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　　The 　 culture 　fi］trate　 of 　the　CK 　strain ，　bclonging　to　thc　gcnus　O8燃 oぬ ，　exhibited
high　lytic　activity 　toward 　logarithmic　or 　stationary 　phasc　cells 　of 　many 　spcc 三es　Qf 　yeasも
when 　the 　yeast　cells 　were 　used 　as　substrate ．　 Gulturing　 conditions 　of 　the 　CK 　strain

giving　dle　optimum 　production　of 　the　cell 　wall 　lytic　enzyme 　were 　investigated．　 It　was

fbund　that 　glucan，
　the 　rnain 　cornponent 　of 　yeast　cel1　wall

，
　and 　laminarin　whose 　structure

is　similar 　to　glucan，　were 　effective 　induces　of 　enzyme 　production．　 Addition　of 　NaNO3 ，
KNO3 ，0r （NH4 ）2HPO4 　to　the　 medium 　promoted 　the　 enzy 皿 c　production，　 owing 　tQ

maintenance 　 of 　the 　broth　pH 　around 　 neutrality ．　 The 　enzyme 　production　was 　also

enhanced 　when 　the 　medium 　was 　sterilized 　at 　pH 　11，0　and 　readjusted 　tQ　pH 　7．0．　 This

enzyme 　 preparation　 showed β
一1

，
3−・glucanasc， β

一1
，
6−glucanase，　 mannanase

，
　protease，

and 　 amylase 　actiVities ．　 Optimum 　pH 　 and 　opti 皿 um 　temperature 　of 　the　lytic　activity

were 　 6．0−9．O　 and 　30°−40°C ．　 This　lytic　 activity 　 was 　 stable 　 at 　pH 　6．0一ユ0．0，　 but　 was

cernpletely 　lost　on 　treatment 　at 　50°α br　15　min ．　 The 　activity 　was 　also 　severely 　inhibited

by　10−4　M 　 HgCl2 ，

緒 言

　前報 1〕に お い て酵母マ ン ナ ン 分解酵素生産菌と．L て

分離 さ れ た CK 株が分類学的 な 検討の 結果 Oerskovia

属 に属 す る放線菌と同定 された．本属 に 属す る 菌株の

分離例は本邦 で は本菌が 最初 の 極 め て 特異な菌で あり，

しか も酵母菌体を基質と して 本菌を培養 した場合に 多

種 の酵母生細胞 に 作用す る強力 な 細胞壁溶解酵素 を 生

産 す る興味深 い 菌株 で もあ る．こ れまで に溶解酵素を

生産す る微生 物は数多 く知 られ て い るが，Oerskovia属

＊ Oerskovia　sp．　 ck 株の 生産す る酵母細胞壁溶解酵素 に

　関する研究 （第 2 報）

　PrOduction　 of 　Yeast　 Lytic　 Enzymes 　 by　 a　 Strain

　Belonging　to　the 　Genus 　Oarskovia（II）．

に 属 す る菌株 と して は ，
Mann ら2）が 報告 して い る の

が唯
一で あ る．しか しそ こ で は 粗酵 素 の酵 母 細 胞 に対

す る作用 を 電 子顕 微鏡 で観察 した結果，お よび 数種 の

酵母 に対す る溶解作用 を調 べ た に とどまり，酵素 の 諸

牲質 精製方法等 に つ い て は 記述 され て い な い ．そ こ

で 本菌の 生産す る溶解酵素 の 構成酵素群およ び そ れら

の 性質を 明 らか に す る た め 検討 す る こ と と した．まず

本報 で は酵素生 産 の 増大を 目的 と し，そ の 条件設定 さ

らに溶菌 ス ペ ク トラ ム
， 培養炉液 を 粗酵素と し た そ の

諸性質 につ い て 報告す る．

実　験　方　法

培地 お よ び培養方法 　　協会 7 号乾燥酵母　1 ％，
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Fig．1．　 Relation　between　the　enzyme 　concentration

