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                Maceration of  Plant Tissues by  Basidiomycetes

            (II) On  Some  Sorts of  Polysaccharide Decomposing  Activities

                 
'of

 Crude Enzyme  Preparations

                                 Masanobu Kawai

                     (Kyowa Haldco Kogyo Co., Ltd., Tokyo Research
                     Laboratory, Asahi-machi, Machida,  Tokyo)

    Two  Bast'ctiomycetes strains,  Fbmitopsis aytisina and  frpex lacteus, were  cultivated  in

a  30 l jar fermenter and  crude  enzyme  preparations  were  prepared  from the culture  broth.

    Macerating, pectolytic, and  cellulolytic  activities  of  these two  preparations were  compared

with  those of  some  enzyme  preparations  on  the market  (Macerozyme and  Cellulase 
"Onozuka"

P-500). It was  found that all activltles  tested of  the two  preparations per weight  of  crude

enzyme  powder  were  2 to 5 times  higher than  those of  commercial  enzyme  preparations.

    Next, some  enzymologieal  properties of  these two  preparations were  investigated.

    The  optimum  pH  value  of  the enzyme  preparation  of  Ii: aytisina for the maceration  of

 petato-tuber was  about  5.0, whereas  that of  L lacteus was  more  acidic  (4.0-5.0).

    The  enzyme  obtained  from  F: c:ytisina  was  almost stabie  within  the pH  range  of  4. 0-

7.0, but that obtained  from L lacteus was  stable  within  a  wider  pH  range  below 7.0.

     The  optimum  temperatures  for the potato-tuber rnaceration  of  these two  preparations

 were  around  45-50 ℃ . The  macerating  activity  of  these enzyrnes  was  roduced  to almost

 nothing  by heat treatment at  60 
OC

 for 10 min.

    From  the  investigation of the pectolytic aetivlty  of  these two  preparations, it was  revealed

 that these preparations  did not  contain  pectin esterase  (PE) and  pectin and/or  pectic aeid

 transe-liminase (PTE), but did contain  polygalacturonase (PG) or polymethylgalacturonase

 (PMG).Mereover, these preparations were  able  to hydrolyze pectin more  easily  than  pectic

 acid.  
･

     The  enzyme  preparatien  of  L  l`rcteus is quite difierent from  that of  E  aytisina in the

 point that the former contained  a  cellulolytic  enzyme  with  a  high activlty  for the decompo-

 sition  of  filter paper, a  P-1, 3-glucanase, and  a  xylanase.  The  latter showed  much  weaker

 C2, Cx, B-1, 3-glucanase, and  xyianase  activities. The  activities  of  the  enzymes  of  the

 latter organism  were  one-twenty  fifth to one-seventyth  of  those ef  the former.

     0ptimum PH values  for the activity  of  all  the enzymes  mentionecl  above  (except C2

 activity,  the optimum  pH  value  of  which  was  4.0-4.5) were  much  the sarne,  around  pH

 5. 0.
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　　 The　two 　enzyme 　preparations　seemed 　to　be　almost 　free　from　any 　proteolytic　enzymes ．

　　From　the　result 　of 　a 　comparison 　of 　the 　 macerating 　 and 　 polysaccharide　 decomposing
activities　of 　 these　 two 　 preparations　with 　 those 　of 　 some 　commercial 　preparations，　 it　 was

supposed 　that　 some 　sort 　of 　endo
−PG 　with 　higher　affinity 　to　an 　esterified 　 substance 　 than　to

anon −esterified 　 one 　has　 something 　to　do　 with 　macerati
’
on ．　 However，　it　is　possible　that 　a

compllcated 　reaction 　of 　a 　pectolytic　enzy 皿 e　with 　C2　activity 　or 　a　xy ！anase 　activity 　has　a

