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　　 The　characteristic 　effect 　of　L −proline　on 　the　halotolerance　of　7初 η卿 oc ‘螂 sp ．　No ．100，

alactic 　acid 　bacterlum　relating 　to　soy 　sauce 　brewing，　has　been　studied 　with 　regard 　to　 the

properties　 of 　 NAD −linked　 lactic　 dehydrogenase　（LDH ）　in　cells　 grown 　under 　 various

conditiens ，

　　 As　for　the　molecular 　weight ，　 the　LDH 　 obtained 　fro皿 three 　kinds　of 　cells　grown 　 on

hypetU）nlc 　 saline 　 medium （M −1），　 L
−
proline

−
enriched 　 hypertonic　 saline 　 medium （M −2），

and 　ordinary 　medium （M −3），　 was 　roughly 　the　same
，
　 apProximately 　67 ，000，　 acoording 　to

the　gel　filtration　metho 己　Themiostability　and 　pH −stability 　of　these 　enzymes 　were 　similar ．
On 　the　 other 　hand

，
　 the 　 optimal 　pH 　for　the 　activity 　of　 LDH 　 from　 cells　 grown 　 on 　 M −2

mediu   ，　 pH 　6．5，　 differed　 from　that　of　the　other 　two 　enzymes
，
　 pH 　7．O．　　 The 　 disc−

electrQPhoresis 　of　the　three　kinds　of　 LDH 　 revealed 　that　the　enzy 皿 e　from　 cells 　 grown 　 oll

M −2was 　charged 　mole 　electronegatively 　than 　the　 others ．

　　Such　a　modificat ｛on 　of　 an 　enzyme 　molecule
，
　 depending　on 　the　 amounts 　 of　 salt 　 and

L −proline　in　the　culture 　medium ，　 appears 　to　be　sign 量ficantly　related 　 tO　 the　 characteristic

behavior　of 　lhe 　LDH 　from　cells　grown 　on 　M −2．

緒 言

　著者らは ， 醤油乳酸菌 Tetracoccas　sp ．　No．100 の

耐 塩 性促 進 物質を 調 べ た と こ ろ，各種 ア ミ ノ 酸，核酸

塩基 ，
ビ タ ミン の う ち L

−proline の み が 耐塩性促進効

果を示す こ と （L
−
proline 効果）を見出 した．： A ’e〕

高

　†醤油醸造 に 関与す る 耐塩性乳酸菌 に 関す る研究

　　 （第 5報）

　 　Studies　 on 　Haloto1erant　Lactic　Acid 　Bacteria

　　Relating　to　Soy　Sauce 　Brewing （V ）

　
＊ Presented　 at　the 　4th ！nternational

　　Fermentation　Symposium 　Kyoto ；Abstracts，
　　pp ．220　（1972）．

濃度食塩存在下 に L
−
proline を添加す る こ とによ っ て

耐塩 性が 促進 され た 菌の proline含量を み る と菌体内

遊離型 は無食塩培地 に生育 した 正常菌の 場合に くらべ

て 著 し く多量で あ るが，結合型 の 含量 に は 大差 な か っ

た．高濃度食塩存在下で は 本菌の 呼吸能，醸酵能，

fructose−1，6−diphosphate−aldolase 活性 お よ び cata −

lase活性 は阻 害 され るが ，　 L−prolineを 添 加 す る こ と

に よ っ て 塩阻害が解除 され るこ とを認あた．ま た高濃

度食塩存在下 に L
−
proline 効果 に よ っ て 生育 した 菌 の

乳酸脱水素酵素 （LDH ）の 比活性は正 常菌の 場合 に く

らべ て 数倍高 く得 られ， L −proline は本酵 素 の 生 成 に

関与す る こ とが 強 く推察され た．本報で は ， 高濃度食
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塩 生育菌，高濃 度食 塩 存 在 下 に L −proline 効果 に よ っ