　　 and 　the　lytic　activity ．

　　　　Lytic　activity 　was 　expre 晋sed 　by　T ．R ．R ．（Tur −

　　bidky 　Reductian　Rate）．　Refer　to　the 　text，

KH2PO40 ．1％，　MgSO4 ・7H200 ．05％ ，　CaC12 ・2H20

0．01％を 含 む pH 　7．0 に調 整 した 培地を前培養 ， 酵素

生産用 と し， こ れに 寒天 2 ％を 加 え た もの を菌株保存

培地とした．殺菌 は 120℃ ， 15分間行 っ た．培養方法

は寒天培地 上 で 24時間生 育 させ た 菌を 20時間振蘯前培

養 し， それ を 酵素生 産 培地 に 1％接種 し24時間振盪培

養 した．培養温 度 は全 て 30℃ で 行 っ た・

　溶解活性測定法　　協会 7 号酵母を グ ル コ ース 　 2

％，KH2PO40 ．1％，　 MgSO4 ・7H200 ．　04％ ， イー
ス

トエ キ ス 0．5％，ポ リペ プ ト ン 0．5 ％を 含む培地 で

30°C
，
8 時間振盪培養 した対数期 の 菌体を遠心分離で

集め水洗した もの を 反 応基質 とした．0．1M リン 酸緩

衝 液 （pH 　7）に 基質 酵母を 660　nm で の 吸収 が，吸光度

で 2．0に なる よ う懸濁 した 菌体溶液 2ml に ， 適当に 希

釈 した酵素液 2ml を加 え，　L 字型試験管中で モ ノ
ー
式

振盪機 に よ りゆ るや か に振 盪 しな が ら 30℃ ，1 時間反

応 させ た．酵素液と して は培養泝液を 用 い た．溶液活

性は 次の よ うに 求めた．

　　濁度減少率
s）（T ．R ．R ．）＝（ODo − OD ，）tODo× 100

　　溶解活性冨T ．R ．R ・× 希釈率

　　　 ODo ： 反応混液 の 660　nm で の 吸光 度

　　　 OD ，： 1 時間 反 応 後 の 660　nm で の 吸 光度

　酵素液 に は 培養液を 10，◎00× 9，10 分 間 の 遠 心 分離

に よ り除菌 した もの を用 い た が，溶解活性測定 の 際

Fig．1 に示 され る通 り T ．R ・R ・が65以上 に な ると酵素

量 と 比 例 しな くな るの で ， 65以 下 にな る よ う調整 し

た．
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Fig．2．　Effcct　of 　yeast 　concenttation 　 on 　production
　　of 　the　lytic　enzyme ．

