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第1節　酒質の保全と矯正

　　酒興は・きき酒で色沢（色の濃さ，浮遊物の有無），香り，味を検査し，化学的，物

理的方法でアルコール分・日本酒度，酸度，アミノ酸度，着色度，糖分，pH，濁度を測

定することによって管理される（「）。

　　「定の品質に管理された製品を市場に供給することは，生産管理上極めて重要である

ので・酒精の保全あるいは矯正に関する研究は数多くなされてきた。

　　清酒の色沢および着色度は・仕込水の鉄の濃度によって左右されるのでこれを活性炭

もしくはイオン交換樹脂で処理してその混入を防ぐことができる（・）。また仕込米，こう

じ・酵母などに由来するフラビン系色素（s），貯蔵熟成時に形成されるメラノイジン（・）

も共に着色の原因とされているので，製品としての清酒を活性炭で処理することによって

これらを除去することができる。

　　濁りは乳酸菌（火落丁）の繁殖によって生じるので火入れ（60℃，10分間）をす

ることによって防止される（2）。また混濁する蛋白成分（白ボケ）の除去（おり下げ）に

はタンニンとゼラチンによる凝固沈殿を利用する方法（5）と，酸性プロテアーゼによる清

澄法（6）とがある。

　　香りはジアセチル‘7）（つわり香）と，3一ヒドロキシー4，5一ジメチルー・2（5H）一フラ

ノン（8）（ひね香）の濃度によって左右されており，ともに活性炭で処理することによっ

て除去することができる。

　　着色・香りは尿素によっても影響を受け，加熱殺菌および長期間の貯蔵時に，高濃度

の尿素が・着色増加および香味劣化をひきおこすことが知られている（・）。

　　これらのほかlrも酒質あるいは酒質の保全と矯正に関しては鍾々の観点から数多

くの研究がなされてきたが尿素については上記した例が知られているくらいであり，尿

素もしくはウレタンと酒質の関係に関する研究は，ほとんどなされてこなかった。

第2節ウレタンの問題点と本研究の目的

1
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　　ウレタンの発癌性に関する報告が最初になされたのは1943年であり，ウレタンをマ

ウスに1週間おきに注射することにより，肺腺腫が認められた（1。》。これ以後，ウレタ

ンの発癌性が数多く証明されてきた。ウレタンをマウスの皮膚に塗布することによっても

肺腺腫｛1　1）が・またウレタンの経口投与‘1　2｝もしくは皮膚塗布（・・3）により，乳頭腫が

発生した。更に・ウレタンの注射により，悪性リンパ腫（・4），肝癌（15），乳癌〔・6）が認

められた。以上のように・ウレタンは実験動物で発癌性を示す事が明らかにされてきた。

　　一一・方，ウレタンの定量に関しては，ガスクロマトグラフィーによる測定方法⊂1　7）が

1974年に報告された。Ough　（i8⊃はその方法を改良し，各種アルコール飲料中のウレタ

ン含章を測定した。この結果，日本酒に170PPb，ワインに6PPb，ピー・ルに1PPbの

ウレタンが含まれることが明らかとなり，市販のアルコール飲料中のウレタン含量の規制

に目が向けられ始めた。

　　カナダ政府は1980年に，まずワイン中のウレタン含量に対する規制値を定め，その

後・他のアルコール飲料についてもウレタンの規制値を定めた。それによると，ウレタン

の含有許容値は・テーブルワイン（アルコール14％以下）30ppb，フ才一ティファイ

ドワイン（デザートワイン，清酒もこれに該当）100ppb，スピリット（ウィスキー，ウ

オッカ等）150ppb，果実ブランディー（リキュール類）400　ppb以下であった。ごれら

の規制値が定められたことにより，アルコール飲料中のウレタンの含量を低減させる方法

の開発が，重大な関心事となってきた。

　　ウレタンの生成原因としては・ウレタン（NH，COOC、H，）の構造から推定して，アルコ

ール飲料中に高濃度に含まれるエチルアルコールが生成に関与することが推定できる。一

方の反応化合物は・微量に混入しているカルバモイル基（NH，・CO一）を持つ化合物であり

尿素・カルバミルリン酸シトルリン等が推定された。これらの中で尿素は，尿素サイク

ルによってアルギニンから主に酵母によって生成されること，また核酸最終代謝産物とし

て蓄積することが推定され・事実酒類中に多量に含まれることが報告されていた（9）。ウ

レタンが尿素とエチルアルコールとから式　｛（NH　2）2CO＋C2H，OH⇒NH　2　COOC、H，＋NH、｝に

従って合成（19｝されることはすでに知られており，ウレタンの生成を阻止するためには

基質である尿素を除去すればよいと考えられた。

　　アルコール飲料中の尿素の除去方法としては，ナタ豆あるいはバクテリア由来の中性

ウレァーゼを用いて式　｛（NH，），CO＋H，0⇔2NH3＋CO，｝に従って分解する方法（9｝が提

案されていた。しかしながら・これらの中性ウレアーゼは，通常酸性であるアルコール飲
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料中で短時間で失活（9）してしまう。したがって中性ウレアーゼを用いてアルコール飲料

