　　5
　　　　　　　　　　 min

Fig．5．　 Effect　 of　 L −proline　 on 　NAD −linked

　　lactic　dehydrogenase　fro．m 　Tetracoccus　No ．

　　 エ00in　the　presence 　 of　NaCl．

　　　The 　reaction 　 mixture ，　 containing 　 133 μM

　　NADH ，　L 　67 皿 M 　py皿 vate ，　NaCl ，
【、−proline

　　and 　crude 　 enzyme 　 solution ，　 was 　lncubated
　　at　30℃ for　51nin ； pH 　 7，0，0．1Mphos
　　phate 　buffer．

　 團
一一

圏　：　Control
　 ●一 ● ： 1．OMNaCl

　■
一

● ： 1．OMNaCl 十 100　 mM 　L −proline
　 Q ・一〇 ： 0．5MNaCI

　O −−O ： 0．5MNaCl 十 100　 mM 　L −proline
　 ▲一 ▲ ；　no 　NaC1

　▲ 一一▲ ： no 　NaCl 十 100　mM 　L −proline

NAD 関与の 乳酸脱水素酵素の specific 　 activity を 比

較 した．

　 3種類 の 異な っ た培養条件で 生育した菌の NAD 関

与 の 乳 酸脱水素酵素 の 塩 阻 害 は ，
Table　3 に 示 した ご

と く，同程度で あ っ た ． しか し 高濃度食 塩存在下 L −

proline効果に よ っ て 生育した 菌 の NAD 関与の 乳酸

脱水素酵素の spec 三丘c　activity は ， 他 の 生 育菌に くら

べ 十数倍高く，LOM 食塩存在下 で も無食塩培地 に 生

育 した 正常菌 の 食塩無 添加 の 場合とほ とんど同じで あ

っ た ．L−Pro丗1e を 含 まな い 高 濃度 食 塩 培地 で の 生 育

菌 の 場合 は specific 　 activity が 低 く， 食塩存在下 の 生

育時 に み られ る lag　phase の 長 くな る原 因とも考 え ら

れ る．高濃度食塩存在 下 に L−proline の 培地 へ の 添加

に よ り短時間 に 旺 盛 に 生育 した 菌 よ り得 られた NAD

関 与の 乳 酸 脱 水 素酵 素 は 粗酵素液 の 調製方法 を 同一条

件 に した とき正 常菌 に くらべ 常に speci丘c　activity が
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TaUe 　3．　 NaCl　inhlbitlon　 of 　NAD ・linked　Iactic　 dehydrogenase　 fmm 　71etra−

　　　　 cocccr ．s　 No．100　 grown 　on 　mini   1調 luln　 containing 　 NaCI　 and

　　　　 レ proline．

Medium
Minimal　 medium

＋ 15．0％ NaCl

Mini  1　 medium

＋ 15．0％ NaCl
＋ 0．08％ L −Prollne

Minimal　 medium

NaCl　 KCI　　 Sp，　 act ．　　 Inhibition

（M ）　 （M ）　　（× 10“4 ）　　 （％）

Sp．　 act ．　　 Inhibitien　　　Sp．　 act ，　　 Inhib三tion

（× 10−，
）　　 （％）　　 （× 10
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Fig．6．　 Rechrornatography　 of　NAD ・linked　Iactic
　　dehydrogenase　from　　Tetracoccus　No ．　100

　 　 0n 　 DEAE −cdlulose ，
　 　 　 Column ： 1cm 　 x 　l4　 crn ．　 Flow　 rate ： 10
　　ml ／10 皿 in．　E ！ so　recovery ： 91 ％．

