
 

Instructions for use

Title
塩辛の細菌学的研究：第5報 細菌の蛋白質分解酵素について(其の1) Bacillus subtilisの蛋白質分解酵素の二
，三の性質について，第6報 細菌の蛋白質分解酵素について(其の2) Bacillus subtilisの蛋白質分解酵素の賦活
性物質について

Author(s) 長尾, 清

Citation 北海道大學水産學部研究彙報, 4(1), 96-107

Issue Date 1953-05

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/22797

Type bulletin (article)

File Information 4(1)_P96-107.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


塩辛の細菌学的研究

第 5報細菌の蛋白砂質分解酵素について (其の1) 

Bacillus subUUsの蛋白質分解酵素のこ，三の性質Kついて

第 6報細菌の蛋白質分解酵素ιついて (其の2)

Bacillus. subtz"lisの蛋白質分解酵素の賦活性物質について

長 尾 清 く水産細菌学教室〉

BACTERIOIβGICAL STUDIES OF SHIOKARA OR “SOUSED SQUID" 

5. .()n the Proteolytic Enzymes of Bacteria. (Part 1) 

Some PropertI<倍 ofthe Proteolytic Enzyme of Bacillus subUlis. 

6. On the Proteolytic Enzymes of Bacteria. (Part 11) 

On the Activator of the Proteolytic Enzyme of Bacillus subtilis. 

Kiyoshi NAGAO 

. (Facul句 ofFisheri回， Hokkaido UIUversity) 

The pr国 entauthor prepared a proteolytic enzyme of Bac. subtilis which was isolated 

from Shiokara， by using either lysis， lyophilization， or treatment with acetone and ether. 

The enzyme showed optima1 activity at pH of 6.8 to 7..2 and temperature of 1:0oC. It is 

of in.tぽ国tthat the enzyme was notmuch affectedby pr，回enceof ahigh concentration of 

sodium chloride. The proteolytic activity of an enzyme prepared by acetone-ether treat-

ment was nearly the same to that by lyophilization， whereas that of an enzyme prepared 

by lysis was lowぽ thanthe othぽ'8.

This enzyme was activated by either Mn +¥or cysteine. When Mn++ was added at the 

start of hydrolysis， a definite lag phase was observed before the first order reaction took 

place. When the enzyme was treated， however， with Mn++ at 370C. for about three hours 

before the substrate was added， the hydrolysis took place without any lag according to the 

first order reaction. This suggests that the activation may give rise as a results of combi-

nation of the metal with enzyme protein. The proteolytic activity ran parallel with the 

concentration of Mn++ within a cぽ tainrange of the concentration. ln ca田 ofcysteine， on 

the contrary， a highぽ activitywas obtained when it was mixed simultaneously with the 

enzyme and the substrate. Th回eexperimental results are shown in Figs. 6，7，8 and 9. 

細菌の蛋白質分解酵素は非常に多数ある様に見えるO しかし動物の蛋白質分解酵素に関する研究に

比較ナると、其の研究は非常に少ない。
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M回eht創 rin(l)は或る細菌の思養誇肘もら得た蛋白質分解酵素にづき広汎な研究をwし、衣の8種。蛋

白質分解酵素を得ている。即ち{1)Bac. pyocyaneus， Serratia marcescensの培養液からEgg

albuniinや Clupeinを含む多数の蛋白質を分解し、賦活性物質として Cysteine"を必要とLなh酵

素、 (2)ガスを生成する嫌気性細菌の勾養液から GelatinとGluteI1のみを分解ナる酵素、及びk く3)