　　　　Various　amounts 　of 　yeast　ceils 　were 　added 　to

　　the 　 medium 　 containing 　O．1％ KHzPO4
，
0．05％

　　MgSO4 ・7H20 ，　 and 　O．01％ CaCl2・2H20 ．　 Cu1−

　　tivation 　was 　carried 　out 　at 　30°C　with 　shaking 　f（）r

　　24hrs 　or 　48　hrs，24　hrs（●），48　hrs（○）．

実 験 結 果 お よ び 考察

　培養条件の 検討

　1． 基質酵母量 の 影響 ：酵素生 産 培養を 24時間行 っ

た 場合の 最 適 基質酵母 量 の 検討 を 行 っ た・Fig・2 に 示

す通 り 40gμ が 適当で あ っ た．なお培養時間を延長 し

て 48時 間 培 養 した と こ ろ溶解 活性 に 減少の 傾 向 が 見 ら

れ た ．

　2． 窒素源 の 影響 ：培地 に 酵母菌体が 基質 と して 加

えられて い る の で 窒素量 と して は十分 と考 え られ るが，

さらに無機窒素を添加 した 場合 の 効果を調べ た．各化

合物中の 窒素量が ほ ぼ 同
一とな る よ う加 えて 培養した

際の 酵素活性お よび培養終了時 の pH を Table 　1 に

示 した．NaNOs ，　KNO3 ，（NH4 ）2HPO4 等 は酵素生産

を促進 した が，そ の 他 の 化合物 は 阻害的 で あ り，ま た

培地 の pH は い ずれ も培養開始時 よ りか な り低下 して

い た．そ こ で CaGOs を 2 ％加え pH の 低下を抑えて

培養を行 っ た とこ ろ，Table　1 に 見 られる ように添加

化合物の 間に は差 は な く同程度 に まで 酵素活性 は 上 昇

した．こ の こ とか ら NaNO3 等の 添加 に よ る効果 は 窒

素源 と して の 効果で は なく培養中の pH の 低下を防ぎ

そ の 経過 が 酵素生産 に 適 して い た た め と思わ れ る．

　 3． 炭素源 の 影響 ： こ れ まで 知られ て い る 溶解酵素

は培地 に 細胞 壁 成分を 加 え て 培養 した 場合 に 誘導的 に

生産 され る と い う報告 が 大部分で ，
OkazakiS） の Mi 一
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Table 　1．　 Effect　 of　nitrogen 　source き on 　the　enzyme 　production．

Nitrogen　sources

　 　 　 No 　addition

・・nal 　pH
。諮 ε驪 、，

（NI…14）2SO4 　　　5．O　gμ

NaNO3 　　　　 6．3
KNO3 　　　 　 7．5

NH4C1 　　　　 4．0

（NH4 ），，HPO4 　 5．G

CH3COONH45 ．7

None

5．37

．77
．65

．46

．65

．96

．2

4凸

08

’
4485

　

只
V7

　

8

　

6

　 　 CaCOa 　addition

Fi・・1　pH
、器 蠶 1、，

58838987777

ハ
0

ρ
0

β
0

8608484778787

ハ
0

　　The　CK 　 strain 　 was 　 aerobically 　 cultured 　for　24　hr　 at 　30eC　in　 the　 basal　 medium

containing 　40／．
　dry　yeast，　O．1％ KH2PO4 ，0．05％ MgSO4 ・7H20 ，　and 　O．01％ CaCI2　at 　pH

7． T ．　R．　R．　is　thc 　lytic　activity （see 　the 　text）・

67ψ吻ψorα sp ．が starch を 基質 と して 培養 した 場合で

も溶解酵素を著量 に生産する とい う報告 は数少ない 例

の
一

つ で あ る．そ こ で 本菌 を細胞壁 成分 お よ びそ の 他

の 炭素源を基 質 と して 培養 した 際の 酵素生 産 に 対す る

影響を調 べ t ，な お yeaSt 　glUCan，　yeaSt　mannan は協

会 7 号酵母 か ら Peatら
4｝の方法 に よ り調 製 し， ま た

前報1）で 報告 した通 り本菌は非抗酸性 で あ る の で ， 培

養中 に pH が 低下す る の を防 ぐた め ，
　CaCOs を 2 ％加

え た ．結 果 を Table 　2 に 示 した．検討 した 炭素源で は

laminarin に かな りの 効果が 見 られ た が yeast　glucan

と代替で き る もの は なか っ た．ま た本菌に おい て も溶

解酵素 は 誘導的 ；C 生 産 され る と考え られ る が，Table

2 の 結果から誘導基質として は酵母細胞壁の 主 要成分

の一
つ で あ る β・1，3−glucan の 効果 が大きい こ とがわ

か っ た．

　4． pH の 影響 ：窒素源 の 影響を調 べ た際， 培養時

の pH が 酵素生 産 に 大 き な影響を与え る こ とが示唆さ

れ た の で， こ こ で そ の 検討を行 い Fig・3 に 結果を 示

した．培養基を各 pH に 塩酸また は苛性 ソ
ーダーで 諞

製 した 後， autoclave で 120°q 　15分間殺菌 した，殺

菌後 の pH は Fig．3 の カ ッ
コ 内に示 した 数値 に 変化

して い た．図 に見 られ る通 り検討 した pH 域 に お い て

は 6〜 10 ま で 生 産 され る酵素 活性 は 漸増 で あ っ た が

pH 　11で 急激 に 増大 した．本菌 が十分 に 生育 で きる

pH 域 は 前報
1）で 5 〜9 と報告 した が ，　 Fig・3 が 示す

通 り高 い 活性を示 した培地の 初発 pH は 9．7で あ っ た。

そ こ で 殺菌後 に pH を 7 に 再調 製 して 培養すれば更 に

生産 の増大が期待 されたの で 検討を行い ， そ の 結果を

Fig．4 に 示 した．　 pH 　10，11 と高い pH で 殺菌 した 後

に pH 　7 に 再調製 した 培 地 は 再調製 しな い 場合 よ り生

Table 　2．　 Effect　of 　various 　carbon 　sources 　on 　the

　　 cnzyme 　production．

Substrate

StarchDextranDextrin

（】ellulo 〜e

Glucosamine

Yeast　glucan
Yeast　mannan

Laminarin

GlucoseMannose

Mannitol

Galactose

Arabinose

RaMnose

LactoseMaltoseSorbOseSaccharQse

CMCChitin

T ．R ．R ．ノml
culture 　filtrate0000750QOO5000000000

　

