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　　The 　formation　and 　secretion 　of 　cxo β一N −acctylglucosaminidase （EC 　3．2，1．30）pro −
duced　by　a 　strain 　of 　StreptemJces（L −13）was 　studied ．　 This　stra 三n　scereted 　only 　a 　small

amount 　Qf 　the　cnzyme 　into　thc　culture 　broth　while 　most 　ef 　the　enzyme 　appeared 　to　be
bound 　to　the 　exterior 　of 　the　cell ，

　from　which 　it　was 　not 　easily 　releag．　ed 　except 　by　incuba−
tion　with 　2 ％ NaC1

，
0．2Mphosphatc 　buffer（pH 　7．0＞，　or 　lysozyme　solution 　at 　40℃ ．

Othcr　agents 　such 　 as　dctergent，　 saccharide 　and 　pTQtease　were 　not 　 effective 正br　the
libera巨on 　of 　this　cnzymc 　from　the　celL 　The β一革 acetylglucosaminidasc 　thus　liberated
from　the　cell 　was 　f（）und 　 to 　be　rcahsorbed 　onto 　thc 　cell，　 When 　the　L−13　strain 　 cells 　 with

bound 　 enzyme 　 were 　incubated　 with 　 enzyme 　 substrate 　 solution ，　 the 　 subStrate　 was

hydrolysed　in　the 　same 　pattern　as　by　the 　cell −free　enzyme ．　 Other　strains 　of 　StreptomrVces
could 　also 　fbrm　cxQ β一N −acetylglucosaminidase 　to　some 　extent ，

緒 言

　前報
1）で 報告 した Bacittzas　subtiliS を強 く溶解す る 酵

素を生産する StrePtomlcesの一
菌株 （L−13 菌）が 培養炉

液中の 溶菌酵素 とは別 に，菌体に exo 　type の β
一N −ace −

tylglucosaminidasc ［E 、　C．3．2．　L　30］を 結合 して い る

こ とを見出 した．

　微生物 に お け る本酵 素 の 存 在 は，Aspergiltus　niger，2）

A ・Orコzae 、3｝B・subtitiS4 ｝ あ る い は Diplecoccus　Pneamoniae
5）な ど に 報告されて い るが，多種多様の 加水分解酵素