Bac; hotu1inusから SH化合物とγアシ化物に依てって活性化される酵素を得ている。

Gelatinを分緯ナる酵素は広〈多くの細菌に存在し BidwelP>， Kocholaty{3}， Evans'ω)， Ramon(円

Gorini'6l等の研究がある。 K∞:holaty(3)は Clostridiumhistolyticumの席養液から Gelatinを分解

ナる酵素を得た、この酵素の最適水素イオジ濃度は pH6.0-7.oで、電気泳動的に均一な蛋白質で、

少量の Tyrosineと Tryptophaneを含み、， Fe++と SH化合物に依づて活性化される。 Gorini'仰は

Micrococcus lysodeikticusから Gelatinや Caseinを分解する酵素を得た、この酵素はO.OlMCa++ 

を加えると活性化される。

著者は塩辛の熟成現象を細菌学的に研究して来たコ一般に魚肉が同家治、化を起す場合には、蛋白質

はアミノ酸にまで分解され、それ与しとは分解されないと言われている。アミノ酸は細菌の酵素により

脆茨酸や脆アミノされて分解する。しかもこり様な低級分子にまで分解する速度は他。動物組織から

得られる酵素に比レ迅速tt:.行われるものと考えられる。著者は塩辛の熟成に関与する細菌がいか友る

機構によ P蛋白質-を分l箭ーナるか、即ち蛋白質の Peptide結合の切れる様子、Exopeptidaseであるか

Endopeptidaseであるか否か、いかなる Peptide結合を分解するかを究明し、更に進んでアミノ酸の

分解機構、アミノ基転移の機構を究明したいコ

本報に於ては著者が塩辛中より分離したBac.subti1isを使用し、細菌ぇ体を Acetone-Ether処理

及び冷結真空乾燥処理に依って得た乾燥菌体より酵素を抽出レ、又Lysozymeにて細菌々休を溶解レ

酵素液を得た。これ等の酵素のGelatinを基質とした場合の最適水素イオシ濃度、最適温度、酵素抽

出法の差異による活性度の比較、食塩の影響及び酵素の賦活性物質にづき研筑した結果にづいて報告

ナる。

実験方法

くD 酵素抽出法

細菌k 体よ P酵素を抽出するには弐の様な方法がある(1)，8)
①細菌々体を微細な硬い粒子と混ぜて磨擦して破壊す:る方法、②或る範囲の振動款の超音波を車体.

浮遊液にあて細胞構造を破壊し、酵素を抽出ナる方法、③加圧状熊で高速度に姐転ナる Ball-mil1

で機械的に破壊ナる、④細菌々体を自家分解する方法、⑤溶菌性物質を加え~溶菌する方法、@細

菌々体をと冷結真空乾換する方法、⑦細菌k 体を AcetoneEtherで・処理し℃乾燥粉末を得る方法

①②及び@の方法では特殊な器具を必要とし、④の方法では自家分解中に酵素の世l生が低下ナる。1 ⑤

の方法で溶菌性物質を加えて溶菌させる著名な方法は、 Lysozymeに依る溶菌作用である。 Lysozyme

民依る溶菌作用は Pe町 O記， Quastel]両氏仰が発見し、共の後 Herbぽt(I")が ~icrococcuslysodeikticu~

をLysozymeにて溶菌し、結晶性細菌 Catalaseを得ている。 Lysozymeは M.icrococcuslysodf!ikticus， 

(10)(11)， Achromobacter fischeri(l!!， Bac. subtilis(13)(l4)(15うBac:megath~riumοのを滞菌ナるが‘暗

Bac. anthracisに対しては溶菌しない。

著者は♀L七の方法の中⑤⑥⑦の方法で細菌k体より酵素を抽出した。

即ち Boui1lon(broth)崎地にBac.subtilz"sをと疑樟し.37'Cに-C24時間埼葵し、発育した以i苔を集め
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水洗後.描紙にて水分を吸い取り、裡潤菌体を得た。溶菌法にて酵素を抽出する為に著者はとの湿潤

菌体の CellSuspension(Non-proliferating Cell又はR回 tingCellとも云う〉にLysozymeを加え菌

体を溶菌し、遠心分離、土澄液を酵素液とした)LysozymeはG.Alderton法什7)に従い、卵白より結

品状に抽出したものを使用したコ冷結真空乾燥する場合には著者は Fig.1に示ナ如き冷結真昼乾操

装置を使用したコ Fig.1 のA部にDry-ice と Etherを注入、 B部のナ~型フラスコに湿潤細菌々体を入

c 

Fig. 1 Lyophi1izing Apparatus 

れ、 C部を真空ォマシプに謹結レ、玲結真空乾

燥を行い較燥菌休を得た。

Acetone-Ethぽで処理し℃乾燥粉末を得るにも

は湿潤菌体を冷Acetoneで処理、冷Acetone-

Etherで処理後一冷Etherで脆水、デシケー

ターに入れ乾燥粉末を得た。との様巳して得

られた転燥菌体広7o%Gly悶 ineを加え、メ

ノー乳鉢にてよくてコぷしも酵素主抽出後、遠

心分離し上澄液主酵素液とした。

(II)最適水素イオシ濃度。測定

0.1% Gelatin溶液8ヘ0.067M燐酸Buffer

溶液8ヘ酵素液4CCを混和、 370C の恒温水槽

中におき一定時間後Na-;N量の増加を Folin

の Naphthoquinone法(保利氏の改良法(18))