　 ●一● ： Prote洫，　 x −一一× ： Specific　activity．

5 10　　 15
Naα （『ノ●）

20

F三g．7． Effect　of 　NaCl 　on 　the　catalase 　 activity

　　of 　 Tetracoccus　No．100　grown 　 on 　 minilnal

　　 medium 　 containing 　NaCl 　 and レ proline．
　 Reactiα 1 皿 ixture：

　 　0．1MH202 ・一…………・……………2．51n1

　　0．1MPhosphate 　buffer（pH 　6、8）…17，5ml
　 　 Deionized　 water ……・…・…・…………5．　O　mI

　　Crude　enzy 皿 e 　solution 　・・・・・・・・・・・・・・・…　0．5ml

　●一● ： Minimal 皿 edium −grown 　cell．

　△
一

△ ： Mini皿 al　Inedium 十 15．0％
　　　　　　　　　　NaCl 十 〇．08％ L −proline．

　O − ○ ： M 三nimal 　medium 十 15．0％ NaCl ．

十数倍高い 結果を 示す こ とか ら， L・prolineが 酵素蛋白
．
自体 に 変化を 与 え る こ とが うかが われ た．すなわち，

L−prolineは NAD 関 与 の 乳 酸 脱 水素酵素生成 に 強 く

関与す る こ とが推察された，
．
そ こ で DEAE −cellulose

カ ラ ム お よ び 同 カ ラ ム の 再ク ロ マ トに よ っ て 精製 した

NAD 関与の 乳 酸脱水 素酵素を 用 い て 再検討 した．

Fig．6 に 示 した ご と く，3 種 類 の 異 な っ た 培養 条件で

生育した菌 の NAD 関与 の 乳酸脱水素酵素活性区分は
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Table　4．　 Specific　activity 　of 　NAD −1三nked 　lactic　 dehydrogenase　 from　Tetra．

　　　　　cocctts 　No ．100 　grow 皿 on 　min 三mal 　 medium 　 con 亘aining 　 NaCl 　 and

　　　　　し
一pro践ne ．

Medium
M 三nimal 　 medium

＋ 15．0％ NaCl

Minimal 　 medium

＋ 15．0％ Naα

＋ 0．08％ L−ProlineMinimal
　 mediu 皿

NaCl 　 conc ．　 of

reaction 　 mixture
IIO

Crude　enzyme

solution 　（salted −out 　and

dialyzed）
1st．　DEAE −cellulose 　column

chromategraphy

2nd ．　 DEAE −cellulose 　 co −
lu  chromat 。graphy

43

200

250

1．OM no

8

40

100

230

900

1250

1．OM no

51

280

378

60

280

390

1．OM

15

50

90

Figures　of 　sp   三fic　act 三vity 　in　the　table　are 　multiplied 　by　10，．
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（
乏
も
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≧ 80
耄
信
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霎
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歪a。

一　
い

Fig．8．　 Effect　 of　L・proline 　on 　the 　catalase 　acti −

　　 vity 　of 　 Tetracoccus　 No ．100　growll 　 on

　　 minimal 　 mediu 皿 　conta 洫 加g　NaCI 　and 　L暫

　　pro1血e 　in　the　presence　of　15．0 ％　NaCl ．
　 Reaction　 mixture ：

　　 0．01MH ，O ， ； 15．0％ NaCl ； 0〜50　 mM

　　 L・proline； 0．07　 M 　 phosphate　 buffer（pH
　　 6．8）； and 　crude 　enzy 皿 e　 solution ．

