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Summary  

Ninestrainsofceuulolytic－thermophilicariaerObcswereisolatedfromhotspnngsandeompostsand  
ana‡yzedbrtheirproductivityofP－glucosidase（β－D－GlucosideglucohydrolaseEC3．2．1，21）．Among  

them，StraiれF－9showedthehighestβ瑠Iucosidaseactivity，a11dthisstrainwasidenti鮎dasaInember  

OfCloslridiumihennosaccaTV＆iicuw20ntaXOnOmicalcharacteristics．Theintraceliularβ－glucosidaseof  

thebacteriumwaspuri鮎d40・ぬ1dwitharecoveryof6％．  

Thepuri鮎dcnzymepreparationwasc）甘OmatOgraPhica11yhomogeneous．Themolecularwe廟1tOf  

about350，000wasestilT）atCdbyge‖甑rationusirlgSephadexG－150，Bio・Gelp－300andSepharose4B．  

王tsisoelectricpointwasestimatedtobe4．6．Theactivityoftheenzymeforceuobiosewasverymuch  

lowerthanわrp－nitrophenyl卯）－glucoside．Theenzymedidnothydrolysemaltose，1actose，Carboxy－  

methyトceuuioseandce11ulose，Itwas stronglyinl血ited by D－glucono一銅actoneandwas sensitivc to  

