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細歯 の 酵 素 に関する研究

第 2報 MicrococcltS lysodeikti・CltSのCatalaseについて (其の1)

長 尾 清 (水産細菌学教室〉

STUDIES ON THE BACTERIAL ENZYMES 

2. ON THE CATALASE OF Mz.crococcltS lysodeiktz"clts. CPart 1) 

Kiyoshi NAGAO 

CFacu1ty of Fisheries， Hokkaido University) 

The catalase solution was obtained by the addition of lysozyme from Mz.crococcus 

lysodeiktz"cus. The optimum pH and temperature of catalase activity of Micrococcus lysod同

eikti・Cuswere measured. The optimum pH was 7.5 and the optimum temperature was 32~C. 

一潤3嫌気性細菌を除き殆ど総ての生物は Catalaseを持ってゐる。細菌 Catalaseに関しては、他の

大多数の細菌酵素と同様未知の段階にある。巣の主な理由は細菌の細胞から之等細産酵素を破壊せナ

に抽出する事が困難であるからである。しかるに1930年に至TPenroseとQuastel寸〕がLysozymeを用

い℃細菌体から酵素を抽出する事に成功した Lysozymeは卵白から結品状に抽出する事が出来《め

(卵白の蛋白質の約3%はLysozymeである入分子量は約17.000の低分子の塩基性蛋白質で、等電点

は pHlO.5~11. 0であり、酸性溶液で安定、アルカリ性溶液でも比較的安定で、 pH11. 5 に於て5-6時

間 Activityは減少しない(2)0 Lysozymeは精巣より得られた“Spreadingfactぽ"である Hyaluroni-

daseと酷似している問。

細菌の浮瀞液に Lysozymeを作用させると ο刷 1. Lys')z江田/開n・bacteria)菌体表面の Mucopolysaccha-

rideを破壊し、菌体の法透圧に変化を来たし、細菌浮瀞液のTurbidityは減少する O 最近Badudieri，

Bietti両氏仰は電子顕微鏡で溶菌作用を観察している。又G.H.Warren， J.G. Durso両氏(めは海水発光

細菌 Achromobacterjz"scheyz.に対する Lysozymeの影響にづいて電子顕微鏡で観察している O

最近Herbぽt(りは Micrococcuslysodeiktz"cusを水に懸濁し、 Lysozymeに依り溶菌し、結晶性細

菌 Catalaseを抽出する事に成功したコ細菌の Catalase含量は種類により異なるが、 Herbt就が M.

lysodei kti Cusにつき求めた値は約2%に達する k云う。印ち100gr.の草体 CDryWeight)から約2gの

Catalaseが得られる O 細菌 1細胞のDryWeightを2.5X 16-13gr.とし、 Catala田の分子量を226.000

-248.000とし℃算出すると、細菌 1細胞は約20.000分子の Catalaseをもっている事になる。

著者は先歩 G.Alderton氏法怖に依り卵白より Lysozymeを結晶状に精製した。ヨえに Hぽ民支tの方

法(6)に依 P結晶状Catalaseを抽出し、その化学的性質を究明し様としたが Catalaseの結品化が困難

に℃いナれも失敬した為、 MicrococcuslysodeikticusをLysozymeにて溶菌し、得た酵素液について

最適水素イオシ濃度及び最適温度を測定した。以下実験結果にてコい℃報告する O
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実験方法