　 ●
一

● ； Minimal 皿 edium−grow πa 　cell．

　 △
一

△ ； Minimal 　med 。十 工5，0％ NaCl十 〇，08％

　　　　　L−pr・1三ne ，
　 ○ − O ： Minimal 　med ．十 15．0％ NaCl ．

　 国
一

麗 ： no 　NaC1 ．　 Activity　taken 　as　 100　and

　 　 　 　 　 used 　 as 　the 　 reference 　 standard ．

伺 じ フ ラ ク シ ョ ン Ne．に え られ た が 3 者の specific

activity の 間 に は か な り顕著 な 差異を認 め た．上 記精

製段階 に おける specific 　 activity を Table　4 に 示 し

t ．DEAE −
cellulose カ ラ ム の 再 ク ロ マ ト に よ っ て 得

た specific 　activity は い ずれの 場合 も粗酵素液に く ら

べ て 約 6 倍を 示 した．高濃度食塩存在下 に L・pr。1ine

効果に よ っ て生育した 菌の speci 丘c　activity は L・pro−

1ineの な い 高濃度食塩 お よ び 無食塩生育菌 に くらべ 数

倍高 く，上 記 の 粗酵素 液 で の 結果を 再確認 した．

4． L−Proline に よ る catalase 活性 の 塩阻 害解除

本菌は カ タ ラ
ーゼ をもつ が，こ の 活性 は Fig．7 に示

した ご と く，皿 in  al 皿 ediu エn の 15．　0％食塩生育菌，

15．0％ 食塩 ＋ O．　08％ L −proline生育菌 お よ び無食塩 生

育 菌 と も に 10．　0％L）1上 の 食塩濃度で 若 干 の 塩 阻害 を 受

けた が，耐塩性 は 強い こ と が わ か っ た．

　カ タ ラ
ーゼ 活性 に 対す る L・preline効果は ，

　 Fig．8
に 不 した．カ タ ラ

ーゼ 活性 の 塩 阻 害 は L −prolineを 10

皿 M 添加す る こ と に よ り完全 に 解除 され うる こ とが

わ カ1
つ た．

考 察

　 Tetracoccus　No ．100 の 耐塩性 は L−prolile と構造

的 に 酷似す る L・pyroglutamic 　acid は 全 く効果を示 さ

ない ．ま た ビ タ ミ ン ，核 酸 塩 基 は耐 塩 性 促 進 効 果 が な

く，L−prolineに よ っ て の み 促進 され た．こ の L−proline
の 耐塩性促進効果を 2，3 の 酵素 に つ い て 考察した．

　Tetracoccus　No．100 は第 1報
1D）記載 の ごと くヘ ム

型 の カ タ ラーゼ を もち ， 本酵素 は FDP −aldolase 活性

の 場合と異な り耐塩性を有 した．大亦
17） らの Tetra・

‘OC ‘螂 緲 曜 の カ タ ラ
ーゼ 活性は耐塩性を有す る こ と

を 明 らか に して い る結 果 と一
致 した．し か し本酵素 は

若干の 塩阻害を 受 け， こ の 阻害は L −proline を添加す

る こ と に よ り完全 に 解除され た．FDP −aldolase 活性

は カ タ ラーゼ の 場合 に くらべ 耐塩性 が 弱い
，

こ の よ う
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な FDP −aldolase 活性の 関与す る反 応 に お ける塩阻害

は L −prollne 添加 に よ っ て 完全 で は ない が 明らか に解

除されるこ とが認め られた．

　 Tetracoccus　No．100 に は フ ラ ビ ン酵素とみ られ る

乳酸脱 水素酵素の 存在の 可 能性お よ び NAD 関与 の 乳

酸脱水素酵素の 存在を 認 め た ．北原
12） らは Lactob α

・

cillus 　casei 　に 　flavin−containing 　lactic　dehydroge 【lase

の 存在を 明 らか に して い るが ， 本酵素は 乳酸菌 に存在

す る と い う報告は非常に 少な い，7セ伽 60 α 鄲 No．100

の 場合は， NAD 関与 の 乳 酸 脱水素酵素の Km 値が

8．3× 1G−4M で あり，フ ラ ビ ン 酵素 とみ られ る乳 酸 脱

水素酵素の Km 値 は 1．1× 10
−2

　M で あ る こ とか ら，

本菌 の 乳酸生成 に は フ ラ ビ ン 酵素とみ られ る 乳酸脱 水

素酵素はほ とん ど関与しな い と推論 され る．

　 Tetracoccus　No ．100 の 乳酸生成は主として NAD

関与 の乳 酸 脱 水素酵索に よ っ て 営 まれ る と 考 え られ る

の で ，本酵素の 耐塩性 と L−proline 効果をみ た 場合，

本酵素 は NaCl お よ び KCI で 同程 度 に 阻 害 され た ．

大亦
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らに よ る Tetracoccus　soJiae の 乳酸脱水素酵素