を 生産する こ とが 知 られ て い る StrePt・mJces に は ， 本

酵素 に つ い て の 報告が 見当 らな い．既報の 細菌細胞壁

＊
細菌細胞壁溶解酵素 の 研究 （第 4報）

　Studies　on 　Enzymes 　LySing 　Bacterial 　Cell　Walls 〔IV ）

溶解酵素生産菌で ，溶菌酵素と本酵素を併せ て 生産す

る とい う菌株 も見当らな い．

　Exo 　typc の β一N −acetylglucosaminidase は，直接細

菌細胞壁 の 溶解 に は 関与しない が，リゾ チ
ーム の よ う

な endo 　type の N −acetylmuramidasc で 消化 した ペ プ

チ ドグ リカ ン 分解物に作用す る と考えられ る．本酵素

を 生産す る B 、subtitis 　B に お い て ， こ の 酵素の 生理的

役割 に，細胞分裂 の 際 に 作用す る autolysin の よ うな

働きを期待 して い る報告 もある．e） そ こ で ，
　L−13菌 の

生産する本酵素を細菌細胞壁溶解酵素の
一

部と して と

り上 げ ， こ の 特性を 明 らか に して 他の 微生物起源の 酵

素と比 較 しつ つ ，StrePtomJces属一
般 の 本酵素の 位置づ

けを 行い ， 本酵素の 生理的役割を調べ る こ とを 目的 と

して 実験を 行 っ た．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

第 5 号 ，　 5 月〕 StrePtomりces の β一NLAcetylglucosan！
ip璽 L生塵 31Z−．

本報 で は主 に 本酵素の 局在性に つ い て 報告す る．

実験材料お よ び 方法

　供 試 菌 お よ び 培養条件　　前報
1）の StrePtemコces　L−

13菌を使用 し， 本菌 との 比較の た め に 発 酵研究所 よ り

分譲された 放線菌 も用 い た．L−13 菌の培養は次 の 5種

類の 培地を適宜使用 し，37℃ で 2〜5 日間振 と うして

行 っ た．培地 （A ＞；グル コ ース O・　5％，酵母エ キ ス 0・2

％，K2HPO4 　O．2％ ，
　MgSO4 ・7H20 　O．1％fO’よび NH4 −

HzPO4 　O．1％，　pH 　7．0，培地 （B）；pH 　9．0 に 調製 した培

地 （A）， 培地 （C ）；1．5％食塩を含む培地 （A＞，培地 （D ）；

ワ ッ ク ス マ ン 培地 ， 培地 〔E）；溶菌酵素生産用培地 ，

1｝

pH 　7．0を用い た．

　酵素活性測定法　　1mM 　 p−nitrophenyl 　fi−N −ace −

tylglucosaminide 　1．O　ml ，0。05　M リン 酸緩衝液 （pH

6．5）0．5m1 お よ び酵素液 0．5ml を 含む反応液組成 を

50℃ で 10分間反応 させ ， 遊離 した P−nitrophenol を

8．Oml の O．IM 　Na2GOs 溶液を加え て 呈色 し，430nm

の 吸 光度 を測定 した．酵素活性 は こ の 条件下 で，1分

間に 1μ mole の p−nitrophenol を遊離 した時 1単位 と

した．

　 基質　　P−nitrophenyl β一N −acetylglucosaminide は

Koch−Light 製品を用 い た．

実　験　結　果

　培地中 の 酵素の 蓄積　　L−13 菌を種 々 の 培地 で 培

養 し培地 中 に 生産 され る fi−N−acetylglucosaminidase

量を調 べ た．培地 （A ）〜（E）の 100　ml を 5001n1 容坂

ロ フ ラス コ に とり，こ れに前培養した L−13 菌を 10ml

接種 し，
37℃ で 振 とう培養を 行い ， 経時的 に 培養炉

液 の 酵素活性を測定 した （Fig．1）．

　培地 （A ）お よ び培地 （E）で は，培地中の 酵素活性 は

培養後 5 日 目に 至 る まで 非常 に 低 か っ た．こ れ に 対 し

て ， 培地 （B）およ び培地 （G ）で は 接 種後 2 日 目で 最高

に 達 し ， そ の 量 も多 い こ とが 認め られた．こ れは酵素

の 生 産 よ りむ しろ酵素 の 菌体外へ の 分泌 の 問題 で はな

い か と考え，本酵素 の L −13 菌にお け る所在 を調 べ た．

　酵 素の L・13 菌体 に お け る局 在性　　上 の 実験 tcお

い て ，培地中に 多量 の 酵素を蓄積 した 培地 （B）お よび

（C ）と，酵素量の 少な か っ た培地 （A ）を 用 い L −13菌

を 2 日間培養 した後，
Fig．　2 に 示 した よ うに調製 した

各 フ ラ ク シ ョ ン の 酵素活性を測定 した （Table　1＞．

　 フ ラ ク シ ョ ン 1 は こ の 菌株が 培地 中に 分泌 した酵素

を示 し， フ ラ ク シ ョ ン IIIは 菌体内酵素 を示 して い る
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Fig．1．　 Time　course 　of β一1植 acetylglucosamini −

　　dase　 accumulation 　in　various 　culture 　broths

　　by　I．−13　strain．

　　一一〇一一medium 〔A ）， 一〇
− medium （B），

　　一
■
− medium （C ），一●一

皿 edium （D ），

　　一一●一一medium （E ）

が，フ ラ ク シ ョ ン Il はその い ずれ と も異 な るの で 菌体

結合酵素と仮称する．

　Table　1 に示した よ うに，検 討を加え た い ずれ の 培

地 で も， 菌体内酵素は殆ん ど認め られ なか っ た．培地

（A ＞で は 分泌酵素 に対 して 菌体結合酵素 の 割合が高く，

培地 （B）お よ び （C ）で は逆 に ，分 泌 酵素 の 割合が 高い

こ とが認め られた．すなわち ，
い ずれ の 培地 で も本酵

素 は生産され るが ， 培地に 分泌 され るか 否か に 差が あ

る とい うこ とで ある．こ の 菌体結合酵素 と分泌酵素が
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Table　1．　fi−N −Acetylglucosaminidase　in　three

