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微生物がペクチナ腋ゼを亜威することば古くからよく  

知られており，例えば，かびⅠさ，抒鋸泣幻および細菌3〉由  

来のそれぞれ輿櫛のペクチナーゼについて報告されてい  

る。また，その利用面についても，果汁の酒泣化やみか  

んの別皮などについての多くの報告がある㌔   

本研究は，耐酸性糸状蘭（pHl．5に生潜）の酵紫につ  

いての研究の山環として行なったものである。今回はペ  

クチナーゼ生産商の分離と，分離常によってd三渡された  

酵素を綺勤しその姓筋を調べた。本研究の特色の血つは，  

使用した培地が大変のアルコール基留廃液の浪縮液（商  

品名サンダロス淡縮液，PH3．5）である点であり，これ  

を使用した理由は培地が強酸性であり，また，聯紫の基  

質となるペクチン椀物翳を含有するためにペクチナーゼ  

生産に適していると考えられたからである。  

実 験 方 法   

1．供就南棟   

釆北地方の強酸性地域（第1袈）の温泉や湖沼，その  

他の地方の潜通の土壌などから，既報5）の方法で分離し  

た耐酸性糸状菌（pHl．5に生育）約1，000株のゃから，  

将に斜面堵巷の形態的に興なっている歯株400株を選び，  

ペクチナーゼ生慮能を比吸した。その中で敢も強力な菌  

株を選び出し，本突放に燐潔した。   

2．培   地   

サンダロス株式会社製の市販品サンダロス汲縮液を使  

用した。この液は，大変のアルコール洛儲廃液を約10倍  

に浪綿したものであり，その成分分析表を第2表に示し  
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3．培輩方法   

ペクチナーゼ強力教務歯のスクリーニングの場合にほ，  

25％サンダロス液（原液を水で4倍に希釈）を使用した。  

この液4m巨を径16．5m汀；の試験管に入れ，往復振とう  

培忍機（120恒i／分，擬瀾7cm）で280C，4日間培凝した。   

本堵掛ま上記サンダロス浪締液を水で適宜希釈して，  

その液30nlJを1001Ⅵ～容三角フラスコに入れ，280Cで  

固乾板とう培養（170回／分，振暗7cm）を行なった。   月日和58年6月30日 受理  
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4．酵素活性の測定   

