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剰H菌 の

第■報 塩辛よ

酵 素 に 開 ず る 研 究

う分離せる二、三の細菌のCat31■ sOに 就て

長 尾   清・ 木 村 喬 久・ 清 野   彰  (水産細菖荻室)

・     . STUDIES oN ENZYMES OF BACTERIA.

1,  0■■
‐
TllE cATAI」 ASE OF BACTERIAヽ アヽHIcHヽVERE ISOLATED FROII
SH10KABA OR“ SOvSED SQUID.''               .

KiyOshi XヽGAo, Takahisa KI]IURA and Akira SEIN0

1     (Faculty Of Fisheiies, HOkk■ ido Uェlivcrsity)

IIl this relDortr thc authOrs used first bacteria 、、hich i5olntcd from the ShiOkara Or

`lSOllscd Srlllitl" alld nlade E＼ Ocnzlme and Eェ :dOcnzynlc― s。 lttti011 0f catalase by usillg the

tOchniquc foF destroyillg thc cell wal1 0f thc bacteria by srilldLg 、‐ith cluartz sallld. The

laille Of cat― f(CatalsO cOcfficient)and thc Ol)timllrn PII in cacll s01uti01l werc measurcd.

..一部嫌氣性紅菌を除き殆ど全ての生物は Catalascを 持つてゐる。子I百にCatalaseが存在する事を
初めて発見したのは Gottsteiu l)(1893)でぁる。其れメ後糸Ett CatalasOに 就て多くの研究がなされ

たが、微生物から純梓に Catalasoを 抽出する事も、又英の化学的性質も明らかにされて居ない。他

の大多数の紅菌酵素に就いても同様未知の段階にある。其の主な理由は勿論紅菌の細胞から之等紅菌

_酵素を破班せすに抽出する事が困難であるからである。紅菌の紅胞を破壊して内生酵素を抽出する為
に縦来行はれた方法は、自己消化法、乾燥法、硝子球で振盪する方法、粉末硝子で挽き碑く方法或は

Rollercl・ 1lSlling inillを 用いた り、超倅解機を用いる方法があうた。

最近 Herboit,)(1947)は LysOzymOS)4)に より溶菌し、紅菌から結晶性糸F菌 カタラーゼを抽出する

事に成功した。印ち I「し,・οοοοcπ S Jysο&Jんιfο
“
sを水に懸濁しL)'sozym。 にょり洛菌し PI15。 6におい

て牟量の alCol101を 力‖え、生した沈激を除去する。上澄液に更に Clllorc・ fol・ nlを加えて沈澱を除き硫

酸アムモニユウムで処理し液を2層 に別ける。_ヒ層につき Chlo■ ofol・〕n硫酸アムモニウム処理を繰 り

返えした後透析する。透析後疏酸アムモニユムで処理して結品化して居る。  ・

細菌の Catalasc含量は種類により異るが、Horbortか ]%|・οοοεοIS rysO′θメた
`た

πsにつき求めた

値は約2%に達するという。この Catalasc合量は 1分間に菌 14N量の47倍量の過酸化水素 (0° ,0・ OI 「`
I1202)を 分解する事が出来る。この様に多量の過酸化水素が生体代謝の結果生成さitる とは考えらlt

ない。近年に至り cヽilin,H:・ ltrcc両氏
5)の
(1986,1915)は或る種の O、 }・ (1■soに依る基質の酸化過

程に少量の Cttt■ 1■soを力1える事により種スの Alc611。 1類が酸fヒされることを見l島 し Catalascの

生理作用研究に一歩を進めた。

継

― (あ)一



著者等は Iぅ'sozymeに 閲する詳細な報告を見る事が出来なかつたので、Hcrbcrtの 方法に伝り結
Fltt C・ talnscを抽出する事が出来ず、止むを得す予備英珍として塩辛より分離した結瑳iを用い、菌

体を海砂で挽き7)F7j生百F素液を、又細菌を培養した培養基を濾過して外生西F素液を調製し、夫々に就

きカタラーゼ活性度及びJtの最適水素イオン濃度を渓1定した。

オ:研究は文部省利学研究費によつて行つたものである。

:        2  貧験結果並びに考察            ・

・
I・ 酵素液の調製法          : ・     :
細声の生成す る酵素には EndOc〕 zymcs(Intraccll111■ T Enzymes)及 E、)Onzymes(Extraをもllular

ELzytrr.cs)と があ り、著者等はイカ塩辛あ熟戌期間中これ より分離した紅菌
3,ロ
ロち Eαο."ty00j′θs,Bαι.

