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　Enterobaぴ er 　cloacae 　GAO
，
　a　leavening　bacterium，　was 　stu 〔遜ed 　for　its　assimilation 　of　organie 　acids

contamed 　in　a　culture 　broth．五L　cloacae 　GAO 　prQduced 　lactic　acid 　and 　formic　acid 　therefore ，the 　lactate

dehydrogenase （LDH ）of 　E ．　 cloacae 　GAO 　may 　affect 　the　production　of 　hydrogen 　gas　by　the　bacterium，

We 　inves廿gated　the　purification　and 　eharacteristics 　of　the　lactate　dehydrogenase 　from　E．　c’o （tc
’
ae 　GAO ，

The 　last　pur 洫 cation 　step 　resuited 　in　the　spec 迂ic　activity 　Qf　the 　enzbwne 　beillg　increased　48．5−fo1d　with 　a

yield　of　4．6％．The 　molecular 　weight 　of　the　purified　enzyme 　w 盗 s　approx 丘mately 　l　l5ρDO　by　gel　filtration，
bei  　 composed 　Qf 　 four　subunits 　each 　with 　a 　molecular 　 weight 　31，000　as 　evalllated 　by

SDS −polyacrylamide　 gel　electrDphoresis ．　TILe　 optirnum 　pH 　 and 　 Lemperature 　for　the　enzyme 　 activity

were 　7．5　and 　30℃ ，respectively ．　The 　lactate　dehydrQgenase 　was 　stable 　at 　40℃ and 　between 　pH 　7　and

9，and 　the　enzyme 　 activity 　 was 　 strongly 　inhibited　by　Cu ‘
幽

aIld 　 Mn ‘ ＋．　 The 　 enzylne 　 predominantly
contained 　glut  ic　acid 　in　its皰 no 　acid 　comp 。 sition ，

　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　（Received　July　3，1996）

Keywords ； Enterobacter エ ン テ ロ バ ク タ rhydrogen 　productien
nase 　乳酸 脱 水素酵素，　 purification　精 製，

水 素 産生，lactate　dehydroge 一

　 1．緒　　言

　Enterobacter　 cloacae 　 GAO は
， 自然発酵法で ある 老

麺 （ラオ ミ ン ）法 を用 い て 発酵させ た包子 よ り分離，

同定 され た 細菌 で あ る ．Ecloacae 　GAO は，小 麦粉発

酵時に ，酵母が炭酸ガ ス を発生す る の に 対 して ，水素

ガ ス を発生す る こ とが こ れ まで の 研究 で 明 らか とな っ

て い る （長野等 1987，ユ989 ； Nagano　et　al．1991）．　 E ．

cloacae 　GAO の 産生 する ガ ス 量 は，他 の Enterobacte−

riaceae の細 菌に 比 べ て 格段 に多 く，またそ の 80％ 以

上 は 水 素 ガ ス で 占め ら れ て い る．ま た ，E．　 cloacae

GAO の ガ ス 産生 の 至適 条件を用 い て 製造 した饅頭 は，

小麦粉生 地 の 特性が 生 か さ れ た 非常に お い し い もの で

あ っ た．こ れ は ，生 地 の 膨化が均
一

で あ っ た こ と か ら

生 地表面 もな め ら か で ，官能的 に も優 れ て い る こ と に

なる もの と考え られ た．したが っ て ，Ecloacae 　GAO

の 水素生成機構 を解 明す る こ と は
， 饅頭 の 風味形成 を

知る上 に お い て も，また水素 ガ ス の 多目的利用性 の 上

か らも非常 に重要な こ とと考え られ る．わ れ わ れ は ，

こ れ まで に 主 に E．cleacae 　 GAO の 水素ガ ス 産生 の 至

適 条件に つ い て pH ，温 度，栄養源な どの 面か ら検討
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して きた （Tamura 　 et　al ．1995）．そ の 結果 ，菌 の 生 育

可 能 な pH は 4．0〜9．0 で ，至 適 pH は 6，8
， 水素 ガ ス

産生 に有効な栄養源は，炭素源 と して は グ ル コ
ー

ス ，

窒素源 と し て は カ ザ ミ ノ 酸 ，無機塩類で は リ ン 酸で あ

る こ とが明 らか とな っ た （Tamura 　et　al．1995）．また ，
Enterobacteriaceae に属する細菌 と E．　 cloacae 　 GAO の