軌iolre昭e11tS．  

Keywords：tllem10philicanaerobes↓β一房ucosidase・themostableenzyme  

グによる生産蘭の造成などを検討している。今回は，著  

者らが分維したセルラーゼ生産蘭株の中で，特にβ－グ  

ルコシダーゼ（β－D－Glucosideglucohydrolase，EC3．2．1．  

21）活性の強いF－9薗棟が分類学的にC紘油壷海沼〟椚＿  

糀削d如廟ぬ抑に所属し，このC．鮎川榔淵血糊紳－  

Cまi椚の針グルコシダ…ゼについてはこれまでに全く研  

究報皆がみられないことから，本蘭株のβ－グルコシ  

ダーゼの性質について検糾したところ，若干の知見を循  

たので以下に報督する。   

緒  

好熱線気性細菌のセルラーゼについては近年比絞的多  

くの研究が行われ，敢近ではJonsonら1〉，Reynoldsら2）  

の報告がある。セルラーゼ遺伝子の解明：j）もなされてい  

る。著濱らは，棟々の好熟練気性朗偶の生産する酵素額  

の有効利用を目的として，各地の温泉や堆肥から酵素生  

産蘭を分灘し，生産酵嚢の精製4），あるいはクローニン  

昭和63年11月30日‘受難  



嶋即  協・袴田 佳宏・莱冠 和郎一松嶋 欽・・■一  82  

Tablel．β－Glucosidase activities of 仁鹿mopllilic  

anaerobesisolated免●om hot sprlngS alld  

COmpOSt  

実 験 方 法  

供託菌根の培餐  約600cの温泉や堆肥から，ハン  

ゲートのロールチューブ法6）により純粋分離したセル  

ラーゼ生尭怖の9蘭株を用いた。髄の培養はハンゲート  

チューブ（16×125nlm）に培地5mlを分注し，混合ガ  

ス（N2：CO2：H290：5：5）で置換したのち殺閲し，秩  

閲を1％蕊接種して，600cで24時間増強した。培地組  

成は次の過りである。K‡王2PO′iO．15払K2王iPO40．29g，  

（NIi4）2SO。0．13払酬謹エキス0．′15g，システイン・HCl  

O．1g，モルホリノプロバンスルホン酸2g，レサズリン  

ナトリウム塩0．211鳩，セロビオース1gなどを100汀】1  

の水に溶解し，pH7．4に調査した。なお，塩顆溶瀾と  

してMgCl2・6Ii201％，C8C】2・2王i200・15％，FeSOd・  

7｝王200．0012％を含んだ溶液を別穀瀾して上紀培嚢磯に  

1／10蕊漆加した。  

粗酵素液の調製  5mlの培発液を15，000rp】1120分  

間遠心分離して東商し，10倍数の水で2回洗浄後，5nll  

の0．01Mリン醸縫賄液（pH6．0）に懸濁し，これを超  

普波破腰し，その遠心分臥ヒ清を細胞内酵嚢液とした。  

なお，上記培養液の遠心上浦を細胞外酵紫波とした。  

β－グルコシダーゼ活性 基督として10mMp－nitro－  

phenylβ功一ducoside（pNPG）0．5mlと0・lMコハク激  

越衝液（l）H5．7＝mlに酵素液0．5血を加え，600c，10  

分間反応させたのち，1MNa2CO〇溶液3mlを加え反  

応を停止漆せ，400nmの吸光度凍測定した。1酵素単  

位は1分間当り1〃mOlのp－NitropllellOlを遊離させるの  

に必要な鮮嚢駿とした。  

β－ducosidaseac  
Strainnumber  

Extraceliular   

Fl   14   

F 7   2   

F 8   2   

F 9   

F12   3   

F14   

F17   2   

F20   4   

F21   2   

Ct醸   10   
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Ce11s were grownin5mlofmedium at600c for  
24lばS．Medium：KH2PO40．15％，K2HPOd O．29乳  
（N軋）2SO40．13％，YeastextractO．45乳Cystein・HCi  
O．1％，MOPS2％，Resazuri11－Na O。0002乳 Mgcl2・  
6H20 0．1乳 CaCl2・2H20 0．016％，FeSO4・7H20  
0．00012％，Ce11obiosel％，pH7．4． Extracel】ular：  
The supernatants ofthe culture broth were used as  
theextrace11ularenzymesolution，王IltraCellular：The  

WaShedcellsweresuspcndedin5．Omlof50mMsuc－  
Cirlate bufkr（pH5．7）and disrupted by ultrasonic  

OSCiliatioll．TlleSupernata】1tS Oft】1etreated solution  

WereuSedastheirltraCellularenzymeso】ution．   

Enzyme assay mixture contained2，5mM p－nitro－  

phenylβ－1）瑠Iucoside（PNPG），50mM succinate buf－  

fer，pH5．7，and appropriate amount of crude cn－  
ZymeS－ One unit of針glucosidase activity was de一  

触ed as that amou！1t Ofenzyme wilich cataiyzed t吏Ie  

hy血0Iysisofl／‘mOIpNPGperminat600c．   

＊Ct：C放射壷加机肋併徽粕淵刷 A′rCC27405   

本機の衝撃的特徴をBerg吋sの細蘭分類検索替7）の  

記淑と照合した結果，グラム陰性の神髄で，大きさは  

0・6×10～15／∠王Ⅵ，運動性あり，胞子は1．3－ユ．5〆mで  

ダ門，細胞はプレクトリヂコ．－ム型となり，生育適温は  

600cであり，400cおよび700cでは生育しない。H2S  

を生成し，セロビオース，プラクトース，ラクトース，  

マルト…ス，サリシンに生育する，また，ロールチュー  

ブ法によるコロニーの性状，その他においてもCぬ頭巾  

ぬ醐触珊郡肌ぬ頑政馴の性欝とよく山致した。よっ  

て絃蘭株の1殊と同党し，C触か痛加明肋肝傲娘氾匁釧ゆ－   

実 験 結 果  

生産蘭株の選択  供武儀株9株の活性をTablelに  

示した。卿把から分維したF－9株は他の蘭株に比較し  

て著蕊のβ－グルコシダーゼを生産した。酵素の存在部  

位は細胞外にはほとんど認められず，菌体内に大部分の  

活性が認められた。なお，比順のためにCわ裏わ成元雛  

払椚胱彫肋…Al’CC27∠105の活性も図に示したが比較的  

活性が低かった。この結果により，F－9株をβ－グルコ  

シダ血ゼ生兼薗として選択し以下の実俄に供した。  
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ぬ抑F－9と呼称することとした。  