part　in　maceration ．

緒 論

　前￥Hi） に 報告した よ うに
，
　 Fomitopsis　cyt ・isinα お

よび Ir♪ex 　lactezas（Z・82）よ り調製 した 酵素標品 は ，

植 物 組 織 崩壊活性 が 強 く，植物柔組織 を 容易 に 単細胞

に 解離 させ る．培養実験の 結果か ら考えて ，両株 とも

pectinase を誘導酵素 と して 生 成 して い る よ うに思 え

るが，Llacteus で は cellulase の 生 成 も著 しい．

　本報 で は，両 酵素標品 に み られ る種 々 の 多糖類分解

活性を比較 した結果を報告す る．担子菌の 植物組織崩

壊作用 に 関 して は，殆 ん ど報告 が 無い こ と を考え る と，

こ こ で 両株の 酵素 の 特徴を 明らか に して お くこ とは 意

味の あ る こ と で あ ろ う．

実験材料と方法

1． 供試菌株　前 報 i）
に 報告 した Fomitopsis　eyt ・isi−

na お よ び IrPex 　 lacteets（Z−82） の 2 株 で あ る．

2． 培地組成　seed 培地 と して は 両株に 共通 して ， し

ょ 糖4 ％，distilrers　 soluble 　3％，粉末酵母エ キ ス 0，3

％，KH ，PO ，　O．　1％，　 MgSO ，
・7H200 ．02％ の 組 成 の も

の を用 い た．初発 pH は F ．　cytisina で は pH6 ．0，

1．lactettSで は pH 　4．0 と した．

　 酵素生産培地 と して ，Ecytisina に は し ょ 糖 1 ％ ，

diStillers　soluble 　3 ％，　 pectin　2 ％，
’‘Ebios” O．5％ ，

KgHPO40 ．5％ ，
　 MgSO4 ・7H ，00 ，05％ で 初発 pH6 の

もの を，1．lacteztsに は 粉末 セ ル ロ
ース 2 ％ ，

　 soybean

meal 　 3％ ，
“El）ios”0．5％ ，

　 KH2PO4 　O．　5％ ，
　 MgSO4 ・

7H ，00 ．05％ で 初 発 pH4 の もの を使用 した．

3． 粗酵素 の 調製　粗酵素を得 るた め の 培養 に は 301

jar　ferrnenterを 使 用 した．ま ず 250　m1 容 エ ル レ ン マ

イ ヤ
ー ・

フ ラ ス コ （seed 培地 30ml を含む）に 保存培

養 よ り菌糸片を接種 し，30
°C で 4 〜5 日振盪培養す る．

つ い で 21 容 フ ロ レ ン ス ・
フ ラ ス コ （seed 培地 300ml

を 含む ） に 移 して 更 に 2 日 間培養 した もの を seed と

した ．こ れ を jar　ferrnerlterに植菌 し，
28℃

，
400rpm

，

15　l／min の 通 気量で 3 〜 4 日培養す る．一
般 に，　 F．

ccrtisina の 場合は96時間で 培養沖液 lml 当りの ma 一

cerating 活性 （以 後 MA と略す る）は35〜40 （％）

に
，
L　lacteus で は72時間 で MA 　75〜80 （％），

　 G 活

性は1500単位に達する．

　得 られた培養汐液に 2 倍量の 冷 ア セ トン を低 温 下 で

添加 し ， 生 じた沈澱 を 冷ア セ トン お よ び 冷工 一テ ル で

洗滌後，低温 に て 乾燥して 粗酵素粉末 を 得 た．い ずれ

の 場合 も沖液 101 か ら約 1509 の 粗酵素 を 得 る こ とが

で きた．

4．　 多糖類分解活性の 測定

a ・ Macerating 　activity （MA ） 前報
1） に 準ずる

が，酵素 は終濃度が 1％ に な る よ うに 0．1M 　 citrate ・

phosphate　 bufferに 溶解して用 い た．　 pH は，特別 の

場合以外は F．　cytisina に は 5．0
，
1．　lacteusに は 4，0

と した．

　 b．泝紙崩壊活性 （Ca 活性）北御門 ・外 山の 方法 2》

に よ っ た．反応温度 は45℃ で あ る．

　 c． CMC 糖化活性 （Cx 活性）松 葉等 の 方法
の

に よ

っ た ．40
°

C で 60分 間反応 させ，反 応液 5皿 1中に 生成 し

た 還 元 糖を Nelson−Somogyi 法
4｝

で 測定 し，活性は 反

応 1時間で 酵素 mg 当りの 生成 glucose量 （pg ／mg ／h「）
として表示 した．

　d．β・1，3・Glucanase 活性お よ び xylanase 活性

上述 の 緩衝 ta　3ml に 2，5％ 基質溶液 1ml お よ び 酵素

溶 液 1ml を 加 え た もの を 40℃ で 60分反 応 させ る．活

性は Cx 活性 の 場合と同様で あ るが，ル1，3−glucanase
の 場合は glucose に，　 xylanase の 場合 は xyiose に 換