間 で ガ ス 産生 ， お よび培養中に お ける グ ル コ ー
ス ，ア

ン モ ニ ア ，ア ミ ノ酸の 消長に つ い て 比較 した と こ ろ
，

比較に 用 い た 細菌 す べ て に お い て ，水素産生が認め ら

れ たが ，E．　cloacae 　GAO の 水素産生量が最 も多か っ た

（田村等 1996）．さ らに ，E．　 cloacae 　 GAO の 培養液中

の 有機酸分 析を行 っ た と こ ろ ，乳 酸や ギ酸が 培養 に と

もな っ て 生 成 して くる こ と （田 村等 1995）が 明 らか

とな っ た．こ の こ とか ら ，
E．　cloacae 　GAO に よ る饅頭

の 膨化が主 と して水素ガ ス に よる こ と，そ して さ らに

乳酸や そ の 他 の 有機酸 が そ の 過程 に お い て 蓄 積 し て く

る こ とが推測 され る ．Escherichia　coli （以 降 Es．　coti ）

や Clostridiaで は グ ル コ
ー

ス か ら生 じ る ピ ル ビ ン酸 を

直接 脱炭酸 す る か ，ギ酸 を経 て脱炭酸 し ヒ ド ロ ゲ ナ
ー

ゼ に よ り水 素 を生 成す る とい わ れ て お り， 乳 酸脱水素

酵 素 （LDH ）等 も水素産生 系 と して ，　 E．　 cl・ acae 　GAO

に お い て は 重要 な酵 素で あ る と推 測 された． さら に

Enterobacteriaceae の い くつ か の 菌 株 に つ い て ，水素

産 生 量 と 乳酸 脱 水 素 酵素 （LDH ）活性 と の 関 係 を調

べ た と こ ろ ， 正 の 相 関性が認め られ報告 して きた （田

村 等 1996）．乳酸脱水素酵素 （LDH ）は ，こ れ まで 主

に 乳酸菌に関す る報告 （Dennis　 and 　Kaplan　1960 ；

Mizushima　and 　Kitahara 　1962 ；Gasser　et 　at．1970 ；Ito

and 　Sasaki　1994）が 多 く認 め ら れ
， 腸内細菌 を対象 と

した もの は Es．　coli が 精製 （Tarmy 　and 　Kaplan　1968；

Futai　1973） され て い る の み で Enterobacter 属 の 乳 酸

脱水素酵素 （LDH ） に 関 す る報告 は ほ と ん ど認 め ら

れ な い ．先 に 述 べ た よ う に 乳 酸脱 水素酵素 （LDH ）が

水素産生 の
一

つ の カ ギ とな る酵素で ある と考え られ る

と こ ろ か ら，本酵素 を精製 し ， 各種条件下 で の 本酵素

の タ ン パ ク質の挙動，活性変動 につ い て 検 討 した．本

報文 で は E．cloacae 　 GAO の 乳酸脱水素酵素 （LDH ＞

の 精製 を行 い
， そ の 諸性質 を明らか に し た．

　2．実験方 法

　（1） 乳酸脱水素酵素 （LDH ）活性 の 測定

　乳 酸 脱 水素酵素 （LDH ＞活性 の 測定 は ，ピ ル ビ ン

酸を基質 と して
，

NADH の酬 ヒを 340  で 測 定す る

紫 外 部 吸 収 法 （Wroblewski−Ladue 法 ）（Wroblewski

and 　Ladue　1955）を用 い た ．酵素単位 lunit は 1分間

に 1 μ
mol の NADH を酸化 させ る の に必 要 な酵素量

とした．また タ ン パ ク 質の 定量 に は Lowry 法 （Lowry

et　aL 　l951） を用 い ，牛血 清ア ル ブ ミ ンを標準 と して

定量 を行 っ た．

　（2） 乳酸脱水素酵素 （LDH ）の 精製

　乳 酸脱水素酵素 （LDH ） の 精 製 は ，まず E ．　cloacae

GAO を 0．1％ カ ザ ミ ノ 酸添加 G 培地 （Kramer 　 et 　 al．

1980）を用 い て 37℃
，
24 時間培養 を行 い ，そ の 後遠

心分離 （10，000× g，30min ） し，得 ら れ た 菌 体 を 50
mM リ ン 酸緩衝 液 （pH 　7．5） で 懸 濁 させ た （wet 　cell

lg／2ml　 of　 buffer）．それ をフ レ ン チ プ レ ス （1，000
kg／cm2 ，大 岳 製 作 所 ） で 菌 体 破 砕 し，遠 心 分 離