培養液を鮮過し，その折液の群衆活性を測定した。基  

質として柑橘ペクチン及びペクチン酸を使用し，ポリガ  

ラクツロナーゼ（P（；）活性は，pH4．0に羽生した0．5％  

ペクチン酸水溶液1m＝貯将来液0．1m～を加え，400C  

で10分間作用させて生ずる避充槻を3．5血ジェトロサリチ  

ル酸披8〉で定数し，ガラクツロン酸1汀唱に相当する還  

元力を生ずる酵衆力を1単位とした。ペクチン粘度降下  

活性は，pH4．0に調強した2％柑橘ペクチン水溶液 2  

mJに酵素液0．5m∫を加え，308C，30分間反応させた後，  

2mJのオストワルドピペットを用いて流下時間減少の  

の比較をする簡便法により測定し活性の劉・終は次の式に  

より行なった。  

d芯（㍍－㍍）／（苫rl㌦）×100  

月：粘度降下活性（純度降下率％）   

㍍：熟欠活させた酵素を加えたときの流下時間（砂）   

㌔：野栄を加えたときの流下時間（秒）   

rⅣ：遊撃の代りに水を用いたときの流下時間（秒）  

5．蜜白質の定戯   

蛋白質は280nmにおける機先皮（0．D．椴）によっ  

て測定するか，Lowryら7）の銅フカ・－リン鼠色故によ  

り行ない，660nrllにおける吸光度で測定した。   

6．箇の同定方法   

種々の分減学的性質の同定は商薪図鑑8）および微生物  

の分数と同定9）の記載に従って検討した。  

実験結果及び考察   

1．ベタテナーぜ生産菌の選択   

横紙した400株の糸状菌の中で，ペクチン粘度降下率  

50％以上を示した薗株数は30株であった。これらの歯株  

ほ．薫別ね払偵沼‡厨が主体でぬり，刀咄助成用は儀及び  

d軍β曙〟ん‘∫属なども数珠認められた。それらの瀬林の  

ゃから優良瀞株として1椚号蘭を選択した。本歯の酵素  

はエステラーゼ活性（Jansenらの方披10））及びリアーゼ  

活性（石粛らの方法用）を殆んど示さず，ペクチン酸を  

基質としたポリダラクツPナーゼ活性（pG活性）が主  

体であった。したがって，以後の爽敵ではペクチン酸を  

基質として，このPG活性を測定した。   

2．ポリガラクツロナーゼ生産薗棟（鞠J7，Jカ0∽7gSAB  

90ト167）の同定   

前記167号蘭の蘭学的性質を検討した始乳 次のよう  

な性質を有することが明らかになった。   

ツアペIツタ寒天上のコロニーの発育は280C，1通関  

後のコロニー径2．2cn】，‡至】色ビロード状，平滑な円空払  

2週間彼のコ＝ロ∴ニー径6．5cm，中心から2cmは淡線白  

色分盤子と気中菌糸のもり上がりがみられる。中心部は  

橙色の菌核を形成する。スライド標本の形態的性質は分  

飴子柄200～300〃mX3～3．5／Jmは基底菌糸層および気  

生菌糸から麗召三，わずかに組面，先端部は少し太くなる  

場合もある。単輪生でフィアライド 9～11〃nlX2～2．5  

〃m，4～10本，分数予2～2。5〃mは短い橘円形，平軌  

適い連鎖状を呈する。歯核は橙色ないし白色を厳し，  

50～150〃mの大きさである，激遁蚕ま常温皮は260C付  

近，敢邁pHは3．5近くにあり，生育可能 pH は pH  

l．5～10．0であった。   

以上の歯学的性質を分類潜8〉9〉により検討し，また，  

当研究豪の保存薗蕗刀ねぎ～J山川Jゐβ沼′～Maireと絞ペた結  

果，本歯をダg′！ねぎアブね椚血′？7ダブseriesに属する餞株と同  

定し，これをA如溺服踊相加扉ほAB90卜167と命名し  

た（以下単に167号歯と略称する）。なお，この簡株はエ  

業技術院微生物工業研究所に「微生物保管委託嘩禰番受  

理諮号第6676脅（FERM，p刷6676）」として番托した。   

3．ポリガラクツロナーゼ生産条件   

種々の液体培地を用いて167号商のPG生産盈を比駁  

した。本薗はサンダロス培地に非常によく舷暫し，著盈  

のPG産廃威することが分かり（第1図），この培地の  

使用は廃物利用の点からだけでなく，従来から砕米生産  

の優れた培地とされている数麹培餐故に匹敵する好適材  

料であると考えられる。   

なお，対照に用いた鼠かび（ノ毎g曙肋J∫J痩er van  
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節1図 橙々の培地におけるポリガラクツロナーゼ生産  

1．25％サンダロス 2．ツアペック液 3．スカ2％   

懸濁液 4．／jヽ変ブスマ之％懸濁液 5．ブドウ糖・ペ   

プトン】％液 6．小変ブスマ固体培養（10倍抽出液）  

（培地30m～，ロータリーシェ岬カー）   
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液を単に水で希釈し10～25％濃度にするだけで充分であ  

ることが分かった。   

4．精製酵素の性質   

砕米の精製は10％サンダロよ放で167母歯を授とう培  

養し，得られた∴＝の培寒河液 押G活性39，960単位，  

比活性0．86U／mg）にアセトン50％を加え，酵紫を沈澱  

させ，Sep王1adex G馴50でゲル炉過し，ついで節4軌こ  

示したようにSP－Sepbad¢X C…50カラムに吸潜，湊漉  

し，10％の収率で精製酵素（3，860j′終位，比活性750U／  

mg）を得た。これをアクリルアミドスラブゲル電気泳  

動にかけたところ単山の好紫蛋‡ヨのバンドを示した。  

Tie扉1em）は生育は良好であったが，PG生産は殆どな  

かった。   

次に，pG数遮に及ぼすサンダロス浪皮の影野を親等2  

図に示した。25％浪皮（水で4倍に希釈）が敢適であり，  

それ以上の汲度になると生育が破くなり，pG生威厳も  

低下した。   

さらに，25％汲皮のサンダロス培地の初発pHを変え  

てPG盤適温を比較した結私 第3図に示したように，  

pH2．5～3．5の敵性側の培地が盤度盛が大であった。ま  

た，10％サンダロス培地に，ペクチン，ガラグツロン敢，  

ブドウ糖などをそれぞれ0．1～1，0％添加すると，pG生  

産数は僅かに増加したが，野栄の基質となるペクチン酸  

を添加するとPG蚕ま應は激減し，0．1％添加区でも飴虚  

像は微盈となった。盟紫源として，硫安，尿素，ペグト  

ン，酵母エキスを0．1％（盤霧として〉 添加した場合に  

は，瀦の払骨ば良好とな∨り，約2偶に菌体畿が増加した  

が，pG生産蕊は殆んど増加せず，逆に放資添加区では  

約30％減少した。結風 位適培地としては，サンダロス  
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第4図 SPセファデックスC仙50によるポリガラグツ  