中の尿素を分解除去するためには，酵素を大量に使用する必要があり，工業的な立場から

考えて実用的なものではない。そこでこの問題点を解決する方法として，酸性域に至適

反応pHを有するウレアーゼの適用を考えた。本ウレアーゼの使用により，酸性域におけ

る酵素活性の増大が期待でき・また少量の酵素の使用によってアルコール飲料中の尿素の

除去・ひいては，ウレタンの生成も抑制されるものと考えられる。

　　酸性域に至適pHを有するウレアーゼが最初に報告されたのは1976年である。すな

わち，Mo　reauら（2。⊃は，．ネズミの腸管における尿素分解菌を調査する過程で，　Lacto－

bacillus属細菌由来のウレアーゼの至適反応pHが3であることを明らかにした。更に

Suzukiら（21》は，人の腸内嫌気菌の分布を調べている時に分離された，　Lactobacillus’

fermentum由来のウレアーゼの至適反応pHが4である事を報告し，本酵素を酸性ウレ

ア囎ゼと命名している。しかしながら，上記した2つの報告は共に腸内細菌のフローラ

を主題にした研究であるために，ウレアーゼを酵素学的にあるいは蛋白化学的に詳しく調

べた研究内容ではなく，ウレアーゼの至適反応pHも菌体抽出液を使用して測定されてい

るにすぎなかった。

　　筆者らはこのような背景のもとに，酸性ウレアーゼを，酒質保全剤として実用化する

ことを目的にして研究に着手した。酸性ウレアーゼを醗酵生産して，晶質保全剤として実

用化するためには，適切な酸性ウレアーゼ生産菌を自然界および保存菌株から検索し生産

菌を分類すること，これら生産菌由来の酸性ウレアーゼの性質を明らかにすること，工業

的規模で酸性ウレアーゼを製造するための方法を確立すること，アルコール飲料中におけ

る酸性ウレアーゼの尿素の除去効果を明らかにすること，などが必要である。

　　本論文は・このような考え方に従って行われた一連の研究（22・一27）をまとめたもので

ある。
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検索と分i類

第1節緒言

　　通常酸性であるアルコール飲料中の尿素を除去するためには，酸性域に至適反応pH

を有し・酸性条件下で酵素活性を安定に保持する酸性ウレアーゼの適用が有効と考えられ

る。このような酸性ウレアーゼは，酸性条件下で生育する微生物が生産する可能性が高い

と推定される。酸性条件下にある微生物の分離源としては，醗酵食品，酸性温泉，酸性鉱

石排水・あるいは動物の胃と胃に近い消化管内容物などが考えられる。これらの中で，試

料入手の容易さをもとに，動物消化管内容物を検索の対象とすることにした。また，それ

自体は必ずしも酸性ではないカ～酸性条件下で生育した微生物の含有が推定される糞便も

同様に検索の対象とした。更に，保存菌株のうち酸性条件下でよく生育する乳酸菌も検索

の対象に加えた。次に，このように検索して得られた酸性ウレアーゼ生産菌の分類を行っ

たので以下に詳述する。

第2節実験材料および方法

　　1．材料

　　B：L培地は栄研化学（株）から，LBS培地はBBL　Microbiology　Systems，　U．　S．A．から

GAMブイヨン培地は日水製薬（株）から購入した。

　　2．菌株の分離

　　菌株の分離は・光岡（z　8）の方法に従い，分離用培地の組成は以下のとうりである。

BL培地⊂29》の組成は，0．3％（w／v）肉エキス，0．5％（w／v）肝臓エキス，0．5％（w／v）酵