で比色定量した。比色には 470rnμのFil加を

用い、光電比色計を使用レた。 NHγN量を測

定ナる際、分解しないで残っている Gelatin

を除か友ければならないので、 Gelatin除去法は、柏田、柿本氏法(19で行った。即ち前記の混液2CC、に

10%酷酸鉛溶液を加えて、生やる沈澱を措別し、菰液に稀硫酸を加えて過剰の酷酸鉛を除去する。そ

の摺液が酸性ならば苛性ソーダで中和した後、 Folin-Wu試薬 00%グシグステシ酸ソーダ 1容に対

し%NH2S0~2-3容〉を加え、暫時放置後漉過し、 N/10 H2SO~ にて洗;依した施液を合せ、この穂、液に

づいて Fo1in法で Naphthoquinoneで墨色させ、過剰の Naphthoquinoneを脱色剤で脆色し、この

液を一定量Cl8Cっとレ、この液より7CCをとりCCuvett容量7ペ厚さr.ocm)Na-N量を比色測定した。

0時の試料の透過率を 100%に合せ、時間の経過と共にNH2-N量の増加、減少に相当する透過互容の変

化を見た〉耐熱を加え変性させた酵素液を使用した場合には、 NH2-N量の噌加は見られなかった。

一般に蛋白質を酵素にて分解ナる際には、等量のα-COOH基 J土αNH2基を生歩るが、 Gelatinの

場合は、 Prolineや Hydroxypro1ineの様な Irnino基を合む Peptide結合を多く含む蛋白質であるの

で(却)CGelatinの主主主アミノ酸含量は、 Glycine2o.o%、Pro1ine19.4%、Hydroxyproline9.4%、

Arginine 9.1%、Alanine8 .75話、'Leucine7.1形、 Lysineo.9%、Glutamicacid o.8%である。〈宣1))

分解されると NH軍基kりもcα)H基を多く生やるd著者は基質として Gelatinを使用したので、細菌

の酵素に依り Gelatinを分解じた際にも、 α-NH!基よりも αCOOH基を多く生すやると思われるので

Forrnol滴定に依り測定して見たが滴定の終点、が不明瞭で、や L不正確であるので今度は省略した。

実験結果を Fig.2.3に図示したっ与L土の実験結果から Bac.subtilisの蛋白質分解酵素の最適水素

イオシ濃度は pH6.8-7.2~付近にある o
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くm) 最適温度の測定

最適水素イオシ濃度測定の場合と同様に

o .1%Gelatin溶液8ヘBufferl容液8CC(pH

7.0)、酵素液4CCを温和、各温度の恒温水

槽中に保ち、 30分後、上記混液，2CCにつき

未分解のGelatinを除いた液中のNH2-N

量を Folin法にて比色定量レた。

実験結果を Fig.4に図示したυ 以上の

実験結果より Bac.subtilisの蛋白質分

解酵素の最適温度は400C附近である。

く1V) 酵素抽出法の差異民依る酵素活

性度の比較

著者は B.subtilisの菌休を冷結真空

乾燥及びA田 tone-Ethぽ乾燥に依り得ら

れた菌休粉末を 75%Gly白 rine溶液に入

れ、抽出した酵素液及び Lysozymeに依

り溶菌し、得た酵素液の活J性度を比較し

たコ実験方法は最適水素イオン濃度測定

の場合と同様。但し測定温度 370C、pH

7.0で行ったコ今蛋白質分解反応を単分

子反応と仮定すると、活性度は弐の様に

しγ算出する事が出来る。

_K/ 
K=-flogよx' G.= ')E 

K: First order velocity constant. 

a : Total NH2-N in mixed 

solution.くhydrolysewith HCI) 

x : NH!-N after t min. in mixed 

solution 

t: Tim.e. Cmin.) 

C自:Proteolytit coefficient. 