　　fractions　 obtained 　from　L−13　 strain 　grown

　 　 On 　various 　mcdia ．

Fractionation

Enzyme 　activity

（un 三tslm1 × 10曹3
）

（A ）

Fraction　I
（extracellular ）
Fraction　II
（cell

−bOUnd ）

Fraction　III

（intraccllular＞

1．2

ユ5．7

0．3

（B） （G ）

23．0

4．0

0．4

19．2

6．2

0．4

ミ ・。

：

畧 6 。

ぎ

書。。

鬘
碁 2 。

暑
く

o

L−13strain　was 　cultivated 　in　thc　medium （A ），

（B）or （C）f（）r　2　days
，
　 and 　each 　fraction　obtained

by　the　treatment 　shown 　in　Fig．　l　was 　subjected

to　enzyme 　assay ．

同じもの で あれば ， 分泌酵素 は何 らか の 因子 に よ っ て ，

菌体結合酵素が菌体よ り遊離 して 培地中に 放出された

もの で はな い か と考 え られ る．そ こ で，分泌酵素と菌

体結合酵素の性質の異同を調べ る こ と に した，

　分泌酵素 と菌体結合酵素の 異同　　分泌 酵素 と して

は培地 （B）で培養 した 培養炉液を用 い ， 菌体結合酵素

として は培地 （A ）で培養 した 菌体か ら食塩 に よ っ て遊

離 させ た酵素を用 い た．実験に 先 だ ち ， そ れ ぞ れ の 酵

素を硫酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ る塩析 （0．8飽和）を行い ，

水に対 して透析 した後凍結乾燥 した．

　分泌酵素お よ び 菌体結合酵素 が L−13 菌体 に 再結合

す るか ど うか を 調べ た．食塩処理 に よ っ て 菌体結合酵

素を とり除い た L・13 菌体を 100℃ で 5分閥煮沸 し，

さ らに ブ フ ナ
ー

ロ
ー

ト上 で 0．1N 塩酸で 1 回 洗 っ た．

こ れを 水洗 して 完全 に 塩酸を除き凍結乾燥した．

／ ：／
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　 　 　 　 　 　 lnc 凵 bation 　 time 　 【 min ⊃

Fig．3。　Reabsorption　 of 　two 　 f（）rmes 　 of 　 thc 　 en −

　　 zyrne 　onto 　cellS　of 　L−13　strain ．
　 　 　 　The 　 L−13　 strain 　 ceUs 　from　 which 　 ce11・

　　bound　enzyme 　was 　 removed 　by　NaCl 　solu −

　　tlon　were 　suspended 　in　extracellUlar 　or 　 cell−

　　bound 　enzyme 　solution 　and 　the　suspension

　　was 　incubatcd　 at　30℃ with 　shaking ．　At

　　apPropriate 　intervalS，　aliquots 　of 　the　suspen −

　　sion 　wcre 　withdrawn 　and 　filtered　with 　Toyo
　 　 Roshi　No　5　C　and 　the　mtrate　was 　submlUed

　　to　enzyme 　assay ．　Enzyme 　absorbed 　by　the

　　cells 　 was 　expressed 　as 　the　per　cent 　decrcasc
　　in　the　enzyme 　activity 　of 　the　suspension 　dur−

　　ing　the 　incubation．
　　○ ： ce1 レbound 　enzyme

　　● ： extracellular 　enzyme

　凍結乾燥 した 分泌酵素 およ び菌体結合酵素標品 20

mg を 0．05M リン 酸緩衝液 （pH 　7．0）20　ml に 溶 か し，

そ の 酵素液 に 200mg の 凍結乾燥 した L −13 菌体を懸

濁 し，
3G℃ で ゆ る く撹伴 した．適宜 ，菌体懸濁液をと

り出し，菌体を除い た 上清 の 酵素活性 を 測 定 した．そ

して ， 最初 の 酵素活性 とこ の 上清中の 酵素活性 の 差を

菌体 に再結合した 量として 相対比 で 表 した （Fig．3＞．
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　　　　　Each 　lyophilized　preparation　of　extrace11ular 　and 　cell −bound 　enzyme 　was 　dis−

　　　solved 　in　e．05　M 　phosphate　buffer，　pH 　7．0　and 　applied 　to　a 　Biogel　P−60　column （3　x
　　　45cm），　 Chromatography 　 was 　carried 　out 　with 　the　same 　buffer　collecting 　5　ml 　in
　 　 　 each 　tube ．
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Fig．5．　DEAE −cellulose 　column 　chromatography 　or 　two 　forms　of 【he　enzyme ．