母エキス・1％（w／v）ペプトン・0・5％（w／v）トリプトン，0．3％（w／v）ソイペプトン，

9・05％（w／v）可溶性デンプン・1％（w／v）グルコース，0．1％（w／v）リン酸2カリウム，

0・1％（w／v）リン酸1カリウム・0・02％（w／v）硫酸マグネシウム，0．001％（w／v）塩化ナ

4



トリウム，0．00067％（w／v）硫酸マンガン，0．05％（w／v）L一一システイン塩酸塩，0．001％

（w／v）硫酸第1鉄，0．1％（w／v）ポリソルベート80，1．5％（w／v）寒天（pH7．2）であ

る。LBS培地（30）の組成は，1％（w／v）カゼイン，　O．5％（w／v）酵母エキス，0．6％

（w／v）リン酸1カリウム，0．2％（w／v）クエン酸アンモニウム，0．1％（w／v）ポリソルベ＿

ト・2％（w／v）デキストロース，2．5％（w／v）酢酸ナトリウム，0．058％（w／v）硫酸マグネシ

ウム，0．012％（w／v）硫酸マンガン，0．0034％（w／v）硫酸第1鉄，1．5％（w／v）寒天（

pH5．5）である。　TATAC培地（31）の組成は，1．5％（w／v）ペプトン，1％（w／v）トリ

プトン，1％（w／v）酵母エキス，O．1％（w／v）シュークロース，0．1％（w／v）エスタリン，

1．6％（w／v）寒天（pH7．7）である。

　　ブタおよびニワトリを解剖したのちに，直ちに胃，十二指腸の内容物を採集し実験に

供した。また，糞便は，マウス，ブタ，ニワトリ，ラット，ウサギ，モルモット，サル，

イヌ・ネコ・ヒトから新鮮なものを採集し，菌株分離源として使用した。これら動物消化

管内容物および糞便約100mgを，100　m　1の滅菌水に懸濁した。この試料液の適当な希

釈液約0．1m1を，嫌気性細菌用培地であるBL培地平板（直径9cmのペトリ皿），

Lactobacillus属細菌選択培地であるLBS培地平板，およびStreptococcus属細菌選

択培地であるTATAC培地平板に塗抹した。　BしおよびLBS培地平板は，三洋電機特

機（株）製MIP－1025型嫌気培養槽で，　TATAC培地平板は，ヤマト科学（株）製IC

一・43型恒温培養器で好気条件下37℃で48時間培養した。生じた集落を分離株として

以下の実験で使用した。

　　3．酸性ウレアーゼ生産菌の検索

　　酸性検索培地の組成は，1．0％（w／v）尿素（炉過除菌），4．2％（w／v）LBS培地，

0・001％（w／v）プロモクレゾールパープル・O．75％（w／v）寒天（pH5．5）である。中性

検索培地の組成は・1・0％（w／v）尿素（滝除菌），3．0％（w／v）B　Lag地，0．　OO1％（w／v）

フェノールレッド，0．75％（w／v）寒天（pH7．O）である。

　　酸性ウレアーゼ生産菌を検索するために，分離株を酸性および中性検索培地平板（

96縣購培養シャーレ）に塗抹後・好気およ回気条f二二で37℃で24－72時間土議

した・尿素分解で生成するアンモニアに起因するpH指示薬の舗変化を鹸索の指標1こ

した・酸性検索培地に含まれるpH指示薬の色調を変化させ沖性培地の鯛を殆ど変化

させな粉離州は・灘域で活性が強く，中性域で活性の弱いウレアーゼ，すなわち灘
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ウレアーゼを生産していると考えられる。