算 した．基 質 と して ，β一1，3・glucanase 測定 に は 1am三一

narin を ，　xylanase 測定 に は市 販 xylan （トウ モ ロ コ

シ の xylan ）を用 い た．

　e ． Pectolytic　 activity 　ペ ク チ ン 質 の 液化活性

は ， 前記 緩衝液 2ml お よ び基質溶液 2ml に 酵素溶液

1皿 1 を 加 え て 40 ℃ で 5 分間反応さ せ た 後 ， オス トワ

ル ド粘度計を用 い て 粘度減少率を測定 して 求めた，基

質と して 市販の p  tin を 用 い た場合を PMG
， 市販 の

pectic　acid を 用 い た 場合を PG で 表 わ す ととに す る．

粘度減少率 は 次 式 よ り求 め た ，
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　　　毎 橇・ …

　　　V』 ：反 応 o 時間 目の 反応液の 粘度

　　　Vt ：反応 t 時間 目の 反応液 の 粘度

　　　Vff：水 の 粘度

　Pectin　esterase 活性 （PE ）は 2 ％ p  tin　10　ml に

前記緩衝液 8m1
， 酵素溶液 2m1 を加 え て 40℃ で 30分

反応 さ せ た もの 10m1 を，　 O．02N　NaOH で pH8 ．0 ま

で 滴 定 して 求 め た．

　P   tin　transeliminase（PTE ）は 1％ pectin　lml に

前 記 緩衝液 3ml
， 酵素溶液 1ml を加えて 40℃ で30分

か ら90分 に わ た っ て 反 応 さ せ ， そ の 0，5皿 1 を脱 イ オ

ン 水 で 5m1 に し，　 OD235 の増加 を 浸ij定 して 求め た ．

　f， Proteolytic　activity （PU ）萩原一一A エ1son 法
5）

に よ り測定 し た ．1 分間に tyTosine　1μg に 相当す る

三 塩化醋酸 （TCA ）可 溶吐N を 遊離 させ る 酵素 量 を 1

単位 と して 活性を表示 した．

5．　 供試酵素標品　比較の た め に 用い た市販酵素標品

は次の 通 りで あ る． Macerozyme （近 畿ヤ クル トK ．

K ．）， Cellulase“Onozuka” Pる 00 （近畿 ヤ クル ト1（．

K ．），Cellulase　AP （天野製薬 K ．K ．），　 Ceilulase　4000

（Mlles　Co、　Ltd．）．　Hemicellulase （東 京 化成 K ．　K ．），

Pectinase （東京化成K ．　K ．）．

実　験　結　果

1． 担子菌酵素標品 の活性　前報
1）

の 結果よ り考 え て

F ．cytisina お よ び 1．　lactettsの 酵素は macerating

活性，pectinase活性，　 cetlulase 活性 の 高 い もの だ ろう

と充分 に 予想 で きる．で は そ れ を市販酵素標品 と比較

した場合，どの 程度の もの だろ うか．そ こ で まず ma −

ce 「atin9 酵素 お よ び cellulase の 代表 として Macero −

zyme と Cellulase”Onozuka ”
を選び，上 記 活 性 の 比

較を 行 な っ た．結果は Table　1 に 示 した 通りで あ る．

　酵素重量当りの 活性 は担子菌 の もの が著 し く高い．

MA で は Macerozy 【ne の 2 〜3 倍 ，　 PG で は 4 〜5

倍 ， PMG で 約 5倍 で あ る。　Ceilulase　
“OnozUka”　1こ は

MA が殆ん どなく，　 pectinase活性 も弱 い．

　F．cytisina の 酵素 は，　 cellulase 活性が あま り高 く

なく，Macerozyme の そ れ に 近 い が ，
　 L 　lacteus の 酵

素は cellulase 活性 も著 し く高 い ，　Cellulase“Onozuka
”