　

　

11734211

　　The 　 mcdium 　 containing 　2％ yeast　extracts ，

0．75％ KNOs ， 0．1％ KHaPO4
， 0．05％ MgSO4 ・

7H20
，
0．01％ CaC12・2H20 ，　and 　2％ CaCO3 　was

supplemented 　 with 　O．5％ of 　 various 　 carbon 　 so −
urces ，　T ．R．R ．　is　 the 　lytic　 activity （see 　the　text｝．

産は約 2倍に 増大 した．また こ こ に 図示 して い ない が

培養中の pH の 影響 を 調べ るた め に 小型 jar　fermcnter

（500m1 容 ，
　 pH 　 controllcr 付） を 用 い て 検討 した．

N 工工
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　　The　initial　pH 　of 　the 　mcdium 　containing 　4％
dry　yeast， 0．75％ KNO3

，
0．1％ KH2PO4

，
0．05％

MgSO4 ・7H20 ，　 and 　O．01％ CaCl2 ・2H20 　was 　ad ，

justcd　 variously ．　 Cultivation　was 　continued 　for
24hr 　at 　30℃ with 　shaking ．　 Inoculum 　fbr　50　ml

medl   was 　 O。5　ml 　 of 　preincubati 。 n 　 medium ．
The 　figUres　in　parentheses　indicatc　thc　pH 　of 　the

medlum 　after 　sterilization 　at 　each 　pH．

Fig・3 の 実験 に お い て ，各 pH で 培 地 を 殺菌す る と先

に 示 した よ うに pH は 低下す る が，そ の ま ま の pH を

維持 して 培養を続 けた と こ ろ ， pH 　10 の 殺菌培地 （初

始 pH 　9）が 最高 の 活性を示 した ．小型 jar　fermcnter

に よ る 培養 と振盪培養とは通 気 量 を 同
一に して い な か

っ た た め 直接 比 較 は で き な い が， こ の 結果 と Fig．4

の結果か ら考察す る と培地 を高pH 領域で 殺菌 した こ

とが酵素生産を蔦めた主因と考え られ る．さ らに そ の

直接的 な原因を 推察する と， 酵母菌体を ア ル カ リで 加

熱 処 理 す る と中性付近 で 処理 す る よ り菌体成分 の 抽 出

・分解が促進 されて ，1）CK 株の 生育 あ るい は 酵素生

産 の 初期誘導 に 効果的 に作用す る分解物が生成された．

2）細胞 壁 成 分 が 部分分解 されて 基 質構成成分 が 変化

しそ の 結果誘導され る酵素群 の 比が変わ っ た，等が溶

解活性の 上昇を もた ら した原因 と して 考 え られ るが ，

さ ら に 検討 を 必要 とす る．な お Tanaka ら
5）は β一ユ，3−

91ucan を主成分 とした 3 種 の polysaccharide を基質

と して ，
Bacitlus　circulans 　WL 　12 を培養す る と β一1，

3−

glucanase 群 の 生成比は基質 に よ っ て 異なる こ とを報

告 して い る．

　経時的培養経 過　こ れ まで の 実験 で 設定さ れ た 培地

に Oerskeaia　sp ．　CK 株 を 振盪 培養 し，酵素生 産 時の 菌

の 生育，pH ， 溶解 活 性等の経時的 変 化 に つ い て Fig．5
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Fig．4，　 EH ヒct　 of 　sterilization 　pH 　of 　thc　medium 　on

　　the 　cnzyme 　production ．
　 　 　 　 The 　 cultural 　 conditions 　 were 　 thc　 samc 　 as

