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"ふたくいむし”の消化管内繊維素分解菌に関する研究-11．

細 菌 セ ル ラ ーゼについて

日高富男･斎藤要

StudiesontheCelluloseDecomposingBacteriaintheDigestive
OrgansofShip-worm（Ｔ”g"０””α〃ｓｓｐ.)-11．

OntheBacterialCellulase

ＴａｍｉｏＨＩＤＡＫＡａｎｄＫａｎａｍｅＳＡＩＴ６

緒 言

従来"ふなくいむし”の木材消化については内臓酵素に関する研究に止っていたが，前報7〕に

おいて著者の一人は“ふなくいむし”の消化管内より分離した繊維素分解菌の細菌学的性質と，

該菌が“ふなくいむし，，の木材消化に関与し得る可能性について報告･した．ところでセルラー

ゼに関しては最近或種の草食動物及び微生物等にとって消化生理上重要な意義を有する事より

多くの研究がなされている．細菌セルラーゼの研究に当りこれを初めてcell-freeに得たのは

SIMoLA1)であるが最近WHITA画ER2）はZ1fjﾉγo雌gcj""ｚ属の細菌セルラーゼを硫安とアル

コールにて精製し粉末状として得ており，叉岡本等3)はＰＳＧ”o"”"ａｓ属の細菌より硫安塩析

法にて,西沢等』)は〃ｐ“のセルラーゼを活性アルミナ等により吸着分離し,更に福本等う)も該

セルラーゼを硫安塩析法とアセトン沈澱法を併用して夫☆セルラーゼの精製純化を試承たが，

一般に部分的精製の域を脱し得ない現状であり，酵素の特性の究明も粗酵素剤での研究が多い

著者等もさきに分離したＣｅ〃”"ｆｏ属菌のセルラーゼに若干の精製を施し，之について酵素
的特性を検索して一,二の知見を得たので報告･する．

実験方法

１．使用菌株供試菌株は“ふなくいむし，，の消化管内より分離した繊維素分解菌であって

その菌学的性質からＣｅ〃ひめγｆｏ属に属すべき菌株である．

２．培養基及び培養法培養基の組成はＮａＣｌ1.0％,ＮａＮ030.1％,ＭｇＳＯ４０．３％,Ｍｇ

Ｃ１２０､3％,Ｋ２ＨＰＯ，0.1％,ＫＣ10.05％,ＦｅＳＯｌ０､001％であり之に繊維素源として粉砕徳

紙１％量を懸濁するか，叉は３％量の徳紙片を懸垂した．培養温度は２８℃,培養期間は１０日

前後である．

３．セルラーゼの力価測定法

基質：ヒド区セルローズをＭ/15燐酸塩緩衝液(ｐＨ6.2)に0.5％量懸濁させたものを用いた．

反応条件：基質５cc＋酵素液５ｃｃを３７℃で２４時間‘作用させて，作用後反応液中の還元

糖量の増加をＦｏＬＩＮＷｕのグルコース比色定量法（１）にて測定し生成グルコース量より酵素単

位を算出した．

酵素単位：上記反応条件におけるグルコースの生成量より算出し，セルローズ２５ｍｇよりグ

ルコース0.025ｍｇを生成するに要する酵素量を１単位とした．
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測定した．その結果はFig.１