（25，500× g，60　min ）で 得 られた上清 を粗酵素画分 と

した．こ れ を 50mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．5）で 平衡

化 した DEAE −cellulose カ ラ ム 　（5．0× 50　cm ）に通 し
，

全 量 1．　200　ml の 同緩衝 液 中 0〜0．6M の NaC1 の 濃度

勾配 で溶出 させ，イ オ ン交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行

っ た．こ こ で 得 ら れ た 活性画 分 を，さらに 蓚酸 と カ ッ

プ リ ン グ させ た Sepharose　4　B カ ラ ム （0．7 × 10　em ）
を用 い て ア フ ィ ニ テ ィ

ー
ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
を行 っ た

（Taguchi　et　at．1982 ；　0 ℃arra 　and 　Barry　1972 ；

Cuatrecasas　l970）．ア フ ィ ニ テ ィ
ーク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ー

は，O．2M　 NaCl と 0．2mM 　 NADH を含む 5GmM

リ ン 酸緩衝液 （pH 　6．0） で カ ラ ム を平衡化 さ せ た 後 ，

同緩衝 液 に 続 い て，0．2MNaCl を含ん だ 50　mM リ ン

酸緩衝 液 （pH 　6．0） を流 して 活性 画分 を得 た．こ の

操作を 2 回反復 して 行 っ た．イオ ン 交換ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

は 4 ℃ で 行 い ，ア フ イ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ーは 室 温 で 行 っ た．得 られ た酵素は

，
Laemmli の

方 法 （Laeinmli　1970＞に した abs
’
っ て

，
　 SDS ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ドス ラ ブゲ ル電気泳動 によ っ て 検討 した．

　（3） 乳酸脱水素酵素 （LDH ） の 諸 性質

　 1）　 分子量 の 測定

　分子量の 測 定は ，SDS ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドス ラ ブ

ゲ ル 電 気泳動 と，Sephadex 　G −100 （3．5 × 50　cm ） を

用 い て の ゲ ル ろ過で 行 っ た ，ゲ ル ろ 過 は ，50mM リ ン

酸 緩 衝 液 （pH 　7．5） で 平衡化 した同 カ ラ ム を用 い
，

Andrews の 方法 （Andrews 　l964＞ に し た が い
， 分子

量 の推定を行 っ た ．分子量 マ
ー

カーとして ア ル コ ー
ル

デ ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ （MW 　150，000＞，牛 血 清 ア ル ブ ミ ン

（66，000），炭酸脱水素酵 素 （29，　OOO），チ ト ク ロ ー
ム

c （12，400） を用 い た．
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F璃．1． Ion−exchange 　 chromatography 　 of 　the　 crude

lactate　dehydrogenase　on 　DEAE −cellulose
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　　　　　　　　　　 A 　 　 B
Fig．2．　 SDS −polyacrylamide 　gel　electrophoresis 　of　the

　　　 purified　lactate　dehydrogenase

A ： Marker 　 proteins ．　 The 　 marker 　 proteins 　 used 　 were

phosphorylase　（MW 　97，000），　 bovine　serum 　albumin

（66ρ00），glutarnic　dehydrogenase　（55，000），　 carbonic 　an −

hydrase （31 ，
000），and 　trypsin　inhibitor（21 ，

000），　B ：Pur正fied

lactate　dehydrogenase ．　Twelve　percent　SDS −PAGE 、

Table 　1． Purification　of 　the　lactate　dehydrogenase 　from 　Enterobacter　cloacae

GAO

Totalactivity

（unit ）

Total　　　　 Specific
　　 　　 　　 　　　 　Recovery
prOtein　　　 aCtiVity

　　 　　 　　 　　　 　　（％ ）
（mg ）　 （unit ！mg ）

Crude 　enzyrne 　　　　　　　　　　　　　　　　 975
DEAE −cellulose 　chromatography 　　 277
1st　aff 正nity 　chromatography 　　　　　155
2nd　affinity　chromatography 　　　　 45．1

75532

，76
．190
．93

1．298

，4625

， 

48，5

10028

，415

．9
　 4．6

　2）　至適反応 pH お よび pH 安定性

　50mM リ ン 酸緩衝液を用 い ，至適 反応 pH は，30℃

で pH 　4．5〜9．5 の 各 pH に お ける酵素活性を測定した．

pH 安定性は，酵素 を 30℃ で 各 pH に 30分間放置 し

た後，pH 　7．5 に戻 して残存活性 を測定 した．

　3） 至適反応温度お よ び温度安定性

　至 適反応温 度 は
， pH　7，5 で

，
20〜60℃ の 各温度 に

お ける酵素 活性 を測 定 した．温度安定性 は ，pH 　7．5
で 各温度 に 10 分 間保持 した 後 ， 急冷 し，30℃ で残存

活性 を 測定 した ．

　4） 金属 イオ ン

　精 製酵素に ，金属 イオ ン が lmM に な る よ うに添加

し，30℃ で 10 分間処理 し た後，酵素活性 を測定 した．

　5）　 ア ミ ノ酸分析

　精製酵素 を 6NHCI に よ り 105℃ で 24 時間，酸加

水 分解 を行 い
， 島津 ア ミ ノ酸分析 シ ス テ ム で ，OPA

法を用 い て 分析 を行 っ た．

　 3．実験結果お よび考察

　（1） 乳酸脱水素酵素 （LDH ） の 精製

　DEAE −cellulose に よ る イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ーの 結果を Fig．1 に 示 した．そ の 結果 ， イオン 交換