酵寮の精製  F－9蘭の培養はDanielsとZeikusの  

嫌気フラスコ特務8）に＊じて行った。すなわち‖審美  

角フラスコに†齢已の培地500】111を分注し，ガス濫挽を  

したのち，発灘明渡付して加圧滅蘭し，樅蘭を接秘して  

600cで24時間培養した。培掛夜2Jを15，000rpmlO分  

間遠心分離して儲体を集め，超音波英側して，その遠心  

上清を蹴腰儲闇とした。租酵素液を40mMトリス塩酸  

綬術液（pH8）で透析後，同絨祐液にて繊簡化した  

DI三AEトリスアクリルカラムに吸瀞後，0．4MNaC】で  

溶揖した。さらに，バイオゲルp－300のカラムにより  

ゲル濾過を行い，つづいて焦点電気泳動9）により綿製酵  

賽礫晶を得た。この粕製撲作により混准していたβ－ガ  

ラクトシダーゼ活性の大部分が除去きれ，比活性ほ40倍  

となり，収率は約6％であった。   

酵報標品ほセフγデックスG－150およびセファロー  

ス4Bなどの分蘭から，分子蒐が：i50，000と縦走され  

従来報告されている嫌気性蘭のβ－グルコシダ仰ゼの分  

子鼠の中で，Cぬか撼加謹ぬ椚那彫肋憫のd3、0005），鮎一  

肌玩α肌闇路d劇既の82．00腔＝弛励繭再励極卿ぬ  

の100，00011）とは大きく輿なっていたが，足掛あ地頭如－  

∽僻み柁机20312）のd50．000に近い分子蕊であった。なれ  

綿製攫晶のポリアクリルアミドゲル怒気泳動を行った純  

乳 coomasiebriよ1iantblue染色により分子兇約35，000  

の位優にバンドが現れるが，さらに銀染色を行うと二本  

のバンドが認められた。したがって，まだ完全に純粋な  

棟晶とほいえないが，SDS篭気泳動により分子鹿約  

60．000の位優に主なバンドが検出されることからサブ  

ユニット構造をとると考えられる。これらの．如こついて  

は今後さらに紳輔に検刹を加えたい。  

酵素の性質  枕々のお質に対する活性の比較を  

Table2に示した。なお，Cぬ油壷紋甜‖侮椚肌頂沼∽〃NCIB  

lO682の報告5）との比較も行った。F－9株のβ－グルコ  

シダーゼは合成基質であるpNPGやセロビオ…スには  

作用するが，ラグト岬スには作用がほとんど認められず，  

C．肋研削躍肋憫の綿製酵繋がラクトースにかなり作用  

する点5）において興っていた。また，p－nitropIlenylβ・Ⅰ）・  

galactosideに対する作用もC．肋甜補肌惑乱肋仁の精製酵  

瀦5）の方が著者らの柁製酵瀦よりも2槽近い倦を示した  

Table2・Hydrolysis of various compounds by β－  

giucosidase鉦o111C．肋∽郁朗∝如閃如ぬ珊  

ダー9  

Rateofllydrolysis  
（〃mOlmin血1m】】り  

Substrate  

P・N血op王1enylβ－D－gIucoside  6．471  

P・Nitrophe】1ylβ－1）－galactoside  l．093  

P－NitroI）henylβ－DIXyloside  O．199  

Salicirl  O．078  

M；iltose  O  

Lactose  O  

Cel】obiose  O．109  

Carboxymethylceliulose  O  

Celiulose  O   

Assay mixture contained5mM substrate，50mM  

SuCCinate buffer，PH5．7，and al）PrOPriate amount of  

purified enzyme to glVe alinear ratc ofreaction for  

eachsubstrate．Theratcwasdetemindbyfollowing  

glucoseliberation，eXCeptforthe蔦rstthreesubstr呈Ite  

listedwheretlleprOductio110fp－‡1itrophenoIwasmea－  

Sured．  
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Fig．1．EfねctorCaヰ‾トonthethermostabilityoぎβ－gluco－  

sidase．  

E㍑yme Prepara血ns coIltaiれed 50】れM suc－  

Cinatebuだer，PH5．7，WereirlCubatedat600cfor  

しIp tO180minin tlle∂bsence（0）and presence  

（⑳）orlOlllM CaC12．Enzyme activity was as－  

SayedasdescribedinTablel，andremainlngaC－  

tivitywasexpressedasapercentageo＝hei】1iぬi  

activity．   
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Fig．2．CompetitiveinはbitionofthellydrolysISOfp蠣nitro－  

phenylβ一日－giucosidebyD－glucono－糾acto11e．  

′mel）一glucono－♂－1actone concentr；まtio】1S Were  

O（0），0．01mM（×）arld O．05ぬM（◎）．Rates  

（〃）areexpressedas／JmOIp・nitropheno‖iberated  

mblH川1（mlenzyme）仙1．Enzymeactivitywasas・  

Sayedasdescribedill′rablel．  

が，これがβ－ガラクトシダーゼの混和こよるものか否  

かは今後の検討灘蘭としたい。   

酵嚢の作用至適温度は600cであり，熱に対する安定  

性ほ550cまでは宏走であるが，それ以上の温度になる  

と央活した。その‡乳 カルシウム塩の共存により安定性  

が増大した（Fig．1）。   

酵瀦活性は商濃度（20mM）のグルコース存在下で約  

50％の阻審をうけるが，Fig．2に示したように低漉度  

（0．05mM）のD－glucono・銅actoneの存在により清拭現  

の阻害をうけた。また，pCMBなどのS王1就葵により阻  

審された。その他の性質として，撤退反応pIlおよび股  

j馴温度は，各々pI15．5付近および600c付近であった。  

金属イオンのうち，Fe‘ト㌢イオンおよびCuヰ1〉 イオンに  

より阻賽牒れ，Hgすヰによっては0．1mM浪度でも完全  

に尖活した。  
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