と比 べ た 場合 C， 活性 で 3 倍以 上，Cx 活性で 約2 倍

で ある．酵素重量当りの みかけの 諸活性 は ， 損子菌 の

もの の 方が 高 く， い ずれ も市販品 の 2 〜5 倍で あ っ た．

2．Macerating 　activity 　ジ ャ ガ イ モ 塊茎 に対す る

崩壊活性 に つ い て 粗酵素 の 酵素学的性質を 比較した。

（Fig．1）．
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Fig．　l　Some　enzymological 　properties　of 　macerating

　　enz ｝Tmes 　produced　by　F ．乙，ytisina　（O
− ● ）　and

　　by　f．　 lacteus（O − ○ ），　 An 　 optimum 　pH 　 value

　　 was 　dete・mined 　 mak 血g　use 。f　 1％ s・luti・Ω s　of

　　the　enzyme 　preparations　dissolved　in　buffers　of

　　O，1Mglycine −HCl （pH 　2．2−3，1），　O．1Mcitrate ・

　　phQsphate （pH 　3，4−6．1），　 and 　 O．1　M 　 phosphate
　　（pH 　6．1．−8．2）．　pH −Stability　curves 　were 　o1〕talned

　　 as 　follows．　After　5％ sQlutions 　in亡he　buffers　were

　　incubated　at　30
°
C　fQr　20　hr，　an 　al 量quo亡 of 　each

　　 solution 　was 　diluted　with 　O．I　M 　citrate −phosphate
　　buffer（pH 　5．O　fQr　F．‘｝

・tisina　and 　pH 　4，0　for　L
　　 lacteus）and 　the　 renaining 　enzyme 　 activity 　 was

　　 measured ．　The 　 effect 　 of 　ternperature 。 n 　the 　enz −

　　ylne　 activ 三ty　 was 　 determined　 in　O．1Mcitrate −

　　phQspha ヒe　buffer　（pH 　5．O　for　F．　cytisina 　and 　pH
　　4．O　for　I．　lactetts）．　 Thermostabllity　curves 　were

　　 Qbtalned 　as　feElows．　After　1％ solutions　of 　enzyme

　　preparations 　in　the　alx ）ve 　buffer　 were 　treated　at

　　 various 　 temperatures 　 for　 10　 min ，　 the　 solutlons

　　 were 　irrunediately　cooled 　to　O℃ and 　the　residual

　　ellzy皿 e　activity 　was 　determilled．

Tab ！e　 1．　 A 　Oompar 捻on 　 of   c肛 ating ，　cel ！ulolytic ，　 and 　pectolytic　activities 　 among 　 enzyme 　prep肛 ati呱

lMac，， 。ti・ g

l（　　　activity1％ Enz．＄0！11．）

F ．く海 5加 4

1．lacteus

Macerozyme

．CeUulase “Onozuka ”

5263247

Ce　u　o工yt三c

　activity

ectolytic

activity

　　　　　　　　 Cx 　　　 l　　　 PG　 c2
（U ／mg ）　 1 （P9／mg ／hr） 1 （Enz ．11ng ）

8571477190 32055105502650 33246o

　 　 PMG
（Enz．0，5mg ）

838416

ユ7
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　 至適 pH の 測定は酵素を ，
0．1M 　glycine・HCI 　buffer

（pH 　2．2〜3．1）．0．1Mcitrate −phosphate　buffer（pH
3．4〜6．1）お よ び 0．1Mphosphate 　buffer（pH 　6．1〜