E : Enzyme con田 ntration.(mg. 

Nitrogen per∞〉

実験結果を表示すれば Table1の如く

になる O



Table 1 Comparison of the Proteolytic Activity of the Enzyme Prepared by Acetone-
Ether Treatment， Lyophi1ization and Lysis Method from B. subtilis. 

Tl-zne il Aoetone--Ether Treatment * Lyuphilization ** Lysis Method *** 

〈Bfin.〉 Opetnisciatl、 NHs-N ODpetniscIatl y NH←N ODpetnisclatl y NH!-N 
Density mg. mg. mg. 

。 o.似到。 O.αm 0.000 

10 0.018 0.0侃 0.022 O.∞8 O.∞4 O.∞2 
20悶 o.偲2 0.012 O.回6 0.014 O.似)9 O.∞4 
30 0.041 0.016 0.046 0.018 0.013 O.叩5

40 0.046 0.018 0.051 0.020 0.022 O.∞8 
60 0.046 0.018 0.051 0.0:却 O.邸2 0.012 

* 0.8825g. of bacterial powder in 50 cc of 75% glycerine， 0.0122mg-N per 1 cc of enzyme 

solution，0.0048mg-N of enzyme per 2cc of mixed solution， a=0.1080mg NH.-N in 2cc 

of mixed solution. 

料 1.0988g.of bacterial powder担 5(}ccof 75ガ glycerine，0.0156mg-Nμョr1 cc of enzyme 

solution，0.0062mg-N of enzyme per 2cc of mixed solution， a=0.1092mg NH，-N in 2cc 
of mixed solution. 

*** Wet bacteria (dry weight 0.4262g.) in 60 cc of water， 0.0062mg-N per 1 cc of enzynie 

solutiqn. O.0024mg-Nof enzyme per 2cc ofmixedsolution， a=0.1025mgNI:I，-N， in 2ec 

of mixed solution. 

l 実験結果より A句:tone司 Ether乾標法、冷結真空乾燥法及び溶菌法に依って得た酵素液の C.を夫々

C;;¥ C~!; C. a ~こすれば C.l::i:: 0..20， C."= 0.21， c.3 = 0:13、

即ち Aatone-Ether乾燥法と冷結真空乾燥法では活性度は殆ん E同じであったが、溶菌法に依って得

?と酵素液の活性度は前三者に比し劣るL乙れはこの方法に依って得た酵素液は水溶液でありGly倒・ine

溶液に比じ不安定な議主、溶菌してから実験に供ナるまでに48時間を経過してトた為活』貯度が低下レ

た為と思われる。

町 (V) 食塩の影響につい C

塩辛中には約四、20%の食塩が含有されている。塩辛の熟成に関与ナる細菌は、好塩細菌或は耐極

細菌主恩われる。本実験に使用した Bac.subti・lisは著者が塩辛中より分離した菌であるので、-試験

菌より抽出した酵素は高濃度の食援を含有ナる基質に対しでも相当に強く作用すると思われるので、

以下この点を安明した。

0.1% Gelatin溶液炉、 0.067M燐酸Buffer溶液 CpH7.0)8cC、酵素液4CC、を混和、とり混合液・

に対し NaCl濃度が10%及び15%となる如く NaCl(化学用〉を添加したコ NaCl無添加の場合を対照垣

試験とじて行ったQ とれ等の混液を370Cの恒温水槽中に保ちょ 30分後L前同様と記混液2日につき未

分解のGelátin を除いた液中の NH2~N 量を Folin法にて比色定量し?とっ

実験結果をFig.5に図示した3 以上の実験結果よれぜ供試菌は塩辛中よ汐分離した為、相当高濃度

の食塩に対し遁応Lておる様で、食塩を加え友い基質と、 10ガになる様食塩を加えた基質に対ナる活

性度は殆んど差異はない。 ]5がに友る様に食塩を加えた基質に対しては、や工活性度は低下ナ&。
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~~~ Fig.5 The effect of the concen-

JJ tration of NaCl on the hy-

drolysis of gelatin by the 
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(VI) 賦活性物質にづいて