　　　　Each 　crude 　enzyme 　prepara1ion 　diSsolved　in　O．Ol　M 　phosphate　buffer（pH 　7．0）
　　was 　loaded　 on 　 a　DEAE −cellul 〔mse　 column （1．5 × 45　cm ）equilibrated 　with 　the　same

　　buffer．　 The 　column 　was 　eluted 　by　stcpwiSe 　elution 　with 　O．01Mand 　O．1Mphosphate
　　buffer　 and 　finally　 with 　O．1Mphosphate 　buffer　containing 　O．2MNaCl ．　 Fractions

　 　 of 　5　ml 　wcrc 　collected ．

　　（a ＞： cell −bound 　enzyme
， （b）： extracellular 　enzyme

　　−
○
− cnzyme 　activity ，一一一一一 〇D 　at 　280　nm

　Figure　3 に示 した よ うに，菌体結合酵素 の みな らず ，

分泌酵素 も菌体に結合す る こ とが認 め られた．

　次 に Biogel　P−60 に よ る ゲル 炉過を行 い 両酵素の炉

過 さ れ る 位置 を 比 較 し た t 凍結乾燥標品 10mg を

0．05M リン 酸援衝液 （pH 　7．0）20　ml に 溶 か し ， 同 じ

緩衝液で ゲル 涙過を行 っ たとこ ろ ， 分泌酵素お よ び菌

体結合酵素 と も 8 本 目に 酵素活性の ピ
ー

ク が 認 め られ

た （F三9．4）．

　さ らに二，DEAE 一セ ル ロ
ース カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
も試 み た．0，01M リン 酸緩衝液 （pH 　7・0）で 緩衝化

した DEAE 一
セ ル ロ

ー
ス （1．5× 45　cm ）に，同緩衝液 に

溶 か した酵素液 〔10mg の 凍結乾燥標品を含む）をか

け ， 同緩衝液次に 0・1M 緩衝液 で 溶出 を はか っ た （Fig・

5）．

　分 泌 酵 素 お よ び菌体結合酵素と も，0．01M で は溶

出 され ず 0．1M 濃度で 15番目の フ ラ ク シ ョ ン に 活性 ピ

ークを認めた．こ の 後 ，
0．2M 食塩で溶出して もい ず

れ も活性は認 め られな か っ た．

　以上の 菌体へ の 再吸着お よ び カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ーの結果か ら， 分泌酵素 と菌体結合酵素の挙動は 同

じで あり， 両酵素 は本来同 じ もの と考え られ る が，以

上の 方法 で は識別で き な い 供試菌が 培地 中に 放 出 す る

際に生ずる構造上の 変化や酵素 タン パ ク の一部の 修飾

の 可能性は残 っ て い る，

　 菌体結合酵素の 溶離因子　　今まで の 実験 で は食塩

処理 に よ っ て 菌体 よ り遊離 させ た酵素を菌体結合酵素

と呼 ん で きた．食塩 以 外 に こ の 効果 を もつ 因子を 探 っ

て み た．本酵素を結合 して い る L−13菌体，すな わち培

地 （A ＞で 2 日間培養して 集菌 水洗 した菌体 に 対 して ，

先の 食塩処理 と 同 じ処理 を Table 　2 に 示 した各化合物

を用 い て 行 っ た．また ，
こ の 菌体に 数種の 酵素を 作用

させ て そ の 溶離効果も検討した （Table　2）．

　そ の 結果 ， 食塩の 他に 0・2M リ ン 酸緩衝 液 に高い 溶

離効果が認められ，また酵素で は特 に リゾ チーム にそ

の 効果が 認め られた．一
方，糖 の 浸透圧ある い は界面

Tabie　2．　Some 　agentS 　 releasing β
・昂 acetylglu −

　 　 cosaminidase 　from　ceU 　of 　L・13　strain ．

Agcnt
Gon   ．　 Enzyme 　activity

（％）　 （unitstml × 10−3）

Tween 　80
SDSGIucoseMaltoseSucroseI

・ysozyme
PronaseTrypsinNaClUreaPhosphate

　buHfer

　（pH 　7・0）

1．01

．01

．0101

．00

．020

．020

．022

．00

．3M

0．2M

　 0

　 0

　 0
　 0

　 011

．61

．7L128

、0

　 0

31．5

The 　L・13strain　cells   1tivated　in　the　medium （A）
正br　2　days　were 　washed 　with 　water 　and 　suspended