8．2） か らなる
一

連の 緩衡液系 に 溶解し，
45℃ で 2時

間反応 させ て 行な っ た． F ．　cytisina の 酵素 で は ， 至

適 pH は 約 5．0で あ っ た が，　 L 　lacteusで は 至 適範囲

が 広 く （pH 　4．　0〜5．0）．　 F．　cytisina の もの よ りや や

酸性側 に ずれ て い た．

　pH 安定範囲も両酵素 で か なり違 っ て い る． こ の 場

合 は粗酵素を上述 の 緩衡液系に 最終濃度が 5 ％ に な る

よ うに溶解し，
30℃ で20時間処理 した後 で ，

E 　cytisina

に対 して は pH 　5．0 の Llacteus に 対 して は pH 　4．0

の O．　1Mcitrate ・phosphate　bufferで 希釈し， 残存活

性を測定 し た．Llacteus の 酵素は安定範囲が広く，

検討した範囲 （pH 　2．　6〜8．　2）で は 目立 っ た 失活はな

い ．こ れ に 反 し ，
F．　cytisina の もの は pH 　4，0〜7．0

で安定で あり，pH 　4，0 以下 で 容易 に 失活す る点，　 L

lactettsの 酵素 と比較 して 対 照 的で あ る．

　温度に 対す る挙動 は両者良 く似 て い る．E 　cytisina

を pH 　5．0 の ．　 L 　lacteusを pH 　4．0 の 0．IMcitrate ・

phosphate　bufferに溶解 し， 2時間反応 さ せ た場合 の

ジ ャ ガ イ モ 塊 茎 に 対 す る MA の 至 適温 度は ，い ず れ

も45〜50℃ で あ っ た．熱安定性をみ る に は，各酵素を

そ れぞ れ上述 の 緩衝液に 溶解 して 各温度 で 10分間処 理

し，直 ち に 0℃ に 冷却 して 残存活性 を 測定 した ．い ず

れ の 場合も50℃ まで は安定，60℃ 以上 で 急激に 失活 し

て い る，

　両株の 酵素 は 作用 機作 に違 い が あ る らしい．濃度活

性 曲線 （Fig．2）を み る と ，
　 E 　crvtisina の 酵素 は ， 低

濃度 で の 活性 は 大 き い が 0．5mg／5m1 以 上 の 濃度で 活

性 の 増加 は 著 し く抑制 され て い る．とこ ろが ， Llac −

teUS の 酵素 は 酵素濃度 の 増加 に つ れ て 活性 も増大 し

て お り，Macerozyme の 場合 と同 じ傾向を示 して い た．

ミ，。

蓍、 Q

詈1。

耋
　 　 　 　 　 1　　　　 2　　　　 3
　 mg 　of 　● nzymo6 　1n　fhe　regc セ【on 　m 「xP 巳r辱

Fig．2Arelationship 　between　 the　 activity 　for　the

　　 maceration 　 of 　 plant　 tissues　 a皿 d　 concentrati   s

　　of   zyme 　preparati。ns ．

　　● 一 ● 　　：　e 【Lzyme 　frQm　F ．　c ）
，tisina

　　 O − ○ 　： enzyme 　from　L 　lacteus

　　 △ 一 △ ； Macerozyme ．

3． Pectolytic　activity 　っ ぎに MA と関連 が 深い

と思われ る pectinase 活 性を 検 討 した．両株 の 酵素 は

み るべ き PE お よ び PTE 活性を持 っ て い な い ．従 っ

て 担子菌酵素に よ る ペ クチ ン 質の 分解 は   do 型ある

い は exo 型 加水分解酵素 に よ る もの で あ る。　 PG お よ

び PMG と至 適 pH の 関係を ，
　 Fig．3 に 示す．

loo

羣 80
き

署 60

晝
莟 4。

§
o「
　20

pH

Fig．3　pH ・Activity　 curves 　 of 　 macerating 　 enzyrne

　　preparations．

　　● 一
●　： activity 　for　the　liquefaction　of　pectin

　　o − O ・ activity　 for　the 　liquefacti・ n ・f　Pectin
　 　 　 　 　 acid ．

　 い ずれ の 酵素 も PG よ り PMG が 高 く， こ の 傾 向

は 1．lacteusの 場合特 に 著 しい．至 適 pH は い ず れ

も pH 　5．　0 前後 に あり，　 E 　cytisin α で は MA の 至

適 pH に一致して い る．　 L　ltu：teus の 場合，至適 pH

は MA の それ と一致しな い が，酸性 で の 活性 が 高い

の で maceration へ の 関与を否定す る材料に はならな

い で あろう．PMG に つ い て み る と pH 　3．0 前後の 活

性は 至適 pH で の 値の 90％ 以上あり．　 PG で は pH

3〜6 に か けて 活性 に ほ とん ど差が な い と い え る．

　酸性側 に 至 る ほ ど組織 の 非酵素的崩壊 も大 き い こ と

6・7） が 知 られ て い るが， こ の こ とは酸性域 で は酵素作

用 が 強調 され る こ とを 意味 して い る とも考え られ る．

も し崩壊 に pectinaseが 関与 して お り，そ の酸性側で

の 活性が 至 適 pH で の 値と あま り変 らない 場合は ，

MA の 至 適 pH が p  tinase の そ れ よ り酸性側に ずれ

る こ とは あり得る こ とで あろう．

　特 に 活性の 高 か っ た PMG に つ い て濃度活性曲線を

調 べ て み た （Fig．4）．　 F．　cytisina の 酵素 は 活 性 が 強

く，約 0．3mg ／5m1 の 濃度 で pectin の 粘度 減 少率は

90％ に達す る．しかし， Llacteus の もの で は60％位

が 限度で あ り ， MA の 場合 （Fig．2）と対 照 的で あ る．

こ の こ と は，　 maceration に は p  tinase の み で は な

く，pectinase と他 の 要因との 複合作用 が 重要で あ る

こ とを意味して い る の か も知 れ な い ．

4．　その 他 の 多糖類分解活性と至適 pH 　複合作用 を
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Fig．4Ardationship 　between　the　visc〔msity　reduction