細菌の蛋白質分解酵素に関ナる従来の研気では、細菌の培養液から SH化合物¥シアシ化物、 Fe++

或は Ca++等に依って活性化される酵素が得られている。著者は細菌々体より抽出した酵素について

Mn++及び Cysteineに依る活性化につき実験を行うた。

従来Wil1statter一門の研究によってProteinase己 Peptidaseとがはっきり区別せられも前者は高

分子の天然の蛋白質にのみ作用し℃乙れを Polypeptideにまで分解ナる酵素で、 Peptidaseは天然。

蛋白質にきまレては作用しないが種々の Polypeptide又は Dipe:ptideに作用ナるもの己考えられていた。

しかし M.Bergmann等は1932年新らしい Polypeptideの合成法を考案して多数の Polypeptideにつ

い℃研究レた結果、乙れ等の合成 Polypeptideの中には従来天然の蛋白質のみに作用ナるふ考えられ

ていたProteina記によって容易に分解されるものが見出された。Bergmannは蛋白質分解酵素をExo・

peptidase (遊離の極性基に隣接した Peptide 結合を分解する酵素〉とEndopeptida民 (ProteiIJ.掛e~

も云い、 P 蛋白質のPeptide舗の内部を切断ナる酵素〉主に分け℃いる。

著者。実験に供レた酵素液は恐らく色々な酵素の混合したものと息われ、しかも基質ょして使用し

たGelatinは特異な蛋白質で、その主主主る構成アミノ酸は Glycine，Proline， HydroxyprolineやLeu-

cine 等である。著者の使用した酵素がGelatin を分解ナ~事と、 Gelatin の構成アミノ酸から考察ナ

れば、著者の使用した酵素tc.はLeucineaminopeptidase， Glycyl-L-leucine dipeptidase， Pro1ida艇

や Proli喜lase等が共存レ℃いるよ想像された。しかも動物組織から得られた之等CDExopeptida記は

Mn++に依ヲ℃活性化される事が知られているく21'(2:I;(24，(2o)(26)0 Maschmann等の細菌酵素に関ナる研

気では Cysteineが賦活性物質として作用ナるか否か問題民主主づている様であるので、著者はMn++

4'Cys匂ineに依る影響につき実験を行ヲた弐第であるO

Mn++等に依てコて活性化される所在金属酵素は、 Mn++主酵素蛋白質との聞に共の様な綾慢な反

応が行われる(27)(28)。 金属原子は Apoenzyme~同じ様に基質主の結合の配位中心 (Coordination 

伺 ntぽ〉よなる。酵素一基質複合体に於て、金属イオシは一方では酵素の極性基と結合し.他方では
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Peptideの極性基と結合ナる O この様にして六合結合CChelatering)が形成され、 Peptide結合の電子

構造が加水分解を行いうる程度にルーズにされるのである(29)(30)(3九

R-CH-I¥jH
1 

CO Ì'iI ~H 

¥NH 、

Protein + Mn + +ご Mn+ + Protein 

!即ちMn++と酵素を数時間作用させた後基質を加えて分解したものと、同量の Mn++と酵素及び基

質を同時に加えて作用させたもりを比較するふ、前者の分解速度が大である。著者はこの点に留意し

て実験を行った。

酵素液2刊に0.067M燐酸Buffer溶液(pH7.0) 4cCを加え、乙の中にMn++及びCysteineの濃度が夫

.k 1O-6M， lO-5'M， 1O-4M， 10斗 M，lO-宮M，となる如く夫.kMnC12及びCystei町を加え、 8時間370Cの

恒温水槽中にて反応させた後、 0.1%Gelatin溶液8CCと更にpH7.0の燐酸Buffぽ溶液6CCを加え、 370C

に保ち、前回同様上記混液2CCにつき未分解のGelatinを除いた液中の NH，-N量を Folin法にて比色

定量したυ 又酵素液2CCに燐酸Buffer溶液4CC及びζ白浪、液にMn+¥Cysteine濃度が夫々1O-2Mとな

る如く、 MnCl，及び Cysteineを加え、同時に燐酸 Buffer溶液6CCと0.1%Gelatin溶液8CCを加えた

もの及びMn<++ ， Cysteineを全然加えないで行づたものにヲき前同様の方法でNH2-N量を比較した。

Fig. 6， 7， 8， 9は実験結果を表示したものである。
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Fig.6 The effect of con田 ntration

of Mn + + on the hydrolysis of 

gelatin by the e田 ymefrom 

B. subtilis. 

The enzyme was treated with 

Mn++ at 370C. in.thepre調印白

ofO.067M phωphatebuff，ぽ

for about thr伺 hoursbefore 

the substrate was added. 