ロナーゼの精製  

（カラム：2．5×30cm，0．02M酢酸援簡液，p持久0）  

得られた精製酵素の分子魔は沈降平衡法により約  

34，00Dと静出された。基質に対する作用は，ペクチン級  

に特によく作用するが，ペクチンを基質とした場合には，  

ガラクッロン酸の生成活性はペクチン徴の場合の約4％  

にすぎず，メチルエステルの存在が加水分解反応を低下  

させると考えられる。また，ペクチン酸からの生成物を  

ペーパークロマトグラフィーにより調べた結栄，本酵素  

はエンド覿のポリガラクツロナーゼであることが分かっ  

た。   

ペクチン酸を基質とした場合の酵素的な性質について  

第5図～第8図に示した。それぞれの性質をセルロシン  

（d即e曙～〃〟∫J壬なβrの市破砕紫横臥 上田イヒ学KK）と比  

較して爽験した結果作用至適pIiは5付近であり，－k  

ルロシンの至適p壬i4付近よりアルカリ側であった。   

p㍑安定性は，300C，17時間後の残存活性を測定する  

と，節6図のどとくであり，セルロシンに敏べて酸性側  

で不安定であった。超過温度は第7図に示すどとく，  

500C付近にあり，セルロシンの場合とほぼ同様であっ  

たが，熟安定性は節8図に示すように500C，10介で失   
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第2図 サンダロス濃度とポリガラグツロナ岬ゼ生産  

用川りO111J，lコータリーシーエーカー）  

1．5  2．0  2．5  3．0  3．5 ′蔓．0  

l）】t  

節3筐‡培地の初発pIiとポリダラクツロナーゼ生産  

（用地りOl11J，ロータリーシェー カー）  
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節5図 ポリガテクツロナーゼの至適pIT  

（400c，10分反応）  
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第7図 ポリガラクツロナーゼの至適温腰  

（10分反応）  

残   

存   

活   

性   

％  

残   

存   

活   

性   

％  

50  50  

：iO   ′箋0   50   60   70  

温 度 ㊥C  

麓8園 ポリガラクツロナーゼの耐熱性  

（iO分処理）  

素の諸牧野を市販の種々のペグテナーゼ標品の性質（パ  

ンフレット）と比較したのが第3嚢である。著者らの  

タ錯～c′J〃〟椚ペクテナーゼは他のカビのペグテナーゼよ  

りも，段通 p王ま及び安定pHはアルカリ側にあり，ま  

た温度安定性も劣っており，断ベタチナーゼであること  

が分かった。このようにpH3．5以下で不安定であり，  

欠活することから，みかん内果皮を剰皮処理する際に春  

聯瀦を用いれば，処理後赦免の pH網漁剤（塩酸水溶  

液など）の添加により群発反応を停止させることが可能   

2 3 4 5 6 7  8 9  

pIi  

節6図 ポリガテクツロナーゼのpH安定性  

（300C，17時間処理）  

活し，セルロシンよりも不安定であった。   

S．本菌の酵素利用に関する一考察   

ペクチナーゼの利用の一つとして，みかん内灘皮の除  

去が考えられているが，本酵素がその目的に適している  

か杏かを拭験した。第9図に示したごとく，木蘭の培嚢  

炉液を5倍に希釈した潰皮でも，2時間後には内果皮が  

その腰巻廷を保っておらず，強力な崩壊活性眉濁すること  

が分かった。したがって，みかんの剥皮に本酵素を利用  

することが可能であるが，この点について，さらに本酔  
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第3表 精製群衆と市販群発との性質の比駿  

167号灘  

糟製ポ車ゲラクツP ナーゼ      可溶性ベタチナーゼ可i容性スタラーゼS （田辺製薬KK）（三共KK）  ペグチナーゼ （米澤醸造KK）   

」釣雌αプ滋f∽   

薗 種 名  Jヤ〃た／／J／〟川／んり川ナ／  A坤ど曙肋路子卸γ 偽”わ埼Ⅳオ“ク氾       叫血前曲  川棚ナ／砂川汀   

蔵 遁PH   5．0   3．5～4．5  3．5－4，5   2．5   

超過温度   500C   40～500C  45～500C   40・～500C   

l）H安定牲   4．0～7．5   3．0～5，0  3．0～5．0   2．0～8．0   

熟安定性   300C   400C  400C   500C  

した。この培地を用いた場合，他の炭釆源や盤森涯を添  

加してもあまり静糸生産漁は増加せず，ペクチン酸や硫  

安の添加によりかえって生産盈は激減した。また，培地  

のpH沓2・5～3，5とした場合に盤應盛は蔑も高かった。   

3・本薗のポリガテクツロナ∵ゼをSP－Sephad8XC－  

50カラムクロマトグラフィーにより精製し，電気泳動的  

に単一の球晶とした。この椅製野栄の分子盈は約34，000  

であり，ペクチン酸に掛こよく作用するエンド塑のポリ  

ガラクツロナーゼであることが分かった。   

4・酵来的な渚性質は敢適pH5．0，敢適温皮 500C，  

pH安定性4・0～7・5および熱愛定性は300Cであり，他  

の市版のペクテナーゼ（丞卿が眈＝痺町C加殉雨脚  

痩血加地パ触刑加一粕淵鵜勧Ⅶゼ由来）と敏ペてかな  

り不安定な酵兼であることが分かった。  
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