て 生育した菌， お よ び 無食塩培地 に生育 した 正常菌 の

三 種類の 菌体の LDH の 差異を比較検討 した 結果 に つ

い て 述 べ る．

実　験 　方　法

　1．　供 試菌　　醤油工 場 の 麹 ， 諸味中に 広 く存在 す

る耐塩性で homofemellterの 乳 酸菌 TetraCOCCtcs

sp．　 No．100 を用い た．

　2． 培養条件　 第 1報 1）記 載 の minima1 　medium ，

minirnal 　medium 十 NaCl　l50　g〃 培 地 ， 　お よ び

minimal 　 medium 十 NaC11509 ／1 ＋ L
−
proline　o ．8

g／1培地 を用 い て 301 容 jar　fermenterで Kd ；1．6×

10
− 6

で 対数期後半 まで 培養 した．Minimal　 medium

を M − 3 ，M − 3 培地 ＋NaCl　150g／1を M − 1 ，
　 M −

／

培地 ＋ L
−
proline　O ．8　g／1を M − 2 として 以後記載 し

た。

　 3．　 LDH の 精製　　 3種類 の 培地 に生 育 した 菌よ

り得た LDH の 精製 は 北原
D

の 方法 に 従 っ て 行な っ

た．精製方法の 詳細は第 3報
3） 記 載 の と お りで あ る，

M − 1 ， M − 2 およ び M −3 の 3 種類 の 培地 に 生育し た

菌 よ り得 た LDH は それ ぞ れ ，　 E − 1 ，　 E − 2 お よ び E

− 3 と して 以 後 記 載 した．

　4．　 LD ．H 活性 の 測定　　第 3 報
3） 記 載の ご と く，

LDH 活性 は ピ ル ビ ン 酸基質で ，
　 NADH の 酸化 を 340

nm 吸光度 で 測定す る Stolzenbach5） の 方法 に よ っ て

行 な っ た．　 LDH の 酵素反 応 に 対す る pH の 影響 は

30
°
C で O ．1M 　phosphate 　buffer を 用 い て pH 　5 ，5

〜8．0 の 範囲で 謫 べ ， 温 度 の 影響は pH 　7、O の O．1

Mphosphate 　bufferを用 い て 10〜50℃ の 範囲で 試

験 した ，

　5．　 LDH の 安定性試験 　　LDH の pH に対す る

安定性は pH 　4 ．5〜8．5 の 範囲 で 5
°C で 24hr 放置

して 調 べ ， 温度 に 対す る 安定性 は pH 　7．0 の O ．IM

phosphate 　buffer を 用 い て 5〜60’C の 範囲 で 20時

間 water 　bath に 放置し， 加熱処理 後の 残存 LDH 活

性 は ，第 3 報
3）

記 載 の ご と く 30°C で 測定 した．

　6． 蛋白質の 定量　　精製 し た 酵素液 の 蛋白濃度

は ， 標準物質として 結晶 bONin　 serum 　 albumin を用

い て ，Lowrye ）
の 方法 に よ り定量 した ．

　7． 分子量 の 測定 　　分子 量 は 5°C で 0．005M

phosphate 　buffer （pH 　7 ．0）用 い て Sephadex 　G −100

カ ラ ム （1．D．2．64cm 　x　98cm ）で ，
　AnarewsT）

の 方法

に 従 っ て 求めた．標準物質 は bovine　 serum 　 albumin

（MW ＝67，000 ），　 ovalbumin （MW ＝　45　，OOO），

chymotrypsinogenA 〔MW ＝25，000）お よ び myoglobin

（MW 　・・　17，800）を 用 い た，　 Void 　 vo ］ume （Vo 　・ 155

m1 ） は blue　dextran を 用 い て 求め た．

　8． デ ィ ス ク 電 気泳動　　電気泳 動分析 は Davis8〕

の ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 法 に 従 っ て 行な っ た．通 電

は カ ラ ム 1 本当た り 4mA で 60分開行な っ た．蛋白バ

ン ドの 染色 は Chrambnche ）
の 方法 に 従 っ て コ マ ジー

・ブ リ リア ン ト ・ブ ル ーを 用 い て 行 な っ た．蛋 白バ ン

ドは 0．1M 　phaFphate 　 buffer（pH 　 7 ，0） で 抽 出 して

LDH 活性の 測定を行な っ た．

実　験 　結　果

　 1．　 LDH の 精製　　 E − 1 ，　 E − 2 お よ び E −3 の

3 種類 の LDH の 精製過 程 の 結果 は Tab 　le　 1 に示 し

た．　 3 種類 の LDH は DEAE −
cellulose カ ラ ム ク ロ

Tab 　le　 1．　 Purification　of 　NAD −linked　lactic　dehydrogenase（LDH ） of 　Tetracoccus　sp ．