は耐塩性を有す る とい う結果 と 相違 が み られ た．本酵

素 の 関与す る 反応 に お ける 塩阻 害 は L−prolineの 添加

に よ っ て 解除 されな か っ た．しか し高濃度食塩存在 ド

に L・proline効果に よ っ て 生育 した 菌の NAD 関与 の

乳 酸 脱 水索 酵 素 は ，
spec ．ific　activity が 高 濃 度 食 塩 お よ

び 無食塩培地 に生育 した jE常菌に くらべ 数倍高く， 部

分精製 した酵素液 に お い て 常 に specific 　 activity が 高

い 結果を 示 す ご どか ら NAD 関 与の 乳 酸 脱 水素酵素の

蛋 白自体 に差 の ある こ とが 推察され た．

　 以 上の よ うに Tetracoccus　No．100 の 食塩存在下で

の 生 育時 に み られ た L −proline の 耐 塩 性促 進 効 果 の 原

因は ，

一つ に は カ タ ラーゼ および FDP −aldolaseに み

られ た ご と く両 酵 素 の 関 与す る 反 応 に お け る塩 阻 害を

解除す る 効果 が あり，また一・
方 NAD 関与の 乳酸脱水

素酵素 に み られた ご とく speci 丘c　 activity の 高 い 酵素

が得 られ る とい う効果 の 両面 に わた っ て み られ る こ と

が 酵素 レベ ル の 解析 で 明らか と な っ て き た．NAD 関

与 の乳 酸脱 水素酵素の酵素蛋白に L−pre！ine が どの よ

うな メ カ ニ ズ ム で 関与 して い る か を解明す る こ と は 興

味ある 問題 で あ る．

要 約

　耐塩性乳酸菌 Tetracoccus　No．100 の L−prolineに

よ る耐 塩 性促 進 効 果 に つ い て 酵 素 レ ベ ル で 検討 し，以

下 の ご と き結果を得 た．

1． L・Prolineと構 造 的 に 酷似 する L・pyroglutamic

acid は耐塩性促進効果を 示 さな か っ た．

2． FDP ・
alddase 活性 は 高濃度食塩で 阻 害を受けた が．

L・prolineを添加す る こ とに よ っ て そ の 阻害 は部分解除

された．

3， 本菌に は フ ラ ビ ン 酵素 と み られ る乳酸脱水素酵素

の 存在の 可 能性およ び NAD 関与 の 乳酸脱水素酵素 の

存在を認め た．両酵素 は 塩阻害を受け，L −prolineは両

酵素の 関与す る 反 応 に対 して 食 塩濃度 に 関係な く効果

を示さなか っ た．前者の Km 値は 1．1 × 10’2　M で あ

り，
NAD 関与 の 乳酸脱水素酵素の Km 値 は 8．3x

10−‘M で あ っ た・

4． 高 濃 度食 塩 存在 下 に L −proline 効果 に よ っ て 生育

した 菌 は，無食塩 お よ び 高塩濃度下 に 生育 した 菌に く

らべ ，同
一

条件 で 調製 した NAD 関与の 乳酸脱水素酵

素液 の speci 丘c　 activity が 数倍高 く，　 L 　O　M 食塩 反 応

の 場合 で も，正常菌の 無食塩反応の 場合 と同程度で あ

っ た．L −1’roline は NAD 関与の 乳酸脱水素酵素生成

に 強 く関 与す る こ と が 推察 され た，

5． 本菌の カ タ ラ
ーゼ 活性 は10．0％以上 の 食塩濃度 で

若干 の 塩阻害を受けた が，こ の 阻害 は 10 皿 ML −proline

を添加 す る こ と に よ っ て 完 全 に 解除 され る こ とが 知 ら

れた．

・
本研 究 は 昭 和46年度，H 本農 芸 化学大 会 に 発 表 した ．
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