in　each 　reagentsolution 　or 　enzy 【nc 　solution ・　AfL
ter　incubation　of 出e　suspension 　at 　40°C　fbr　l　hr，

thc　supematant 　obtained 　by　centrifugation 　was

subjected 　to　cnzyme 　assay ．

N 工工
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　 　 　 　 Celt 　 concent 「ation 　 l　 mg ／2ml ｝

Fig．6．　 Enzymic　action 　of 　L・13　strain 　cells 　bind一

　　至ng β一1VLacetylglucosaminidasc．

　　　　Various　 amQunts 　 of 　 lyophilized　ceIIS

　　were 　su8pended 　in　2．Oml　of 　2　mM ρ
一nitro −

　　pheny1 β一N −acctylglucosarninide 　solution 　diS−

　　solved 　 in　O．01　M 　phosphate　buffer（pH 　6．5＞
　　 and 　the　 suspension 　 was 　incubated　 at 　40°C ．
　　After　 thc　 incubation　 for　 10　min

，
　 p−nitro −

　　phcnol 　libcrated　in　thc　suspension 　was 　de−
　 　 terlnined 　as　usual ．

Table　3．　 Production　 of β
一1鳩 acetylglucosamini −

　　dase　by　various 　actjnomycetes ．

Strain Enzyme 　act 量vity

（units ！ml 　x 　10−3）

StrePtonrvees　albttS

5’reP 彦onl ‘es　albidus

St厂ψ’o叨 6θM 砺 4ψω 榔

StrePtom）ees　car：fornicus
StrePtonyces　griseoY7avus
StrePtomJces　griseus

StrePtemコce5　rimo5us

ルticrom卿 ψor α邱 ‘us

MicroPol2sPoraうreviSatena

ハle
‘ardia ‘orα〃ina

5‘rePtosPorandium 　roseum

StrePtonJces　L−13

17．129

．519

．　04

．74

．51

，11

，21

。OL22

．93

．027

．4

活性剤 で は効果 は全 くな く， プ ロ テ ァ
ー

ゼ に 少 し認 め

られ た．リン 酸緩衝液を 用 い て 酵素 の 菌体か らの 溶離

の 至適条件を検討 した．そ の 結果，L 一ユ3 菌体を O．2M

濃度 ， pH 　6．5−．7．0の 緩衝液 に 懸濁 し，40℃ で 2 時間

ゆ る く攪拌す る と菌体結合酵 素 の 溶 離 が 最 高 とな っ た

の で ， こ れを以後菌体結合酵素の菌体よ りの 溶離 の 至

適条件 と した，

　菌体結合酵素の 酵素作用　　菌体結 合 酵 素 が 菌体 に

くっ っ い た状態 で 酵素作用を行えるか 否 かを 検討した．

本酵素を結合して い る L−13 菌体を凍結乾燥 し，そ の

菌体を 2mg か ら 20mg まで を 秤量 し， そ れぞ れ を

2・om1 の 基質溶液 （0・0正M の リ ン 酸緩衝液に溶解）に

懸濁 し，
40°C で 10分間攬拌 した． こ の 懸濁液を東洋