⑩1O-2M Mn++ 01O:-~M Mn++ 

企1O-4MMn++ 口lO-oMMn++

elO-6MMn十十xNo Addition 

Enzyme solution was prepared 

by treatment with acetone 

and ether. 0.9346g. of bac-

terial powder in 50∞of 75% 

glycerine. 
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Fig.8 The effect of concentration 
of cysteine on the hydrolysis 
of gelatin by the enzyme 
from B. subti・1is.The enzyme 
was treated with cysteine 
at .370C. in the presen田 of
0.067M phosphate buffer for 
about thr田 hoursbefore the 
substrate was added. 

. lO-!M Cysteine 
() 1O-3M Cysteine 
o 10-4M Cysteine 
x No Addition. 

Enzyme solution was prep訂 'ed
by 仕'eatmentwith 'acetone 
andeth町.0.8925g. of bacterial 
powder in 50∞of 75% glyce-
nne. 
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Fig.7 Activation of the enzyme by 
， Mn+ + . When Mn++ was added 
at the start of hydrolysis， a 
definite lag pha田 W 描 ob田r-
ved before the first ordぽ reac-
tion took place. When the 
enzyme was treated. howev'ぽ，

with Mn++ at 370C. for about 
three hours before the subst-
rate was added， the hydrolysis 
took place witnout any lag 
according to the f出 tordぽ

， reaction. ・10-2MMn++ + Enzyme， 
Preincubated. 

x 1O-2MMn+++Enzyme+ 
Substrate; 
Simu1taneously. 

o No Addition 
'Enzyme solution was prepared 
by treatment with acetorie 
andethぽ .0.9346g.of bacterial 
powder in50∞of 715% glycer-
me. 
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Fig.9 Activation of the enzyme by 
cysteine. When cysteine was 
added at the start of hydro-
lysis， hydrolysis took place 
without any lag a∞ording to 
the first order reaction， When 
enzyme was treated， however， 
with cysteine at 37~C. for 
about thr田 hoursbefore the 
substrate was added， adefinite 
lag phase was obsぽvedbefore 
the first order reaciion took 
place. 

.• lO-2M Cysteine+Enzyme， 
Preincubeted. 

o lO-sM Cysteine+Enzyme 
+Substrate， • 
Simultaneously. ' 

Enzyme solution was prepared 
by treatment with acetone 
andethぽ.O.8925g. ofbacterial 
powder in 50cc of 75% glyce-
rme. 

塩辛より分離したB.subtilisの蛋白質分解酵素の最適水素イオシ濃度は pB6.8，，:，7.2附近である。

最適調度は400C附近である.細菌k 休より酵素を抽出ナる方法の差異による酵素の活性皮の差をと比較

して見ると冷結真空乾燥法と Acetone-Ether転燥法では殆んど差異はなかヲたコ Lysozymeに依り

溶菌し酵素を抽出ナる方法はや L前者に比して劣る様でるるが、この方法に依てコ℃得た酵素液は水溶

液であり、 Glycerine溶液に比し不安定な為と、溶菌し℃から実験に供ナるまで48時閣を超過し℃い

た為、括性度が低下レたものよ思われる。供試菌は境宇中より分難した為、相当高濃度の食塩に対し

適応し℃治る。即ち食塩を加えない基質と、 10%になる様に食塩を加え?と基質に対ナる活性度は殆ん

ど差異はない。 15ガになる様に食極をと加えた基質に対しては、や L活性度は低下ナる O

著者の使崩した酵素は Mn++及び Cysteineに依り活性化される。基質主しアC使用したGelatinは特

異な蛋白質で、その主な構成アミノ酸はGlycine，Pro1ine， Hydroxyproline， -'f' Leucin~事であり、著

者の使用した酵素は恐らく多数の蛋白質-分解酵素の混合したものと思われる。 Gelatinの分解ムその

構成アミノ酸から考察すれば著者の使用した酵素には Leucineaminopeptidase， Glycyl-L-leucine 

dipeptidase， Prolidase，や Pro1inase等が共存しているものよ想像される Oしかも動物組織から得られ

た之等のExopeptidaseはMn++に依って活性化される事が知られている(22)崎山;(25)向。著者の実験結

果からMn++に依つ℃活性化された酵素は恐らく Leucineaminopeptidase， Glycyl-L-leucine dipepti-

dase， Pro1idaseゃ Pro1inase等の Exopeptidaseであろうと思われるが、本実験結果から断定ナる事

は勿論出来ないcEndopeptida配がMn++に依り活性化されたのかも知れないし或は又Endopepti.da記
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とExopeptidaseの両者がMn++に依 P活性化されたのかも知れない。乙の点、については合成peptide