　　shown 　 in　 Fig．3
，
　 except 　that　the　 medium 　 was

　　rea 両usted 　 to　 pH 　 7．0
，
　 after 　 the 　 medium 　 was

　　sterilized 　at 　the 　pH 　indicated　in　the 　figure，

に 結果 を示 した．菌 の 生 育 は 濁度 に よ り測定 した．培

地中で は 基質酵母 が 分解され濁度が減少す る
一

方 ， 生

産菌が増殖 して 増加する 両者の 和 が測定され る の で 明

確に現われ て は い な い が ， 菌の 生育と共 に 酵素生産 は

増加 して い る．培養後20時間で 定常期 に 入 り溶解活性

も少 し遅 れ て 最大とな る が以 後漸減 した，溶解活性が

培養後期 に減少す る傾向は，Kitamura ら
6）が Arthro−

bacter　luteus
，
　Doi ら

7》が Artfirobacter　sp ・の 培養中に 観

察 して い る． しか し図 示 して い な い が ， 協 会 7号酵

母の glucan を基質とし遊離す る直接還 元糖量 を glu一
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Fig．5，　 Time 　course 　of 　the 　lytic　enzyme 　production

　　by 匸he　CK 　strain ．
　 　 　 　 The 　 cultural 　 conditions 　 were 　 the　 same 　 as

　　shown 　in　the　Fig．3．　 except 　that 　 the　 medium

　　 was 　 readjusted 　 to　pH 　7
，
　 aftcr 　the 　medium 　 was

　　sterilized 　at 　pH 　11．　 Lyt三c　activity （○），　Growth
　　（●）， pH （△ ）．
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Table 　3．　 Lytic　spectra 　of 　the　crude 　lytic　enzyme 　preparation ．

Strain
Suscept｛bility（T ．RR ．）

8hr　 culturcd 　 cells 　 30hr　cultured 　cells

Saた彡yeast
Sdkg　yeast
Becr　yeast
Beer　yeast
Wine　yeast
Bakeゼs　yeast
5α6‘たαro，廷ア‘6∫ cereviSiae

5，ce厂evisia8

5．‘erenisia8

5．　δe厂8露5歪α 6

5，6erθひisiaβ

5．ta‘‘爵

ε，rOtLxiis

．厂側 κ 認

s．Pasteri
S．roseis
．ノ

’
ermentati

ε・ノ争agilis

5，　itatiS駕5

s・‘artsbergensis

5．　eh6vali6ri
SChile∫ac‘harenlce5　Pombe
De ろaζyonりP‘85　hansenii

1），subg ’obsus

Schω annio ηアces　a ‘identali5

HansenUla　anemala

H ．‘aPStttata

Pichia　kudriavgeaii
P ．♪σ伽 ψ加

＆zccharePt アcodes 　l蜘 igii

（勉ク‘0606 ‘撹5atbldtes

TorulOP5iSα 1π漉血

T．ノ伽 磁

丁．‘θlldaalesa
C鰄 （iaρ6’li‘tt’05α

c ，Psetectotropi‘α’‘5

（7．Pulch8m
’
ma

c ．rebtesta
c ．trepicalis
c ，tttitiS

（7．gulliermロndii

IViOtiotoruta　glutinus
l〜．rZtbraBrettano

「哩ア‘θ 5　bnLxe〃ensis

KIOeckera　apiSut ¢ ta

1取 02砂 5f∫ ひα癩 うi’is
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165

　

　

141

　　　The 　reaction 　mixturc 　contain 量ng 　2　ml 　of 　thc　enzyme 　and 　2　ml 　of 　yeast　ce11 　suspension

〔OD ＝・2．O　at 　660　nm ）was 　incubated　at 　30
°C　fbr　2　hr．　 The 　susceptibility 　was 　expressed

byT ．R ．R ．
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canase 活 性 とみ な して 経 時 的 に 追 跡 した と こ ろ，溶 解