炉紙 No・5C で 泝過 し， そ の 枦液 1．Oml を 9．Om1 の

Na2CO3 溶液に 加え ，
430nm の 吸光度を読 み遊離の

P−nitr ・ phenol 量を求めた （Fig．6）．

　予備実験 よ り，こ の 条件 で は本酵 素 の 菌体よ りの 遊

離は認めて い ない の で，Fig・6 の結果か ら菌体結合酵

素は菌体 に結合 した ま ま で 酵素作用 を 行うこ とが で き

る とい え る．な お，菌体 に結合 され た 状 態 で の 酵素活

性 は遊離の 酵素活性の60〜70％ で あ っ た，

　その 他 の 放線菌に よる本酵素の 生 産 　 L−13 菌の

fi−N −acetylglucosaminidase が 培地 中に 蓄積 して くるの

は，食塩 を添加 した 培地 か ある い はア ル カ リ側 に した

培地で 培養 した場合で あ っ た．そ こ で ，同 じよ うな 傾

Each 　strain 　 was 　grown 　on 　a 　medium 　 composed

of 　LO ％ meat 　extract ，1．O％ peptone，1．0％ NaCl
and 　O．2％

’
　yeast　extract ，　pH 　7．0，　for　2−5　days

，
　and

cnzymc 　activity 　o 『 thc　culturc 　filtrate　was 　deter−

mined ．

向を もっ た 放線菌が存在す るの で は な い か と考え，数

種 の 放線菌 に つ い て こ の 酵素の 生産の 有無 を調べ た．

L −13菌以 外の 放線菌は，今まで 使用 したい ずれ の 培地

に お い て も生 育が 非常 に 悪か った の で ，O．2 ％酵 母 エ

キ ス を含む ワ ッ クス マ ン 培地 （食塩濃度は 1，　O％）を使

用 し，37℃ で 2 日か ら5 日間培養 して 生育が 旺 盛 と

な っ た 培養 ビ ン の 培養炉液 を と り，そ の 培養炉液中の

酵素活性 を 測定 した （Table　3）．

　試験 した い ずれ の StrePtom“ces の 菌株 も酵素活性に

強弱 は ある けれ ど も ， 本酵素を 生 産 す る こ と が認 め ら

れた．特に ，
StrePtomlces　atbidttS は こ の 条件下で は L−

13 菌 よ り も高 い 値を示 したa

考 察

　fi−N −acetylglucosaminidase は糖 タ ン パ クあ るい は糖

脂質な どの 複合糖質の 糖鎖の 構造 解 明 の
一手 段 と して

使用が期待され，7・S｝一部市販 されて い るもの もある．
9》 ま た ，本酵素 は細菌細胞壁溶解酵素の 研究の

一
部 と

して ， 細胞壁ペ プ チ ドグ リカ ン の グ リカ ン 部分 を 切 断

す る 酵素 が ，
1VLacetylglucosaminidaseか N −acetyl −

rnuramidase で あ るか を ， 本酵素を用い て 識別す る こ

と が で き る と報告 され て い る．10 ・11》我 々 は B ・Sttbtiiis

溶解酵素生産菌 と して 分離 した StrePtonJcesの一
菌株

1）

が ， 菌体に 結合した本酵素を も っ て い る こ とを 見出し

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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た．一
方，StrePt・嬲 ‘6∫ 属 に つ い て みると キ チ ナーゼ 系