　　No ．100　grown 　 on 　 medium 　containing 　NaCl 　 and 　 L −proline．

Purification　 step

　 Specific　 activity 　 of 　 LDH
（dOD ／皿 in／mg 　proteinx10

−4
）

E − 1 ＊ 　 　　 　 　 E − 2 ＊

　 　 88　 　　 　　 　　 200

　 　400　　　　　　　 640

　 　715　　　　　　　　1，160

　 　800　　　　　　　　　1，560

E −3 ＊

Crude　enzyme 　solution （salted
−
out 　and 　dialyzed）

lst　DEAE −
cellulose 　column 　 chrornatography

2nd 　DEAE −
cellulose 　column 　 chromatography

3rd　DEAE −
ce 　llulose　column 　 chromategraphy

73280600610

　＊ E− 1 ； LDH 　from　minimal 　medium 　plus　 15％ NaCI 　 culture （M − 1 ），

　　E− 2 ； LDH 　from　minimal 　medium 　plus　15％ NaCl　and 　O．08 ％ レ proline　culture （M −2）．

　　E − 3 ；LDH 　 from　 minimal 　 medium 　 culture （M −3 ）．
Minimal　medium ： glucose ，2 ．59 〃 ； KH3PO4 ，59 ／1 ； MgSO4 ・7H20 ，0．19fl ；NH4C1 ，39 ／’；

thiamine ・HC1，50 μg／」；biotin，0 ．5　μg ／1 ；niacin ，1000 μg／1 ；L −leucinc， 0．3　g〃　； L −cysteine ，

0．eSO　g／　；pH ，7．0．
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Fig，1．　Effect　of 　pH 　on 　the　NAD −linked　lactic

　　dehydrogenase 　activity 　of 　Tetracoceus　sp ．

　 　 No ．100．

　　The 　 enzyme 　 activities 　 were 　 assayed 　in　the

　　 PH 　 range 　 from　 5 ，5　 tQ　 8 ．O　 with 　 O．1　 M

　　phosphate 　buffer　 at　 30
°C ．　　The 　specific

　　 activity 　　is　 defined　　as 　the 　 change 　in

　　 absorbancy 　at　340　nm 　per　min 　per　m9 　Protein・

マ トグ ラ フ ィ
ーを 3 回 く りか えす こ と に よ り，粗酵素

液 よ り約8 倍に精製で きた ．精製 した E −2 の LDH

の 比活性 は E − 1 お よ び E −3 の 場合 に くらべ て 二 ，三

倍高 か っ た ，こ れ ら精製酵素液 は 本酵素 の 安定性，活

性 そ の ほ か諸性質を調べ るた め に 供した．

　 2． 酵素活性 に 及ぽ す pH の 影 響 　　 E − 1，　 E −2

お よ び E −3 の 3 種類 の LDH の 酵素反 応 に 対す る

pH の 影響を Fig，1 ， 2 に 示 し た． 3種類の LDH

は と もに 中性付近 に お い て シ ャ
ープ な pH 活性 曲線

を示したけれども E − 2 の LDH 活性の最適 pH は

6 ．5 で あり， 他 の 2 種類 の 酵素の 最適 pH 　7 ．0 に く

らべ 明 らか に 異な っ た．最適 pH で の E − 2 の LDH

の 比活性は E − 1お よ び E − 3 の場合 の約 2 ．5 倍とい う

高 い 比 活性を 有 し た．O．SMNaCl 存在下 の こ れ ら酵

素活性 に及 ぼ す pH の 影響は無食塩反応の 結果 と同 じ

で あ っ た．そ して 本酵素活性 は O．5M 　NaCi に よ っ て

約50％阻害 さ れ た．こ の 阻 害 は 0．5M 　KCI の 場 合 で

も同様 に 観察され た．

　 3． 安性性 に 及ぽ す pH の 影響　　E −1，　 E − 2 お

よ び E −3 の 3 種 類 の LDH の pH に 対す る安定性を
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F三g．3．Effect　of 　pH 　at 　5
°C　on 　the 　stab 三lity　 of 　the 　NAD −1inked　 lactic　dehydrogenase8，　E− 1，