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に お い て，No ．55〜No ．61 の フ ラ

ク シ ョ ン （約 0．3M の NaCl 濃度）に お い て酵素の 溶

出 が 認 め ら れ
， 比 活性 は 1．3　unit／mg か ら 8．5　unit ／

  に上 昇 した．次 い で ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ーに よ り，比 活性 は 48．5unit／mg に 上 昇 し，最

終収率は 4．6％ で あ っ た ．各過 程 ご と の 精 製程 度 を

Table　1 にまとめ た ．精製酵素の SDS ポ リ ア ク リル ア

ミ ドス ラ ブ ゲ ル 電気泳動 を Fig．2 に示 した．　 SDS 電気

泳動 の 結果，分子量 31，000 に単
一

な バ ン ドが認め ら

れた こ とか ら，電気泳動的に も均
一

な乳酸脱水素酵素

（LDH ）で あ る こ とが 明らか とな っ た．

　  　精製乳酸脱水素酵素 （LDH ）の 諸性質に つ い て

　ゲ ル ろ過 に よ る分子量 の 推定結果 を Fig，3 に，至適

反応温度な どの 諸性質に つ い て の 測定結 果 を Fjg．4 に ，
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Table　2．　 Effect　of 　rnetal 　compounds 　on

　　　　 the　 activity 　of　the　 lactate

　　　　 dehydrogenase

Metal　compound 　 Relative　activity （％ ）

　 　 　 　 　 　 40　　50　　60　　　了0　　80　　90　　100　　110
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Fractior匸b 〕．

Fig．3．　 MolecUlar　weight 　 evaluation 　 of　the　 lactate

　　　　dehydrogenase　 of 　En’e 厂ohacter 　ctoacae 　GAO

　　　　by 　gel　filtration　on 　Sephadex　G −100

The 　 standard 　proteins　used 　were 　1）　 alcoho 上　de −

hydrogenase（MW 　 1501000），
2） bovine　 serurn 　 aibumin

（66ρ00），
3）carbonic 　anhydrase （29 ，

000），4）cytochrome 　c

（12，400），and 　5）　the　lactate　dehydrogenase 　of 五  cloacae

GAO ．

NoneMgSo

．iCuSO4MgCl2MnC

｝2FeC12ZnCl2BaCl2LiClKClNaClFeCl3AlCl3
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Effects　of 　pH 　and 　temperature 　on 　the　activity

of 　the　purified　lactate　dehydrogenase

A ： Optimum 　pH （○ ） and 　pH 　 stability （●）．　B ： Optimum

temperature （○）and 　thermal 　stab 沚ity（●），

金属 イオ ン に対する影響に つ い て を Table　2 に，ア ミ

ノ 酸組成 に つ い て を Table 　3 に それぞ れ 示 し た ．電 気

泳動 とゲ ル ろ 過 に よ っ て ，本 酵素 の 分子 量 は 115，000

（31，000 の 4 量体） と推定 された．こ れ は Es．　 coli 　 B

（Tarmy 　 and 　 Kaplan 　1968）の 115，000 （31，000 の 4 量

体 ），T．　 caldophilus 　 GK −24 （Taguchi　 et 　 al ．1982）の

Lactate　dehydrogenase 　 was 　preincubated
at 　 30℃ With 　 l　 mM 　 of 　 each 　 metal 　 com −

pound 　in　 a　50　 MM 　 phosphate　buffer（pH
7．5） fQr　10　miIL 　The　eIlzyme 　activity　was