の 研究の
．一

部 と して， キ ト ビ ア
ーゼ が β

一N−acetylglu −

cosaminidase 活性を 併 せ も っ て い る と い う報告
12

・
ls｝

以外 に 本酵素を生産す る とい う報告はほ と ん ど見当ら

な い．

　さらに ，
Ortiz4） らは本酵素 を 生産す る B ．　subtilis を

みつ け，本酵素は培地中に 不溶性の ままで 存在し，高

濃度の 食塩 に よ っ て可溶化で き る と報告 し， さ らに，

本酵素は こ の 細菌 の細胞壁成長 に 何 らか の 役割 を は た

して い るの で はな い か と推察 して い る．6・14） 細胞壁構

造に 関 して は，StrePtomlcesと細菌で は類似 して い るの

で 著者らの 本酵素もレ 13菌に と っ て，細菌の autolysin

の よ うな 生理的役 割
10・15 ）をはた して い るの で はな い

か と考 え ，
そ の 性質 を明 らか に す る こ とを 試 み た．

　供試菌に よ る本酵素の 生産を ， 培地 の 条件を種 々 変

化 させ て 比較した．培地中に多量 の 本酵素を蓄積す る

の は ， 培地 の pH を ア ル カ リに した 場合かあ る い は ，

0，5−・LO ％の 食塩を 培地 に加 え た場合で あり，ふ つ っ

の 培養条伴 Fで は，本酵素は菌体に結合 して 存在して

い た．こ れ らの 培地 中 に はい ずれ も，本酵素 の 基質と

な る もの は含まれて い な い の で ，こ の 酵素は 供試菌 に

構成 的 に 合成され る もの と考えられ る．菌体 ic結合 し

て い る酵素 は ，
イ オ ン 強 度 の 高い 溶液ある い は，U ゾチ

ーム を作用 さ せ るこ とに よ っ て 容易 に 菌体 よ り遊離 さ

せ る こ とが で き る．そ こ で，供試菌が培地中に 放出 し

た β
一N．acetylglucosaminidase と食塩処理 に よ っ て 遊

離 させ た 菌体結合酵素 の 異同を調 べ た と こ ろ，L−13菌

体へ の 再結合ある い は，カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ーな

どに両酵素 は ほ とん ど同 じ挙動を示した．こ の 結果と

本酵素 が構成酵素で あ ろ うとい う推 察とを併せ 考え る

と，供試菌 の 本酵素の 生理的な 役割 は菌体 ic結合 され

た状態で は た され ， ふ つ うの 培養条 件下 で 培養後期に

培地中 に 放出され る酵素は ， こ の 菌体 に 結合 され て い

た酵素が ， 菌の 自己融解あるい は培地 の条件変化に よ

っ て，菌体よ り遊離 して きた もの で あろ うと推察 した，

　 L一ユ3 菌に 限らず StrePt・ nyces の数種の 菌株 も比 較 的

強い 活性を 有す る β一N −acetylglucosaminidase を生産

す る こ とを 認 め た．た だ し，
こ の 実 験 は，L−13菌が菌

体に 酵素を結合 して い るよ うな条件で は他 の 放線菌 の

生育 は 非常 に 悪 か っ た の で tL
−13 菌 で も培地 に 酵素

を蓄積 した条件，す な わ ち 培地 に 食塩を加えて 培養

を行 っ て い る．そ れ ゆ え 本酵素の 生産が 認 め られ た

StrePtomlcesの菌株が ，
　 L −13 菌と同 じよ うに 酵素を菌

体に 結合 して い るか ど うかは断定 しが た い が ， 本酵素

が こ れ らの StrePtemJcesの 菌株 に と っ て 何 らか の 共通

した生 理 的な 役 割を は た して い る可 能性 は十分考えら

れ る，そ して ，こ の 可能性を考え れ ば，まだまだ多 く

の StrePtomleesに 本酵素を 生産す る もの が 見 出 される

もの と思われ る．現在，こ れ らの 生 理 的 な 役割 の 解明

の 手 が かりと して ， 強 い 活性をもっ こ とが認 められた

S．　aibidus の β一N−acetylglucQsarninidase と L−13菌の 本

酵素とを 比較しな が ら性質 に つ い て 検討を 加 えて い る，

要 約

1． Streptom）ces　L−13菌の β一IV−acetylglucosaminidase

は構成的に生産され，ふ つ うの 培養条件 で は そ の 大部

分 は菌体 に 結合 して 存在 して い る．そ して ，
L−13 菌

を食塩を添加 した培地 か あ る い は pH を高く した 培地

で 培養す る と，本酵素 は培地中に 分泌される．

2． 菌体 に 結合 して い る酵素 も分泌 され た 酵素 もカ ラ

ム クロ マ トグ ラフ ィ
ーお よ び菌体へ の 再結合 に 同 じ挙

動を示 し ， こ れ ら両酵素 は同 じ もの で はな い か と推察

され る．

3． 菌体 に結合 して い る酵素は リゾ チ
ーム に よ っ て ，

ある い は 高濃度の 食塩溶液 あ る い は リン 酸緩衝液で 処

理 する こ と に よ っ て ， 菌体 か ら容易 に遊 離．させ る こ と

が で き る．また ， こ の 遊離 した 酵素は逆 に菌体 に 再結

合す る．

4． 菌体に結合して い る酵素 は結合 され た ま ま で ，遊

離酵素 と 同 じよ うに 酵素作用を行 うこ とが で き るE

5． L−13 菌以 外 の 放線菌 に よ る本酵素 の 生産性を調

べ る と，い ずれ の StrePt・ m
？ces の 菌株も活性 に 強弱 は あ

るけれ ども本酵素を生産する こ とが 認 め られ た．

）

）
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