　 　 E − 2，and 　E− 3．

　　 The　enzyme 　sollltions （protein，4mg ％） were 　incubated　at　the　indicated　pH 　at 　5
°C　for

　　 2hr　and 　24　hr．　　The τemain 三ng 　 activities 　were 　 expressed 　as 　percentages　 of　the 　 initial

　　 specific 　activity 　of 　E − 1，　E− 2，　and 　E− 3　（310　x　10
一‘，　655　x 　104 　and 　320　x 　10

−4
．

　　 respectively ）．
　　 一

〇
一

： 2hr ；
一

●
一

： 24　hr ；
一一△一一24　hr　in　O，5　M 　NaCl 　solution ．
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Fig．5．　 Effect　 of 　temperature 　 on 　the 　NAD −linked

　　lactic　dehydrogenase　activity 　of 　Tetracoccus

　　sp ．　 No．100　 in　the 　presence　 of 　O．5　 M 　 NaCl

　　（
一

） and 　O ．5M 　KCI （一一一一．

Fig・3 に示 した．3種類の LDH は ともに pH 　 6 〜

7 で 安定 で あ っ たが pH 　8．0 以 上，　 pH 　5．0 以下 で 不

安定で あ っ た ．

　 4．　酵素活性 に及ぽす温度の 影響　　E − 1 ， E −2

およ び E − 3 の 3 種類の LDH の 酵素反応 に 対 す る温

度の 影響を Fig．4 ，5 に 示 した．こ れ ら酵素の 最適温

度 は約 35°C で あり， 10 ° C および 50 ° C で は 活性 は

低か っ た．0．5M 　NaCl お よ び 0 ．5M 　KCI 存在下 の

こ れ ら酵素活性 に 及 ぼ す 温 度 の 影 響 は無食塩反応の 結

果 と 同 じで あ っ た．そ して 本酵素活性 は O．5MNaCl

お よ び 0．5M 　KCI に よ っ て 約 50％ 阻 害 され た．

5． 安 定 性 に及 ぼ す 混 度の 影響　　E − 1，E −2 お よ

び E − 3 の 3 種類 の LDH の 温度 に 対す る 安定性 を

Fig．6 に 示 し た．こ れ ら酵素液は 5 °C で 安定 で あ っ
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　く゚ C ）　　 ・ Fig ．6 ．　Effect 　of　temperature 　 at 　pH　7，00n 　the　stability 　of 　NAD − 1inked 　lactic 　 dehyd

genases ，
　　E − 1 ，E − 2

　and 　E − 3 ． 　　The　enzyme　solutions （ protein，4mg ％）in 　O．1　M　phosphate 　buffer　pH　 7 ．O　
w

e 　incuba・ 　 　ted　in　a　water 　bath　at　 various　 temperatures 　for　1，6

　and 　20 　 hL 　　 The 　remaining　 activities 　were 　expressed 　as 　percentages 　of　 the 　initiai　specifi
@activ 虻y 　of 　　E− 1 ，E−2，　and

　E−3（310 　
x　

10 『些，655 ×10呷‘and 　320 ×10− ‘，　r

pectively ）
．

　 　一〇 一
：1hr ；一△一 ：

6hr
； 一●一：20hr ；一つ一： 20hr 　in 　O． 5　M 　 N

l 　 solution ． N 工工一 Eleotronio 　
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たが ， 30
°C ， 20時関 で殆んど完全 に失活した．0．5M

NaC1 存在下 で は こ れ ら酵素の 温度不安定性は 若干促

進 され た．

　6． 分子量 　　E − 1 ， E −2 および E −3 の 3種類

の LDH の 分 子 量 の 測定結果 は Fig．　7　IC示し た． 3

種類 の LDH の 分子 量 は い ずれも bovine　serurn

aib 皿 1in と同程度 の 67，0eo で あ っ た．

7． 電気泳動分析　　E −−1 と E −2 の 沖紙電気泳動分

析を O．IM 　phosphate　buffer（pH 　7。0） で 1cm 巾

あた り 1。2mA ， 4 時間行な っ た と こ ろ， こ れら二者

Fig・8．　Diec『electropbOresis 　of　NAD −in1［ed　lactic
　　d．hydlog  闘 e8 　from　Ttt，「ucocezas　8p 。　No 」 00．