活性 と共 に 増加 して 最大 とな る まで は 同 じ傾向で あ っ

たがそ れ以後漸減 しなか っ た，こ の 両者の 活性 の 差 は

溶解作用 に glucanase 以 外 の 酵素 が 関 与 して い るた め，

ま た は Doi ら
7）が 述 べ て い るよ うに glucanase 群 の

比が 培養 の 経過と共 に 変化す る た め等と考え られ る が

今後検討 して 明 らか に した い ． pH は 初発の 7か ら培

養途中一時低下した後，しだ い に微 アル カ リ性 へ と変

化 した．

　溶菌 ス ペ ク トラ ム 　種 々 の 酵母に 対す る溶解酵素 の

作用を調 べ Table　31C 示 した・O・1M リン 酸緩衝液

（pH 　7）に 660　nm の 吸 光度 で 2．0とな る よ う各酵母 を

懸濁 し， そ の 2ml に 培養泝液 2ml を加え，30℃ ，2

時間反 応 させ て そ の T ．R ．R ．を 測 っ た．基質酵母 は 8

時間振盪培養 したもの を対数期 ， 30時間振盪培養した

もの を定常期の 菌体と した．T ・R ・R ・が 60以 上 の 酵母

はほ と ん ど溶解 して い た．本酵素 は 多種類の 酵母 に 溶

解活性を示 し， 対数期の 菌体 は もと よ り定常期 の菌体

に 対 して もか な りの 活性を有 して い た．これ まで 報告

され て い る通り酵素 に 対す る感受性と酵母 の 分類に 関

連性は見 られな か っ た．Rhedetorula　glatinis，
　Rhodetoratα

rubra ，およ び CrvPtoceccus　albidus 　lこは age にかかわら

ず全 く溶解作用 を示さな か っ た．土屋
8＞の 血清学的分

類 に よ る と RhedOt・ rula と COPt ・ cecczas とはそ れぞ れが

他 の 酵i母群 と異 な っ た group を 形成 して い る と述 べ

て おり，本酵素 の 感受性 と血 清的分類 とに 共通 性 が見

られ る こ と は興味深 い ．Pichia　P・llmorPha の 定常期菌

体に も活性を 示 さ な か っ た が，対数期 の 菌体を溶解 し

て い る こ とか ら本菌 は 培養が 進 む に つ れ て 細胞表層に

変化 が 起り， 酵素作用を受け難 くな っ た の で あろう．

ま た 対 数期の 菌体 の 方 が 定常期 の 菌体 よ り酵素 に 対す

る感受性 が 高い の が一
般的で あ るが ，

Table 　3 に 見 ら

れるように 1）ebaryemPtces 　subglebsus ．
，
　TorutoPsis　candida

，

Candida　gultiermendiiお よ び BrettanemJces　bruxetlensis　ag
は 定常期の 菌体の 方 が 感受性が 高 か っ た．現在 まで 報