　　4．分離株の液体培養

　　分離i株は・試験管（16x150㎜）に分注した10皿1の液体培地（A培地）に接種し

て・37℃で48時間静置培養した。本液体培地（A培地）組成は，3．O％（w／v）グルコ

ース（別滅菌）・0・2％（w／v）酢酸ナトリウム，1．5％（w／v）ペプトン，1．0％（w／v）肉エキ

ス・0・8％（w／v）酵母エキス・0・5％（w／v）塩化ナトリウム，0．5％（w／v）尿素，0．005％

（w／v）硫酸マンガン4～5水和物および0．005％（w／v）硫酸ニッケル6水和物である。

A培地で分離株の生育が悪い場合には，嫌気性菌用培地であるGAMブイヨン培地‘3　2）

に0．005％（w／v）硫酸マンガン4～5水和物および0．005％（w／v）硫酸ニッケル6水和

物を加えた培地で静置培養に供した。なおGAMブイヨン培地の組成は，0．5％（w／v）酵

母エキス，0．5丁目w／v）肝臓エキス，1％（w／v）トリプチカーゼ，1％（w／v）ペプトン，0．3

％（w／v）肉エキス・0・3％（w／v）塩化ナトリウム，0．25％（w／v）リン酸2ナトリウム，

0・5％（w／v）可溶性デンプン・0・03％（w／v）ソディウムチオグリコレート，0．25％（w／v）

グルコー・ス（pH7．3）である。

　　分離株の培難了液を2mlずつ・1・分けして一8・℃で凍結し，この鷹滋保存

培養液として以後の実験に供した。

　　5．菌体懸濁液と上清の調製

　　培養液を遠心分離（12，000xg，15分間，4℃）して，沈渣（面体）と上清に分け

た。菌体は蒸留水に懸濁し遠心分離（12，000xg，15分間，4℃）することによって2

回洗浄し・蒸留水に縣濁した。菌体縣濁液と上清液を適当に希釈して実験に供した。

　　6．ウレアーゼ活性の測定

　　酵素活性は・尿素を基質として生成するアンモニアを比色法で測定した。酸性下のウ

レァーゼ活性を測定するためには，O．・2逗クエン酸緩衝液（pH4）を，中性下の活性測

定には・O・2Mリン酸緩衝液（pH7）を，アルカリ性下の活性測定に1ま，。．2Mグリシ

ン緩衝液（pH9）を使用した。

　　0・2逗緬液に溶解した167曜尿素溶液2　mlに，醸液2m1を添加して，37

℃で15分間反応させた・4mlの・・％（w／v）トリク・ル轍を添加して反応を停止さ
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せたのち，生成した沈殿を遠心分離（2，000xg，10分間）によって除去した。反応畠中

のアンモニアをニトロプルシッドを発色試薬とする比色法（33）で定量した。上記条件下

において1分間あたり1μmo　1のアンモニアを生成する酵素量を1ユニットと定めた。

　　7．菌の同定

　　使用した培地，観察方法，試験方法はBergey’s　Manual　of　Systematic　Bacterio1－

ogy，　Vol．1（34），　Vo1．2（35）およびManual　for　the　Identification　of　Medical

Bacteria（36）に従った。

　　L一・およびD一乳酸は，乳酸脱水素酵素の作用で生成する還元型補酵素の量的変化を

分光光度計で測定することにより定量した（37）。

　　DNAは，　Saitoらの方法（38）で菌体抽出液中の蛋白質をソディウムドデシルスルフ

ェート（SDS）と，フェノールで変性して遠心分離したのちに，上清から調製した。

DNA塩基組成（グアノシン＋シトシン［G＋C］含量）は，　DNAの加熱融解時に増加

する吸光度（260nm）を，2600型分光光度計（Gilford　Instmment　Laboratories，

U．S．A．）で測定することにより定量した（39》。

　　細胞壁は，菌体を超音波破砕したのちに遠心分離し，沈渣を2％（w／v）水酸化カリ

ウムーエタノール溶液とトリプシンで分解して調製した（40》。ペプチドグリカンのアミノ

酸組成は，一一次元の溶媒としてイソプロピルアルコール：酢酸：水（75：10：15，v／v）

を，二次元の溶媒としてメタノール：ピリジン：10　N塩酸：水（4：8：2：14，v／v）

を使用する二次元薄層クロマトグラフィー（41）で分析した。

第3節実験結果および考察

　　1．酸性ウレアーゼ生産菌の分離と検索

　　表2－1に示すように，10種類の動物の糞便および2種類の動物の消化管内容物を

BL，　LBSおよびTATAC培地で好気および嫌気条件下で培養し，16，　324株の細菌

を分離した。

　　これらの分離株を，尿素と色素を含む酸性および中性検索用平板上で，37℃で24

～72時間培養した。その結果・供試分離株16，　324株のうち700株は，酸性検索用平板

7
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上でのみ尿素を分解していると考えら礼中性平板上では尿素を分解していないものと考