　　of 　 pectin　 and 　 cencentrations 　 of　 some 　 enzyme

　 　 preparatlons．

　　●
一 ● 　： Enzyme 　from　F．　cytisina

　　O − O ： Enzyme 　from　L　lacteus

　　 ▲ 一 ▲ 　： Cdlulase　AP
，

　　 △ 一
△ ： Macerozy 皿 e，

　 　 x − x 　： Cellulase　 4000．
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1＿　1αcfeus 　　　　　　　　　　@F．　cy言isin α　　　　　　　　‘翼　　
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ﾌ@
毛

  @ロ
2 ．

着

@ 簪 　 ω 前
者は 中 性プ ロテア ー ゼ を 後

者は 酸

プロテ アーゼを 生成す る，飼 料添加用酵素として cellulase ，　

ucanase 等が検討 さ れてい る が，酵 素 を消

力 の 補 助剤 として 用 い る 場合 は， 酸性プロ テ ァー

との複合酵素として 添加 する 方が望ましい． しか し， T

le 　 2 に みら れ る よ う に，いずれの酵素 標品も pro
ase

性が極めて 弱い ． Table　2．　Proteolytic　activity 　of　enzyme 　

eparations　　　 prepared 　fro 皿F．　ccrtisina　and

L　

ctes

．

HD6

．2

．8

．66 ．26 ．8Proteo
ytlc 　 activ

ty 　　　cas．　

　（PU）Pg　

r．

．cysin0

，

1．11

．7

． 210 ， 011

，

Llteu0

．

0．

1．

7

37 ．86 ．2pHFig ，5　pH ・Activity　curves　of 　so

　polysaccharide　　decomposlng　activities 　detected 　

　the　prepations 　　of 　a　 macerating 　 enzylne　pro

oed 　by　Basi

o − 　 　 morcetes・ 　　●一●
：

一1 ， 　 3 −glucanase ，

@ 　 O − ○ 　：　xylanase， 　
▲一 ▲

　
： 　Cx　actiVity ，

　△ 一△ 　 ： 　 C2 　 activity． 問 題 と す るには，

ずpectinase 以外 に どのよう な 活性 が含まれてい

か 検討することが 必 要であ る（Fig．5 ）．
Llacteus

の酵素は cellulase

β 一 1， 3 − glucanase ， 　 xyla − nase

い ずれの活性も 高 い．だ が C2 活性 の至 ma 　pH は 4

0 前後
に あ る が 他 の活 性はい ず れ も 5 ． 0 〜6 ， 0

あり，MAの至適 pH とずれ て い る ． こ れに 対し ， F ．　c

isina の酵 素で は いずれ の 活性も 至適 pH は5．

前後 に ある もの と思 われ， MAに一致して い る． し か し

いずれの活 性 も 弱 く ， L

cteus のものの1／25 〜1／70 にすぎ ない
． 5 ． Prete

ytic 　 acti ▼itY　 前 報s ）に述べたよ うに， E硼

刧αも Llacteus もprotease 生 産 菌 で あり ，

　尾崎ら9 ）は Llacteus を 種 々 の 培 地 に 培養し て， ce

ulase 活性を比 較して いる が ，その 際至 適 pH 　 6 ． 4

のprotease が 併産される と報 告 して いる ．

の 点 ， 量 的な問題を別に す れ ば ， 今
回の 結 果 は尾崎 ら の

果に近い ． LlacteUS は プロテ ア ーゼ生 産

件下では 多 量 の 酸性 プ ロテ ア ー ゼ を生成するが，セルラーゼ

産条 件 下で は それよ り

適pH の高いprotease 　 ．を少 量しか生

しない らしい ． 6．各 種 多糖 類分解活性の比較　

後に担子菌 酵 素 の 特徴 を明らかにする目的で

種々の多 糖類 分解 活 性 を 市販酵素のそれと比 較 した（Table 　3

． 　単位蛋白当りのMA はE　cytisina＞Macerozyme ＞ Cell
ase

　 AP ≒1
，

　 lacteusであり ， 　 C2 活性はCe ］lulase “Ono

ka ” ＞ L 　lacteus ＞Macerozy皿e ＞ F．　cytisi