告 され て い る酵素で 定常期の菌体 の方を良く溶解する

とい うもの は，岡崎 ら
9》の M 癖 ψ o卵ρ07 α sp ．カゴ生産す

る酵素 しか 知 られ て い な い が，本酵素の 他の 酵母 に 対

する作用 か らみ て，こ れ ら 4 種の strain が特殊 な た め

に こ の よ うな 結果 が得 られた もの と思 わ れ る．Saccha−

rencyce ∫　fragilisは snail 　enzyme や 他の 溶解酵素 に 対 し

て 感 受性の高い 菌株として 知 られて い るが ，
Monrea1

ら
10 ｝に よ る と MicromonesPera　 chalcea か ら得 た β一1，3・

glucanase を作用 させ る と protoplastは 生 成 した が，

細胞壁 は残存し電子顕微鏡で観察 した とこ ろ， 局部的

に 作用 を 受 けて い る に す ぎな か っ た との 報告もある．

本実験 で の S・gragitisがか な りの 抵抗性を 示 して い る

の は，Monreal らが用 い た strain に 近 い性質を持 っ た

strain で あ り本酵素 の 特殊性 に よ る もの で は な い と思

わ れ る．

　粗酵 素の 諸性質　本菌の 生産 す る溶解酵素 の 種 々 の

基質 に 対す る作用，酵素 の最適 pH ，　pH 安定性 ， 熱安

定性，金 属の 影響等 に つ い て 検討 した．酵素 に は培養

炉液 を透 析 した もの ， ま た 硫安塩析 （0．4飽和）後透析

した もの を用い た．

　1．　 酵素 の 種類　酵母菌体の 溶解は 複数 の 酵素が 関

与 し， そ の 相互作用 に よ り速 や か に 進行す る との 報告

11・12）が あ る の で， こ こ で 本酵素に 含まれて い る酵素

の 種類 を 調べ た．基 質 に 主 と して 溶解 に 関連 して い る

と考えられる試料 を用 い ，検討した結果を Table　4 に

Table　4．　 Hydrolysis　of 　various 　substrates 　by　thc　lytic　cnzyme ．

Substrate Hydrolysis Estimation

Yeast　gLucan

Yeast　mannan

Laminarin

PustulanColloidal

　chitin

Soluble　starch

Na −CMC

Milk 　casein

十

十

十

十

±

十

十

Fehling　solution

Feh1ing　solution

Fchling　s・lution

Fehling　solution
Fehling　solution

Fehling　solutien

Fehling　solution

Phen ・1；eagent

　　The 　reaction 　mixture 　containing 　2　ml 　ef 　O．2％ substrate 　in　O．1　M 　ph い

sphate 　buffer　at 　pH 　7　and 　O．5　ml 　 of 　the　dialyzed　lytic　enzyme 　were 　incub．
ated 　f（〕r　l　hr　at 　30℃ ，
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示 した．本酵素に は β一1，3・glucanase，β・1，6−glucanase，

Protease，　 mannanase
，
　 amylase 活性 が 認め られ た．

Chitinase活性は弱 く24 時間の 反応 で 認め られ る程度

で あ っ た．各活性は 0．2％の 基質を 含む 2ml の 緩衝液

（0．1M リン 酸緩衝液，　 pH 　7）に 酵素液 O．5ml を加え

30℃
， 1時間反応させ た後 ， 多糖類は生成 した還 元 力

を Fehhng 溶液 で ， ま た proteasc 活性 は phenol 試薬

に よ り判 定 した ．現 在 ま で 知 られ て い る溶解酵 素 の う

ち， protease活性が溶解作用 の 主要な役割を は た して

い る と い う報告
3・lt・13’14 ，

は 幾 つ か あ るが，本酵素 に お

い て，protease活性が 弱 い こ とを考える と溶解作用 の

主体 は protease で はな い と思われる．

　2・ 最適 温 度お よび pH ： pH 　7 で 1時間酵素反応を

行 っ た 場合 の 最 適 温 度を 求 め Fig．6 に 示 した．30〜

40℃ が 最適 で あ っ た，次 に 30°C
， 1時間の 反応 にお

け る夫々 の pH で の 酵素活性を求 め Fig．7 に 示 した。

緩衝 液 は tartratc，　 ace しate ，　phosphate，　tris−HCI ，　Na ．

carbonate の 各 0．1M 溶液を用 い た．最適 pH は 6〜
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Fig，6．　Effect　of 　temperature 　on 　thc　lytic　act．ivity．

　　　　Reaction　 mixturcs 　 containing 　 2　ml 　 of 　 the

　　cnzyme 　and 　2　ml 　of 　yeast　cell　suspension （OD ＝

　　2．O　 at 　660　nm ）were 　incubated　 at 　various 　tem ・

　　peratures 　f（｝r　l　hr　at 　pH 　7．
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Fig．7．　 Effect　of 　pH 　on 　the　lytic　activ 三ty．
　 　 　 　The 　 react 五〇 n 　 m 三xtures 　 consisted 　 of 　2　 ml 　 of

　　enzy 而 c　 solution 　 and 　2　ml 　 of 　ceH 　 suspension 　in

　　buH 艢 of　various 　pH ．　 Buffers　used 　 were 　O．1M
　　tartrate （pH 　3．O），

0．1M 　 acetate （pH 　 4．0−5．0），

　　0．1Mphosphate （pH 　6．0−7．0）， 0ユ Mtris −HCI

　　（pH 　9．0），
and 　O．1MNa −carbonate （pH 　10．0−11．0）．
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F三g ．8． The 　pH 　stability 　of 　thc 　lytic　enzyme ．