determilled　 at 　30℃．

120，000 （31，000 の 4 量体〉 と類似する もの で あ っ た．

至適 反応 pH は 7．5 で あ り， pH 　7．　O．〜9．0 の 範 囲 で 酵

素活性 は安定で あ っ た．至適 反応温 度は 30℃ で ，40

℃ まで 95％ の 酵素活性が 残存 して い た が
，
50℃ に お

い て は 20％ の 酵 素活性 しか認 め られず，60℃ で は完

全 に 失 活 した，5瑠 ρfococc 粥 thermophilus （lto　 and

sasaki　1994）も E．　 ctoacae 　 GAo と同様 に，酵素活性

が 25〜37℃ の 狭 い 範囲で 安定で あ っ た．金属イ オ ン

に つ い て は Cぜ
＋
，Mn2 ＋

で 大 き く活性 阻 害が 認 め ら れ

た．ア ミ ノ 酸組成に つ い て は，グ ル タ ミ ン 酸を最 も多

く含ん だ酵素で あ る こ とが 明らか とな っ た．ア ミ ノ酸

組 成 に つ い て は
， 分子量 が本酵素 と 同

一で あ っ た こ と

か ら，Es．　 coli 　B （Tarmy 　a エ1d　Kaplan　1968＞ の D −LDH

の ア ミ ノ酸組成 と比較 し，さらに Es．　coti 　B と類似 した

ア ミ ノ 酸 組 成 を もつ ウ シ M4 の L−LDH と も Table 　3

で比較 した．そ の 結果 ，E．　 cloacae 　 GAO の LDH は，

ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 含量 が非常 に 低 く，中性 ア ミ ノ 酸の

含量 もや や 低 い 傾向にあ っ た が ，そ の 他の ア ミ ノ酸に

つ い て は ほ ぼ 同量 含まれ て い る こ とが 明 ら か とな っ た ．

なお，L一乳酸 （L一乳
．
酸ナ トリ ウ ム ，和光純薬）を基質

と し て NAD ＋
の 還 元 を 測定 し た と こ ろ NAD ＋

を還 元 し

なか っ た こ とか ら ， 本 酵素 は D −LDH の 可 能性 が 高い
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小麦粉発酵性細菌 Enterobacter　cioacae 　GAO に お け る乳酸脱水素酵素 （LDH ＞ の 精製 と その 特徴 に つ い て

Table　3． Amino 　acid 　composition 　of　 the　lactate　de−

hydrogenasesEnterbacte

厂 　　 Esche厂ichia
Amino 　acidcloacae

　GAO coli
’ Bovine　M4＊

Aspartic　acid

Threonine

SerineGlutamic

　acid

ProlineGlycineAlanineValineMethionine

1soleucine

LeucineTyrosine

Phenvlalanine

Histidine

LysineArginine

3，29

．85

．822

．3trace13

．23

，34

．1trace4

．88

．32

．26

．43

．28

．55

．0

10．15

．422Fbl

　

l3

，87

．38

．77

．32

．75

．510
，53

．83
．82

，85

，86

．1

10．43

．97

．19

．94

．28

．26

．49

，42

．67

．4lL12

．42

．52

．78

．43

．4

Units　are　expressed 　as　mol ％ ．＊ Tarrny　aIld　Kaplan，1968．

と推測 され る が，詳細 に つ い て は本酵素 の 触媒活性 を

も含め て次回 に報告 した い と考えて い る ．

　4 ，要 　 約

　小 麦粉発酵性細 菌で あ る E．ct・ acae 　 GAO の 培養液

の有機酸分析 を行 っ た と こ ろ ，乳酸，ギ酸が生成 して

く る こ と が 明 ら か と な っ た． こ の こ と か ら
，
E．

cioacae 　GAO の 水 素 ガ ス 生 成 系 に 乳 酸 脱 水 素酵 素

（LDH ）が 関 与し て い る こ と が 推測 さ れ た ．本研究 で

は
，

E．　cl・ acae 　GAO か ら乳 酸脱水素 酵素 （LDH ） の 精

製を行 い ，そ の 特徴 を明 らか と した．その 結果，酵素

の 最終収率は 4．6％ で ，そ の 時比活性は 48．5 倍に 上

昇 し，電気泳動 と ゲ ル ろ 過 の 結果，分 子量は 115，000

（31，000 の 4 量体） と推定 さ れ ，Es．　 coli 　 B （Tarmy

and 　KapLan　1968） と同
一

の 分子 量 で あ っ た．本酵 素

は D一乳酸脱水素酵素 （D −LDH ＞で ，　 Es．　 coli 　 B の もの

と 同 じ タ イ プ の もの で あ っ た ．ま た ，至 適 反 応 pH は

7．5 で ，至 適反応 温 度は 30℃，酵素活性 は pH 　7．　O〜

9．0 の 範囲 と 40℃ ま で 安定で あ っ た．金属 イオ ン に

つ い て は
，
Cゴ

｝
，　 Mn2

一
で 大 き く活性 が 阻害 さ れ た ．

さら に 本酵 素 の ア ミ ノ 酸組 成 で は，グル タ ミ ン 酸が 最

も多 く含 まれ て い る こ とが 明 らか とな っ た．
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