の順 である． Cx 活性はCellulase ‘‘Onozuka ”が高く， 1

lacteus とCellulase 　 AP もかな り高い．β一1，

|glu ・ canase に は 特 に 活性 の高いもの は な いが， 　xylanas

活 性 は CeLlulase 　 AP と Llacteus

高い．　p tinase につい てみ る と，担子菌の酵素は
P

が高く，

F ． cytisina にあってはPG ．　PMG と も ic 供 試標

中 一 番 強い ． 　こ の 結 果 から macerat

g 　 enzyme の特 徴 を 明 白 に す るこ と は困 難なの

あ るが， つぎ の よう に述 べ る こ と はで き るだろう ． M

ﾌ 高 いも の は い ず れも p   ti − nase 活 性とC，活

が 高い点共
通

している．しか
し

， C2 活性は 極 めて 高いに も 拘

ず PG 活性の な い Cell ・ ulase “ Onozuka ” や
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−N ）
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Saccharification（pSg／mg ・N／5　 ml ：x102 ）of

　 　 CMC
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A ： The 　enzyme 　of 　F ．　c“
’tisina ，　B ： The 　enzyme 　of　I．　lactea∫

，

C ： Macerozy皿 e，　D ： Cellulase“Onozuka”P−500，　E ： Ce1】ulase 　AP （A 皿 ano ），
F ： Hemicellulase（Tokyo 　Kasei），

　and 　G ； Pectinase（Tokye　Kasei），

Pectinase（東京化 成） は い ずれ も MA が低 く，　 MA

と pectinase活性お よ び C2 活陛は必ず し も平行 して

い な い ．

　F．cytisina の 酵素は Macerozyme に 似て い て ， 主

体 は pectinase と考 え られ る．しか も PG ，　PMG の い

ずれ もが MacerQzyme の そ れ よ りも 3 倍位高 い．　 L
lacteus の 酵素は Cellulase“Onozuka ”

に 似て い て

cellulase が主 体と考え られ る．　 C2 活性も Cz 活性 も

Cellulase“Onozuka”に や や 劣 っ て い るが，　 MA で は

る か に 優れて い るの は PG の 存否 が 関係 して い るの か

も知れない ．

考 察

　担子菌酵素の 諸活性を比較した 結果．丑 砂 彦説 η α の

酵素も Llacteus の 酵素 もともに pectinase活性 が 高

く，特に 前者 に あ っ て は pectinaseが 主体と考 え られ

た．後者 は cellulase 活性 ，
　 xylanase 活性等も高 く，

主体は cellulase と考 え られ る．

　
一

般 に maceration は p  tinase に よ り起 され る も

の と考え られ て い るが ， 大池 ら
1°）

も述 べ て い る よ うに ，

pectinase活 性 と MA の 間に は必ず し も平行関係がな

い．今回 の 場合 も，例 え ば Table　1 に み られ る よ うに

Macerozyme の pectinase は 担 子菌酵索 の 1／5 位 で あ

る が MA は 1／2〜ユ／3 で あ る．も っ と も， 単位蛋白当

りの 活性で 比較す る と，
MA の 高い 株 は い ず れ も pe−

ctinase 活性 が 高 い とい え る一
／

しか し， こ の 逆は 成 立

しな い ．

　MA の 高 い 酵素は Ci 活性もか な り高 い が，　Cellul・

ase
“Onozuka”

の 例は，　 C2 活性 の み で は maceration

に 不 十分 で あ る こ と を 示 して い る，一
方 CeUulase　AP

の 場合を 見て み る と，C2 活性，　PG 活性と もに 低 い が

MA は 高 い． こ の 場合は PMG と xylanase 活性 が

高い ．Llacteus の 場合も，　 Cellulase“OlユozUka
”