　　　　Mi 漁 res 　 containing 　1　ml 　of 　buffer　solution

　　of 　various 　pH 　and 　l　ml 　of 　enzymc 　werc 　allowed

　　 しostand 　fbr　72　hrs　 at 　5°G
，
　 and 　the 　residual 　ac −

　　tivity 　 was 　 assayed ．　Buffers　used 　were 　thc　same

　　 as 　dcscribed　in　F五g 、6，
　 cxcept 　that　buffcrs　were

　 　 diluted　to　O，01　M ，
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The 　thermal 　stability 　or 　the　lytic　cnzymc ．
魚 er　standing 　the　enzyme 　solution 　in　O．1　M

phosphate　buffer　at 　pH 　7，0　for　15　minutes 　at　va −
rious 　 temperatures，　 the　 residual 　 activlty 　 was

assayed ．
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Table 　 5．　 EHfect　 of 　 various 　 metal 　 salts 　 on 　 the

　　 activ 五ty　or 　the 　lytic　cnzyme ．

Metal 　salt T ．R ．R ．

FeSO4 ・7H20

MnSO4 ・4H20

ZnSO4 ・7H20
CaC12 ・2H20

CuSO4 ・5H2 （）

Pb （NO3 ）2

Li2SO4 ・H20

（NH4 ）6MO7024
・4H20

HgC12SnCl2
・2H20

None

0620464600242343232

　

33

Relativeactivity51056141030

28020808

　

90

1

　

111

　

1
　

　

　

　

1

　 4． 本粗酵素は多種類 の 酵母生菌体 に 作用 し， 対数

期お よ び定常期 の 両期の 菌体 を 共 に 溶解 した．しか し

検討 した酵母 の 中で ，
RhodOtorZtta　 gtutinis，

　 Rh ・dOt・tura

「 ub 「aJ お よ び CrvPteceeCttS　aibidus に は作用 しな か っ た．

ま た Pichia　polTmorPhaの 定常期菌体に も作用 しな か っ

た ．

　5． 本粗酵素の 溶解 に おけ る最適 pH は 6〜9 に 認

め られ，pH 　6〜10で 安定で あっ た．ま た 40°C，15分

の 処理 で 活性の 低下 が 見 られ ，
50°C

，
15分 の 加熱 で 失

活 した．10『4 　M の HgCl2 で 酵素 は 完全 に阻害を 受け

た，

）1

Gencentration　of 　 eaCh 　metal 　ion　in　 the 　 reaction

mixture 　was 　10−4　M ．

9 の 間に 認 め られ た．

　3． pH およ び温度安定性 ：pH 安定性 は酵素を各

pH に 調製 し 5°
（】

， 72時間放置後 そ の 残存活性を pH

7，
30°c で 測定し結果を Fig・8 に 示 した．　 pH 　6−−10

で 安定で あ っ た、熱安定性 は pH 　7 で 各温度 に15分間

保 っ た 後残存活性を測定 した． そ の 結果を Fig・9 に

示 した ．40°C15 分間 の 加熱で 活性 の 減少が 見 られ，

50 °q15 分間の 処理 で 活性は失われた・

　4． 金属 の 影響 ：酵素反応系 に 10−4M の 金属 が 含

ま れ るよ う添加 して そ の 影響を調べ Table 　 5 に 示 し

た．HgC12 に よ っ て 完全 に 阻 害された以外 に は他 の 金

属 に よ りほ とん ど影響を受けない よ うで ある．
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文

要

　L 　 Oerskovia　sp ．と同定された CK 株の 溶解酵素生

産 に は酵母菌体を 必要 と し， そ の 最適基質量は ，
24時

間培養 の 場合，40　gtlで あ っ た．添加 した無機 窒素源

で は NaNOa ，（NH4 ）2HPO4 ，　KNO3 に 効果が あ っ た．

　2． 培地 を pH 　11 に調製 し，ユ20°C，15分間殺菌し

た 後 ， pH 　7 に 再調製 して 培養する こ と に よ り酵素生

産を高 め る こ とが で きた．

　3． 本粗酵素に は β一1，3−glucanase， β一1，
〔Fglucanase

，

エnannanase
，
　proteaseおよ び amylase の 諸活性が あっ

た．chitinase 活性 は 微弱 で あ っ た・
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