　　Tho　th鵬 　　kind5　0f　purified　NAD −1inked
　　bctic　dehyd夢09   墨 8e （about 　50μg　of 　pmtein ）

　　prepar●d　by　chro 皿 巳togr墨phing 　tlree　times　on

　　DEAE −ceilulose 　were 　u8ed 　for止 e　poly巴cryla ・

　　mide 　ge且electrophore8is ・

Tab　le　l2 ．　Di  弋 1ectτ叩 ho爬 8i80f 　NAD −1inked

　　』匙｛ピtic　de｝匸ydrogena8e8 ，　E − 1， E − 2 ，　and

　　E −3，f  Tettfi− 38P ．　 N α 100．

S
噌 δδ鑑翫 ぎ

LDH

　　　protein× 10
罸‘

）

の 酵業の 泳動差は 4   L ある こ とが判 っ た．そ こ で ，

E −−1 ，E − 2 および E −3 の 3種類 の 精製 LDH に つ

い て ポ リア ク リル ア ミ ドゲル を用い るデ ィ ス ク電気泳

動分析を お こ な っ た と こ ろ Fig．8 に示す よ うに ， 3

種類の 酵素と もに 明瞭な single 　bend を示し，　 E − 2

の LDH は他 の二者に くらべ て マ イ ナ ス 荷電が大で あ

っ た．Tab　le　2 に示 した ごとく， 0．1　M 　pho5pbate

buffer（pH 　7 ．0）で抽出した酵業蛋白の バ ン ドはい ず

れ も LDH 活性が…肝 低下 したが，　 E −2 の LDH の

比活性は E − 1 およ びE −3 の場合 に くらべ 二 ， 三倍高

い こ とを再確認した．

E − 1　 　E・・2　 E − 3

考 渠

Before　electrophoresis

After　electrophoresis

800　　1560　　610

700　 　 140e　 　 550

The　pm 惚 in’b組 d　 on 　the　polyacryhnide　gel
column 　 wa8 α 【繊 cted 　 by　 l　 m10f 　 O．1　 M