と

比 べ た 場合，
MA が 高い の は PG 活性 と xylanase 活

性 に 原因が あ る よ うに み え る．maceration に h  ice−

1ユulase が 関与す る 可能性は十分 に 考え られ る 11・1： ）
の

で あ る が，xylanase の 至適 pH は MA そ れとは違 っ

て い て．あまり大 きい 意味 を持 た す こ とは で きな い ．
C， 活性や xylanase 活性 が 関与す る に して も2 次 的 な

もの にす ぎな い で あろ う．pH の ご とき物理 的条件が

maceration を修飾 して い る 可能性 も考えられ て よ い

で あ ろ う．

　担子 菌 酵索 に は PE や PTE が 認 め られ な い の で ，

pectinase と して 加水分解活性の みを考えれば良 い．

PE が認められ ない こ とは，担子菌酵素の MA が NaCl

濃度 に 影響 され な い こ と
13 ）か らも推察で きる．ま た ，

PG は Cat＋で 阻 害 され る例が 多 い が
s・7 ），　 CaC12・2H ，O

は撞子菌酵素 に よ る maceration に 何の 影響 も与え な

い
IS ）．　 こ の 点， 担子 菌 酵 素 の ペ ク チ ン 質液化活 性 に

PMG ＞ PG の 関 係の み られ た こ と に 関係す る の か も知

れない．

　maceration に は PE と endo 型 PG の 協 同 作用 が

必要な こ ともあ るが 14 ），endo 型 PG の み で も macer −

ation は 可能 と さ れ る し，
　pectin の 液化活性を endo 型

PG で 説 明 す る こ ともで きる の で
T＞

， 担子菌酵素 に い

わ ゆる PMG が存在する と考え る必 要 は な い．担子菌

N 工工
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の pectinaseは ，
エ ス テ ル 化度 の 高 い 基質に 親和性の

強 い 一種 の endo 型 PG と考 え て お い て も良 い だ ろ う．

糸 状菌の PG は，細菌や 酵母 の 場合とは異 な り， 多成

分 か らな る こ とが 知 られ て い る
7 ）． また ， 遠 藤 の も

maceration に 関与す る PG は ，い くっ か あ る PG 分

画中の
一

成分 だ けで ある こ とを示 して い る．担子菌の

場合も，
つ ぎに pectinase の 分画を行な い，どの 成分

が maceration に 関与 して い る か検討す る こ とが 必要

で あ る．

総 括

　F ・cytisina お よ び Llacteus を 301jar 　 fermen．

ter で 培養 し ， 培養沖液 よ り粗酵素を調製 し た．

　粗酵素 の maCerating 活性 ，
　 peCtinase活性，　 cellul ・

ase 活 性を 市 販 酵 素 標品 と比 較 した と こ ろ，酵素重量

当 りの 活性 で は ， い ず れ の 活性も担子菌酵素の 方が 2

〜5 倍高 い もの で あ っ た．

　 F．crvtisina の 酵素 の MA は ， 至 適 pH は 約 5，0，

pH4 ，0〜7．0 で安定で あ り， 至 適温度 は45〜50℃ ， 60

℃ に 10 分間処 理 す る こ とで 失活す る． こ の 酵素 に は

C2 活性 や Cx 活性 も認 め られ る が ，
　 L　lacteus の も

の に比 べ は るか に 弱い。pectinase 活性を み る と ，
　 pe−

ctin 液化活性が pectic　acid 液化活性 よ り強 く，
PE や

PTE は 認め られ な か っ た ．

　Llacteus の 酵素 の MA は，至適 pH は4．　0・−5．　O

で あり， pH 　7．0以 下で は 極 め て 安定 で あ る．至適温度

や 熱安定性 は F ．　cortisin α の もの と 変 らな い．こ の 場

合 も PE や PTE は 認 め られ ず，　 pectinase活性と し

て は加水分解活性の みが 認 め られ た．こ の 酵 素 は，

pectinase以 外 に も cellulase ，β一1，3−glucanase ，　 xyla −

nase 等の 諸活性 が 高 く，特 に C2活性 の 高い の が 特徴

で あ る．

　担 子菌酵素 は い ずれ の もの も， proteaseは含 ん で い

な い と考え られ る．す な は ち ， Ecytisinaの 酵素 は

pectinaseが主体 で あり，　 L　lacteusの 酵素は cellulase

が 主体 で あ る が pectinase活性 も高 い もの で あ る．

　担子 菌酵素の macerating 活性 と各種多糖類分解活

性を市販酵素標品 の そ れ らと比較し，maceration に は

エ ス テ ル 化度 の 高 い 基質 に 親 和 性の 強 い
一

種 の endo

型 PG が 関与して い る 可 能性が強い こ とを 述 べ た．

も っ とも，例えば L　lacteusの場合に は，　 pectinaseと

C2 活性 や xylanase 活性等 との 複合作用 を 考え た 方 が

良 い か も知 れ な い ．
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