(1) Lysozymeの精製

G. Alderton氏法仰に従い卵白より Lysozymeを結晶状に抽出し?と。

(2) 試験菌

Aficrococcus lysodeikticus※を使用した。

(3) 酵素液の調製

Bouillon Agar に Afz'crococcuslysodeiktz'cusを接種、 270Cにて96時間 StreakCultureし、発育し

た菌体を白金耳で集め、水洗後、菌休 (DryWeight112mg)を蒸溜水40CCに懸濁し、之に菌体の約

1/1000重量の Lysozymeを添加、室温(13CC)に100分間放置して溶菌させた。 Turbidityの減少は肉

眼に於て明確に認められ、殆ど透明なる溶液となる O 之を路過して酵素液とした冷蔵庫中(-2)C)に

保存した。 Lysozymeに依る格菌作用は100分以上更に長時間作用させた後 CatalaseActivityを測定

した結果、 100分間作用させたものとActivityは同一で、あづた。

(4) 最適水素イオン濃度の測定

N/50 H2U215cC をとり、之に Buffer溶液 5CCを加え、 250Cの恒温槽に数分間保ヲた後、酵素液を一

定量加え、 5分間作用させた後、硫酸にて酵素作用を停止させた後 KI及 (NHρ2Mo04 液を加え、

Nj50 Na!S203液にて滴定したコ Bufferは0.067M燐酸Buffer及び BorateとNaOHを使用した州80

Buffer溶液の差異に依り酵素の Activityに相異はなかった。各pHに於ける 5分後のBlanktestを

行い計算に入れた。 pHは硝子電極を使用して測定した。

くの最適温度の測定

実験に使用した酵素液は最適水素イオシ濃度測定に使用したもので、調裂後18時間経過したものであ

るQ OOCより400Cの聞に 8点をとり、前回 2二同様の方法にて Catala白骨性度を測定した。

実験結果並びι考察

(1) 最適水素イオシ濃度

Table 1， 2. 3に実験結果を表示した。

与しとの実験結果から最適水素イオシ濃度はpH7.5附近にある。

Table 1. The effect of pH on the catalase activity of 
Micrococcus lysodakti・Cus* 

I Reaction Time I 
pH I くM~.5""~ I 

5.0 
6.0 
7.0 
8.。

14.60 
14.60 
14.60 
14.60 

I a~31i出ゐ| (A)ー(B)ec. of N地S20S
at 0 min.くA)

F
U
F
U
F
D
p
b
 

0.96 13.64 
14.35 
14.46 
14.45 

0.25 
0.14 
0.15 

9.0 I 5 14.60 0・“ムτ・~~

10.0 I 5 14.60 0.25 14.35 

11.0 1 5 14・60 0・30 山 O

* N/50 H202 15cc.， buffぽ solution5cc.， enzyme solution lcc. 
was used. 

※ Origin; Dept. Bacteriology， Washington University， School of Medicine.St. Louis. Mo， 

U. S. A. (1951， 21/IX) 
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Table 2. The effect of pH on the catalase activity of 
M. lysodeikticus *キ

H I同片同一R酔恥恥即e伺叩叫a蹴副ct…i加耐m町eI ~叩c. of N恥附叩地耐帆汚沿g仏 J eο of 附一O3 | くMi~.) u~ç ~t. oV~t~:い) at~5 ;in~' ï~t~';:くB)I (A)ーくB)

5.0 5 14.60 7.50 7.10 

6.0 5 14.60 7.20 7.40 

7.0 5 14.60 1.10 13.50 

8.0 5 14.60 0.60 14.40 

9.0 5 14.60 1.60 13.00 

10.0 5 14.60 1.70 12.90 

11.0 5 14.印 1.80 12.80 

料 Nj50H2U2 15cc.， buffer solution 5cc.， enzyme solution O.2cc. 
was used. 

Table 3. The effect of pH on the catalase activity of 
M. lysodeiktz"cusキ*本

I ReactiOIl Time I cc. of Na!S宮0:; I cc. of Na!i同20'1

pH I くMin〉 |atO min.(A〉 iat5mh

7.0 5 14.60 1.20 

7.3 5 14.60 0.80 

7.5 5 14.60 0.60 

7.8 5 14.60 1.30 

8.0 5 14.60 1.70 

8.2 5 14.60 2.00 

8.4 5 14.60 2.10 

8.6 5 14.60 2.30 

8.8 5 14.60 2.90 

9.0 5 14.60 4.40 

13.40 

13.80 

14.00 

13.30 

12.卯

12.60 

12.50 

12.30 

11.70 

10.20 

*** N/50 Hρ! 15cc.， buffer solution 5cc.， enzyme solution O.2cc. 
was used. 

00 最適温度

Table 4に実験結果を表示した。

以上の実験結果から最適調度は 32
0C附近にある。

Table 4. The effect of temperature on the catalase 
、 activityof M. ly却 deiktz"cus材 料

I Reaction Time I cc. of N a旧白O~ I CC. of N a2S2U3 
pH I .L~-cM~.5 ，，~~ I ;t' 0~~~:"'éA5 I at5 ~in:ì山~:-'è:B) I CA)ゆ〉

00 5 14.60 9.60 5.∞ 
10 5 14.60 9.40 5.20 

m 5 14.60 9.00 5.60 

25 5 14.60 8.60 6.∞ 
30 5 14.60 8.50 6.10 

32 5 14.60 9.40 6.20 

35 5 14.60 8.50 6.10 

40 5 14.60 8.70 5.90 

**特 Nj50H!02 15cc.， buffer solution 5cc.， enzyme solution O.2cc. 
was used. 
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要約

Mi・crococcuslysodeikticusを Lysozymeにて祷菌し、得た酵素液にづいて最適水素イオシ濃度と

最適温度を測定した。即ち最適水素イオシ濃度は pH7.5附近、最適温度は 32"C附近にある。

鯵りに臨み、試験菌株を分譲下されたProf.Samuel J. Ajl氏 (WashingtonUniversity).文献複

写の労を賜はヲた政大微生物病研究所、天野恒久氏に厚く謝意を表する。
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