phospbete 　buffer，　pH 　7．0， 飢 d　O．8　ml 　of　the

es ロ勠   w 晒5 　 u5gd 　 fbτ the 　 NAD −1in止cd 　 lactlc
dchydr    膿   y・

　前報
s）

に おい て 用い た LDH は DEAE −cellulose

カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを 2 回行ない 粗酵業液より

約 6 倍に 精製し た． 本報で は 1 回 DEAE −cellulese

カ ラム 処理を増す こ とに より約8 倍に精製する こ とが

出来，得 られ た 標品は 電気泳動的 に 明瞭な 8ingb

band を示 し た．

　前報
3）

に おい て ，本菌の 最も重要な酵素で あるLDH

の比活性が L −−proline効果 に よ っ て 増大 す る こ とを

示した，すなわち， 高濃度食塩存在下に L−preline 効

果に よ っ て生育した 菌 の LDH （E −2 ）の 比活性は ，

食塩不存在下 の 反応 で 他 の L−prolineを 含 まな い 高

濃度食塩生育菌の LDH （E − 1 ）， そ れ に無食塩培地

に 生育した 正 常菌の LDH （E −3 ）の 場合 ICくらべ て

数倍高か っ た．食塩の 添加 に よ っ て い ずれ の 比活性も

減少 したが上述の 傾向は維持され ， し たが っ て lM 食

塩存在下 の 反応時の E − 2の 比活性は E − 3 の
．無食塩反

応時の場合と同程度で あ っ た． 一
方 ， E − 1 は比活性

が低か っ た．こ の よ うに L−proline効果， すなわち高

塩濃度下の 生育促進 の 主原因 の 1 つ と して，酵素の 比

活性の 増大 に よるもの と考え られ た．そ こ で ， 本報で

は LDH の 比活性が こ の L
−proline効果に よ っ て高 く

な る原因を追求す るた め に上述 の E −1 ， E −2 お よ び

E − 3の 性質を比較検討 した．

　 まず iso　ymme の 存在の 可能性は，カ ラム ク ロ マ ト

1
グラ フ ィ

ーに おい て LDH 活性を示した ピークは 1 個

で あり， しかもい ずれも同一
の 位置に溶出した ζ とお

よ び電気泳動的 に おい て も単
一

の バ ン ドを 示 し た こ と

およびゲ ル 沖過法 に よ っ て測定した分子量もほぼ 同じ

で ある こ とか らで は非常に少ない もの と思われ るが ，

デ ィ ス ク電気 泳動分析 に おい て ， E −・2 の マ イ ナ ス 荷

電が他の 二者に くらぺ て大であ っ た． LDH の pH ，

温度に対する安定性および最適作用温度は 3種類の 標

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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品の 間 に は差 は 認 め られ な か っ たが， E − 2 の 最 適作

用 pH が 6．5 で ある の に 対 して E − 1 お よ び E −3 で

は 7．0 を示 して 明 らか に 異な っ た．

　 以 上 の ご と く，L−proline 効果に よ っ て LDH の 最

適作用 pH が 少 し酸性側 にず れ，ま た 電気泳動に おけ

る マ イ ナ ス 荷電 の 増加が 認 め られ た こ と は ， E −・2 の

蛋 白構造 が 他 の 二 者 に くらべ て 異 な っ て お り，そ れ が

LDH の 比活性を 高 くす る 原因 で は ない か と 思 わ れ

る．

　前報
2）に おい て，著者 らは Tetracoccu5　 sp ．　No ．100

の L
−
proline 効果生育菌は 菌体内遊離 proline 含量

が 増大 す る こ とを 述 べ た．同 じ 頃 P5 　lfiiO）
らは 植物組

織 に おい て 渇水時 ， 土壤 の salt 濃度 が 高 くな る と

prQline含量が増大す る こ と を示 して い る，

ま た Tempestlo らは最近 BaciUus　subtilis　var ．　niger

が培地 の 食塩濃度の 増大 と と もに 菌体内遊 離 proline

含量 が 特異的 に 増大 す る こ と と ，・Aerobacter　aeregenes

の 場合は食 塩濃度 の 増大 と と もに 菌体内グル タ ミン 酸

脱水素酵素活性 およ び遊離 glutamic 　 acid 含量が 増

大す る とい うこ とを 報告して い る．こ れ らの 事実は，

著者らの 見 出 した L −proline 効果 に も 関連す る もの

と して興 味が もた れ る．

要 約

　耐塩性乳酸菌 Tetracoccus　FP．　No．100 の LDH の

性質 に 及ぼ す L
−proline 効果 に つ い て ，

　 m 三nimal

medium の 高濃度 食塩 生 育菌，高濃度食 塩存在下 に

L −proline 効 果 に よ っ て 生 育 した 菌，お よ び 無 食 塩 培

地 に 生育した正 常 菌 の 3 種 類 の 菌 の 精製 LDH （そ れ

ぞ れ E − 1 ， E − 2 およ び E −3 と記 載す る）を 用 い て

検討し ， 以下 の結果を得 た．

　 1．ゲル 沖過法 で 求 め た 3 種類 の LDH の 分子量は

い ず れ も 67 ，000 で あ っ た．

　 2 ．3 種類 の LDH の 温度安定性，　 pH 安定性に は

差 は な か っ た．しか し E − 2 の LDH 活性 の 最適 pH

は 6．5 で あり他 の 2 種類の 酵素 E − 1 お よ び E − 3 の

場合は最適 pH が 7．0 で あ っ て，　 L−proline 効果 生

育菌 の LDH の み が 差異を示 し た．

　 3 ．3 種類 の LDH の デ ィ ス ク 電気泳動分析の 結

果 L−proline 効果生 育菌の 場合 は マ イ ナ ス 荷電が 他 の

二 者 に く らべ て 大で あ る こ と を認め た．

　 　 　 　 本 研 究は 昭 和 47年匿，日本農 芸化 学大 会に 発表 した ．
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