の如くである．一般的に云っ

て細菌が培地中で発育する場

合，その細胞物質の形成と培

地中の物質の破壊との両作用

が行われ，それ故発育してい

る細胞の外では水解をうけて

いる物質もあれば細胞内で合

成されている他の物質も存在

する・本実験の結果では培養

日数の経過に伴い酵素力価は

増加するし，同時に穂紙片を

分解し生成するグルコース量

も増加した．これらの増加は

或日数後最高に達し，それ以

後酵素力価もグルコース量も

減少した．しかもこの過程は

Ｔｉｍｅ（days）
１～２日間のずれをもって液

Ｆｉｇ．１．InHuencesofculturemethodon
中のグルコース量は最高値に thecellulaseproduction

達する結果となっている．こ

の現象から発育初期の培養液には殆んどその酵素活性はなく，培養に伴う菌の発育により酵素

は次第に作られその’作善用によって培養基中の徳紙を分解して生成グルコース量は漸増する。そ

してそれらの量は細胞分裂が停止する時期に最大となる傾向が見られた．細菌の発育中に培養

基の理化学的性質が細胞の物質代謝によって常に変化し，培養基中のグルコースが或時期に減

少し始める原因としては，グルコースが高分子化合物に変化する合成過程とより低分子のもの

に分解する過程とが考えられるが，この種の菌は一般に酸化細菌として知られているから後者

の過程がより有力なものであろう．叉菌の発育過程によって培養液の酵素量が著しく変化し，

実験結果及び考察

Ｉ、セルラーゼの生産条件

前報7〕において該菌の発育に対する温度，ｐＨ,無機塩,窒素源等の必須条‘件を検討した際の

肉眼的観察では，大体菌の発育程度に比例して培養基中の徳紙片の分解も大である事を認めて

いる．今回は更に該菌が好気性である事より，空気との接触量を異にする各種の培養法を試み，

セルラーゼを生産するに好適の条件を検索した．即ち通気培養叉は振塗培養によって菌の発育

が促進される事が予測されるので，前記培養基を300ｃｃ容フラスコに100ｃｃ宛分注し，それ

に３９の臆紙片を液面上に1/3程度出るような状態で懸垂させ静･置培養するものと，別に粉砕

臆紙を１９懸濁させたものについて通気,振堂,静置の各種培養するものとを夫煮２８°Ｃにて培

養し，培養後所定日数毎に夫煮の培養液中のグルコース量と併せてその培養液をそのまミ酵素

液としてセルラーゼ活性度を
OAerationcultureActivity

OFil上pnPrehangingmcthod

①SI1akingculturc一一一唾一Glucose

QStaticculture

ｑ
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酵素力価が最高にな‐ってから

ＯＬ

日高常男・密藤要：“ふなくいむし''の消化管内繊維素分解菌に関する研究（Ⅱ）
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特に発育が弱った後に酵素活性が低下する傾向がみられるのは，細胞が死滅して酵素蛋白自体

の変性や自己消化等が起るためであろう．

グルコース量と酵素力価との関係を夫々の培養法についてふれば，その間に大きな相違が承

られた．即ち空気接触量の大きい通気培養法では培養液中のグルコース量は極めて少いが酵素

力価は高く，その力価は培養後７～８日間で,グルコース量は培養後９日間で夫々最高に達して

いる．静置法では通気法とは逆に酵素力価は低くグルコース量は高くなっている．その最高期

は培養１１日後であった．叉徳紙懸垂法，振豊法ではかなり空気接触量が大なる為，通気法に

類似した結果が得られた．斯様に空気接触量の大なる培養法程培養液中のグルコース量に対し

酵素力価は大である．これらの事より酵素の生産は培養条件が好気的である程良好で，その条

件においてその培養液中の臆紙片はグルコースより更に低分子のものに分解せられる事が推察

される．培養基のｐＨは5.8～6.0で培養経過によるｐＨの変動はｐＨ値にして士０．２程度

であった．

以上述べた如く通気法と偲紙懸垂法とでは殆んど同程度の酵素生産を示すが，最高値に達す

る迄に懸垂法では１１日間であるのに対し通気法では７日間で,培養時間を著しく短縮する事が

出来る．しかし培養操作の簡便さにおいては懸垂法がまさる．

Ⅲ､細菌酵素剤の調製法

前述の如くセルラーゼの精製は部分的精製に止まっているが，本実験でも精製細菌セルラー

ゼの性質を知る為と酵素活'性保持の目的で若干の精製を施して粉末剤として保存し実験に供し

Ｆｉｇ．２．Generalschemeforpreparationofcellulasefromthe
cultursolutions．

Cultursolutions

lCentrifuged(3500r､p,､),15min．

BacterialcellsSupernatant

(‘…｜v…艦:珊血
Concentratedsolution

lAcc‘･wi猫dto小｡L%，
Precipitation
（dissolved）

Supernatant

lAc洲努珊｡‘
Supernatant
（dumped）

Precipitation
（dissolved）

Total

Volume(cc.）

1250

1248

640

5０

5０

Activity
(Ｕ､/cc.）

15.4

15.2

2３．８

25.2

155.1

Total

activity
（Ｕ､）

19250

18969

15232

1275

7305

Cellulase

yield
（％）

100

9８

7９

６

3８

た．その精製法及び収量はFig.２の如くである．

徳紙懸垂法にて１１日間培養した液を3,500ｒ・ｐ．ｍ．にて１５分間遠心沈澱し，その上清液

を３７°Ｃで約1/２量に減圧濃縮した後,所定量の冷アセトン添加によって２部の分別沈澱物を得

た．この中アセトン４０～60％での沈澱区分はセルラーゼの純度高く，アセトン量４０％以下

、
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の沈澱区分の約５倍の力価を有する白色粉末である．この酵素精製操作における酵素収量は