`"″
′JS,Eαι.772εり 2ぜθriιπO∫ιごο.CSを月:いて下記の方法に依 り EnфenzynЮ s。11tln tt E、。cnzy‐

nle S。 lurionを調製した。        |           : ・

0)ExOcnzyluc S01utiOu:3u｀ cc容三角フラスコに入れた約摯)Ccこ の普通 Bouilbn場養基に上記

の苗各夫1白金耳づ 接ゝ重し37・ C、 4日 間瑶養後漣過し滝漬に少量の Toluolを 力,え 、これを E、O・

enzy::lc SOlutお o とした。       ・                  ・

(D Eildocnzylnc SOlntiOn 17,Eも cnzln〕 e Soluti)L読 暴の際、B)uil応 11培養基の表面に発育せる

菌書、及び違心分離器にて分けた苗苔を蒸溜水iCて洗い、再ざ遠心分離器にて産体を分け後学L鉢にて

少量の海砂を混じよLcの Olycerinを 注加しつ 視ゝき碑きヽ少量の水を加えて37Ccの 恒温器中に15時

間保つた後速心分離し、上澄液を流通し、渡液に水をヵ

“

えて全客を2Ⅸ
｀
∝とし Elltloellzymc SOhltiln

とした。                 :
Io Cat― f値の測定及び結果
200cc容の三角フラスコに N/50.H2o220∝ をとり、これに 1`/15 Sё renscll燐酸綾衝液 (1■ 17_1))

5ccを 加え 2ゞ5°cの恒温水槽中に数分間保つた後、酵素液】ccを加え、一定時間作用させた後。10%
H2S04 10ccを 加え、酵素作用を停止せしめた後D2%KJ 25cc及び N(湘 4)M。04液数滴を加
え室温にて10分間放置した後、可溶性澱粉を指示葉としてN/50 Na,跳03液にて滴定する。今この反

応を一次反応と仮定すると、そのカタラーギ活性度は下の女Πくなる。

Tablc I. Cat-f valtre of E:rch becteria. ёヴ|+lg∴
t:経過時間 (分)   .
a:0分 の時の ｀ヒS203の洒定値
a― X:t分後あ N■ 2S203の 滴定値

上記の方法に依

'各
菌あ ElldO―

cllzy:no Solutioll及び ExO■ enzylllb

SOll,ti()11の Cat― f値を測定した
=苦

果

は第 1表の様になる。

|  
ユ
  | 

。一 ヽ

f,ncloqnz,\'nrA
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1・ 最適水素イオン濃度の流定及び結果               .
2Ⅸ、9容の三角フラスコに前回同様 N/5()IIE01 25∝ を取 り、 これに 1ヽ/50%rcnscn鰈酸綾管液
(pH 4.5～ 9.0の間に12点卸ち PH 4.5,5.5,.5.S,・ 6.0,6.2,6.5,6.7,7.0,7.4,S.t),s.4,9.0

の各綾衛液)5,。 を加え、25。Cの恒温水補中に,定時11保つた後、活性度演:定の場合と同様にテ度滴定
法により未分解のH202を浜1定し、分解された11209に相当するN/50 Na,S,03の cc数印ちa― (〔L― )ヽ

を以て各 メIに於ける Catalaso・作用を比較した。
上記の方法に依り、各菌の EndOcnzylllc■ llltiOn及び E、Ocnzylnc sOluti011に 就て 1、一 (a―、)

を測定した結果は第 2表の様になる。
●

Table:. a-(n-x) value of E:rch b:rctrirr. 以上の結果から各菌の最適水素イ

オン濃麦は Bα 9・ πycο
`′

εsの ExO‐

enzymcは PH 7.()附 近、EndOcnzy―

mOは PH S・ 0附近にあり。Lο・
stιらι認,sクD Exocnzymc lま  I)II S,0

附近、EndOcnzymcは ,H7.0附近
にあり、 3π .,,と

`sι

,ι

`ι

rfcttsメυSο
“
S

の Emenzymeは P耳 7.5附近t
Endocnzyneは PH 7.0「 f∫近にあ

る事を知つた。
1)

Virta■ clll, Karstr6n 力均支る糸l11古

Catalaseの 最適水素ィオン濃度を

測定した結果 OP,pH7tで ぁると
報告して居るg tt stapp も同様の

i研究に対してOptpH 6.～715で●

ると報告して居る。

著者等の演」定結果は之等i者氏の測

定結果と大体一致した絆F果を得た。
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括総

以上を要約すれば次の女Πくなる。            1                 .
I.イ カ塩辛の熟成期間中これより分離した細菌を用い EndOOnzynlc sOltltiOn及 び ExOcnz}りnc

soltltiOnを 調製し各菌の Cat‐f値を測定した。

1.各菌の酵素液の最適水素イオン濃度を双1定したざ共の結果 OPt.1■17.0～ S.0でぁ?た。

(1)Gottstcin,A:VirchOヽ ,s Arcll.,183,295(lS93)

(2)Dc“ is,Herbcrt.,and A:J,Pinsollt:Naturc,160,(19‐ 17),125

(3)IIcllling,A:Proco Roy.SOc.,B.93,(1922),3(〕 6

献文
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23.3
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