を使用し、更に研究を進める予定である。

Mn++は酵素の蛋白質と畿医に作用し、化学的に結合する様で、 Mn++と酵素を 8時間37つCに℃作

用させた後、基質主加えた場合は、 Mn++と酵素及び基質を同時に加えた場合よりも活性度は大であ

るう酵素の蛋白質の代りに基質蛋白質と Mn++を8時間 37コCに作用させた後、酵素を加えた場合に

は、 Mn++よ酵素及び基質を同時に加えた場合よ活'目度は同じであったコ与l上の結果より酵素一基質

複合体に於て、 Mn++は一方で酵素の極性基と結合し、他方では Peptideの極性基よ結合し、 Peptide

結合の電子構造が加水分解をと行いうる珪度にルーズにされた為に加水分解が促進されたものよ，~、われ

る。又，Mn++の濃度と活性度は正比例ナる。又Mn++の濃度が大である時速かにNH2-N量は増大ナる

が或る量に達ナると念滋に NH2-Nが減少レている O 之は遊離されたアミノ酸が更に低級化合物に分

解された為ι臣、われるが、著者の行ったFolin法ではアミノ酸以外の物質でも基色ナるものが多く、

芳香属の一級アミシはアミノ酸と同程度に墨色し、アシモ=ア、一、ニJ級の脂肪属のアミン等に依り

阻害される O 之等の物質が蛋白質分解過程中に生成された場合は、之等の物質の影響を叉げてゐる事

になるので、この点にづいては後に詳細に研究ナる予定である。

之に反し Cysteineに依り活性化される場合には、 Cysteineと酵素及び基質を同時に加えた場合が

一番活性化される O 酵素と Cysteineを370Cで8時間作用させた後、基質を加えた場合には前者に比

し活性度は低下し℃いる O 又 Cysteineの濃度と活性度は正比例ナる O

Mn++及び Cysteine以外に Co++，Zn+¥Mg++， Ascorbic acid等に依る影響につい℃は弐報に報

告する予定である。

要 約

著者が塩辛中より分離したB.subtilisの菌体より Acetone-Ethぽ処理及び冷結真空転換処理に依

づ℃得た転燥菌体より酵素を抽出し、又 Lysozymeにて菌体を溶菌し酵素液を得た。之等の酵素の

Gelatinを基質とした場合の最適水素イオシ濃度は pH6.S-7.2、最適温度は 40
C

C附近である。又高

濃度の NaClを含有している基質-に対し℃も作用ナる。之は高濃度の食話号、に適応した為L眠われる。

Acetone-Ether処理と冷結真空乾燥処理によって得た酵素の活性度は殆んど差がなかったが、 Lyso‘

zymeに℃溶菌して得た酵素の活性度はや L低下していたコ

著者が使用した酵素はMn++及びCysteirieに依り活性化される。 Endopeptidaseが之等賦活性物質

に依り活性化された為か、酵素液中に共存している Exopeptideseが活性化された為か、 A或は Endo-

peptidaseとExopeptidaseの両者が活性化された為か否かは不明である。 Mn十十は酵素の蛋白質と額

慢に作用し、化学的に結合ナる様で、 MIi十十と酵素を燐酸 Buffer溶液と共に3時間37コCにて作用さ

せた後、基質を加えた場合は、 Mn:十十、酵素、燐酸Buffer溶液及び基質を同時に加えた場合よ Pも活

性は大であるO 又Mn+十の濃度と活性度は正比例ナる。之に反して Cysteineに依り活性化される場合

にはCysteine、酵素及び基質を同時に加えた場合が一番活性化される。'

修りに臨み本研究に協力下された、柏a原浩之氏及び;fi)p内直一氏に厚く謝意を表ナる。
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