38％前後であり，この処理により培養液そのまへの酵素力価に比し，１０倍程度Ｏ力価を示す

安定なる製剤を得た．

ｍ・セルラーゼ作用に及ぼすｐＨと温度の影響

上記酵素剤を０．５％に溶解して酵素液として使用し，二，三の酵素的性質を検討した結果は

Fig.３及び４の如くである．

先づFig.３は前述の作用条件で２４時間反応させた場合の温度曲線であるが３５～40℃で

は活性度の差は少く，３７℃が最適温度であって，５５℃以上では活性度は急激に弱まった．

叉所定温度に１０分間加熱した時の安定度曲線では５０℃以上の加熱から急速に破壊されて，

60°Ｃで１/２，７０℃では殆んど破壊されてしまう結果になっている．なお低温に対しては－

８℃位で緩慢凍結しても酵素力価の損失は見られなかった．次にFig.４は常法による酵素活

性のｐＨ曲線であって，この結果より作用の最適はｐＨ6.2～6.4である事が知られた．叉酵素

液のｐＨをＮ/１０ＮａＯＨ叉はＮ/１０ＨＣｌで各種の所定ｐＨとし，３０℃で１２時間放置し

た後各交ｐＨを６．２に調整して活性度を測定した結果，ｐＨ5.8～7.0の間では差異がないが

ｐＨ４．５以下とｐＨ７．８以上においては漸次活性度は弱くなり，特にアルカリ側においては破

壊の度合が大きかった．

20３，４０５０6０７０80｡Ｃ ＰＨ

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ Ｆｉｇ、４．InfluencesofpHonthecellulase

activityofbacterialenzyme
Fig、３．１，８uencesoftemperatureonthecellulａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｚｙｍｅ

ＩＶ、セルラーゼ活性に及ぼす金属塩の影響

従来IrpexのセルラーゼがＭｎ十十によって著しく活性化される事が知られているが本セル

ラーゼについてもＭｎ十十及び数種の金属塩の影響を調べた．即ち反応液に対して各種塩類濃度

が夫々Ｍ/50～Ｍ/1,000になる如く添加し常法の如く力価を測定し，無添加の力価を１００とし

て活性度比として表わしたものはＴａｂｌｅｌの如くである．Ｍｎ十十によって若干の賦活作.用が

見られるがＦｅ十十ではＭ/200以上では返って阻害作用があり，Ｃｕ十十ではＭ/1,000でも阻害

し，Ｍ/200以上では殆んど活性が承られなかった．之等塩類の影響は該酵素の純度，叉は畔

－－●一Activitycurve

--po--＝Stabilitycurve
140

５

－，－Activltycurve

--＝ｏ－－－Stabilitycurvc
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素濃度等の因子が関係し一概には云えないが,本細菌セルラーゼはＭｎ十十による賦活作用が

Irpexのセルラーゼよりも弱いものと考えられる．

Table１．ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｎ十十，Ｃｕ十十ａｎｄＦｅ十十onthecellulaseactivity＊

話諒--2些皇２４空｜’/'０００
Ｍｎ十十

Ｆe十十

Ｃｕ十十

110

120

９４

1/500

110

110

４０

1/200

1２０

９１

０

1/100

130

９１

０

1/5０

130

５９

０

＊Relativevaluesfortheactivity（100）ofenzymesolutionwithoutaddingabovesalts．
*業Sulfate．

要 約

‘‘ふなくいむし，，の消化管内より分離したｃｇ〃りめ〃ｏ属菌の細菌セルラーゼの生産条件及び

該セルラーゼの二,三の性質を検索し次の結果を得た．

１．該菌は好気性菌であり空気接触量が大なる程酵素生産は増大した．

２．該菌セルラーゼのアセトンによる分別沈澱処理を行った処，アセトン量４０～６０％の沈

澱処理により高純度の将末製剤が得られた．

３．本セルラーゼの最適温度は３７℃で最適ｐＨは6.2～６．４であった．４０℃以下の温度で

はその活'性は安定であるが，５０°Ｃ以上で急激に破壊される．叉ｐＨ４，５以下ｐＨ７．８以上で

は不安定となる結果であった．

４．該セルラーゼの本実験条件下におけるＭｎ十十の賦活作用は微弱であった．

本研究に際し種々御指導を賜った本学高田幸二教授に深甚の謝意を表する．

Ｒｅｓｕｍｅ
”

Inthepresentpaper，theauthorsstudiedontheproductiveprocessandenzymic

propertyofbacterialcellulaseofGenusCg〃りぁγfoisolatedfromthedigestive

orgaｎｓｏｆｓｈｉｐ－ｗｏｒｍ・Andthefollowingresultswereobtained、

１）Theenzymeproductivity1ofthebacteriaundercultivationbecomeshigher

iｎｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｔｏｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅａirdimensiontouchedwiththebacteria、

２)Byusingprecipitationmethodwithacetone40－６０％ｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｓｅｉｓｔｏｂｅ

ｈｉｇｈｌｙｐｕｒｉｆｉedfromtheculturesolution、

３）ＴｈｅｏｐｔｉｍｕｍｐＨｏｆｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｓｅｌｉｅｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ６､2-6.4,ａｎｄ３７.C

isitsoptimumtemperature・

Ｉｔｓactivityisstabilized，underｐＨ5.8-7.0；ｂｕｔｉｔｂｅｇｉｎｓｔｏｄｅｃｒｅａｓｅａｔｐＨ４,５

andｐＨ７．８respectively，

Thoughitsstabilizationiskept且ｒｍ，underlowtemperature；itsdenaturaliza‐

tionbeginsonbeingboiled，forlOminuts，abovethetemperature65oC．
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