えられた。よって・これら700株は酸性域に至適反応pHを有する酸性ウレアーゼ生産

菌と推定される。

　　この点を，更に確認するために，これら700株の液体培養物について，酸性，中性

およびアルカリ性緩衝液中で，ウレアーゼ活性を測定した。

　　まず・培養物を遠心分離して得た沈渣の活性，すなわち菌体内ウレアーゼ活性を表

2－2に示す。全700株は・pH4の緩衝液中ではウレアーゼ活性を示したがpH9

では検出限界以下であり・活性は認められなかった。pH7の緩衝液中では614株が検

出限界以下の活性であり・86株が微弱な活性を示した。この86株の酵素活性はいずれ

の場合も・pH7よりpH4における活性の方が強かった。このように，700株すべて

が酸性域に至適反応pHを有するウレアーゼを菌体内に蓄積していることが判明した。

　　一’方・培養物を遠心分離したのちの上清の活性，すなわち菌体外ウレアーゼ活性が認

められた株は・1株であった。本株の菌体外ウレアーゼ活性は，pH4の緩衝液中で

0・4units／ml・pH7と9でく0・05　mits／mlであった。また本株は菌体内にも酸性ウ

レア醐ゼ活性を示しpH4の緩衝液中で1．1mits／m1であった。

　　以上の結果，液体培養においても700株すべてが酸性ウレアーゼを生産してV｛るこ

とが確認できた。また，菌体外酵素の産生株は1株であり，大部分の酸性ウレアーゼは

菌体内酵素であった。

　　2．酸性ウレアーゼ生産菌の分類

　　これら700株の酸性ウレアーゼ生産菌は，その形態的，生理的諸性質に基づき6

グループに区分された（表2－3）。

　　グループ1に区分された370株（酸性ウレアーゼ生産菌の53％に相当）は，グ

ラム陽性・カタラーゼ陰性・非運動性の二連または連鎖状球菌であり，グルコ＿スからホ

モ型醗酵で乳酸を生成することからStreptococcus属の菌種に帰属された。

　　グルー’プIIの6株（酸性ウレアーゼ生産菌の0．9％に相当）は，グラム陽性，カ

タラ鴫ゼ陽性・非野性の二連または房状の球菌で，グルコースから酸を生成するカ㍉ガ

スを生成しないことからStaphyl・c・ccus属の離に帰属された。

　　グル哨プIIIの312株（灘ウレアーゼ生産菌の45％に相当）は，グラム陽性，

カタラ輌ゼ陰性・非翻性の桿菌であり，グルコースからホモ型もしくはヘテ哩醗で
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乳酸を生成することからLactobacillus属の菌種に帰属された。

　　グループIVは1株（酸性ウレアーゼ生産菌の0．1％に相当）で，グラム陽性，カ

タラーゼ陰性，非運動性の不規則な細胞形態の桿菌で，VもしくはY字形をした細胞も観

察され。DNAG＋C含量は65．5モル％であること，ペプチドグリカンはオルニチン

ー一一一一 Zリンーアラニン型であること，約50％の対糖牧率でグルコースを乳酸に変換するこ

とからBifidobacterium属の菌種に帰属された。

　　グループVは9株（酸性ウレアーゼ生産菌の1％に相当）で，グラム陰性，オキ

シダーゼおよびフェニールアラニン脱アミノ酵素を生産せず，二毛を有する運動性桿菌で

グルアースから酸およびガスを生成し，ズルシトール，乳糖，ソルビトールから酸を生成

するが・クエン酸を資化しないことからEscherichia属の菌種（Escherichia　coli）と

同定された。

　　グループVIの2株（酸性ウレアーゼ生産菌の0．3％に相当）は，グラム陰性，オ

キシダーゼ陰性，フェニールアラニン脱アミノ酵素陽性，周毛を有する運動性桿菌で，グ

ルコースから酸およびガスを生成し，マンノースから酸を生成するがマルトース，イノ

シトールから酸を生成せず，クエン酸を資化せず，ゼラチンを加水分解せず，インドール

を生成しないことからMorganella属の菌種に帰属された。

　　以上のように・700株の酸性ウレアーゼ生産菌は，その菌学的性質から6属に分布

していること，その大部分（98％）は，Streptococcus属とLactobacillus属の菌株で

あることが明らかとなった。そこでStreptococcus属とLactobacillus属に属する酸性

ウレアーゼ生産菌の菌学的諸性質を更に詳しく調べた。

3．Streptococcus属に属する酸性ウレアーゼ生産菌の菌学的同定

Streptococcus属に属する酸性ウレアーゼ生産菌について，その菌学的諸性質を検討

したところ・Bergey’s　Manua1・f　Systematic　Bacteri・1・gy，　V。1．2　（35｝に従って，グ

ル”プSAとグルー・プSBの2グループに分類された（表2－4）。

　　グループSAの358株（Streptococcus属分離株の97％に相当）は，10℃，　p　H

9．6，6．5％（w／v）塩化ナトリウムの条件下で増殖せず，アルギニンと馬尿酸を分解しない

ことからOral　streptococciグループに帰属された。

　　グループSBの・2株（Strept。c・ccus属下株の3％に相当）は，・・℃，　45℃，

pH9・6・6・5％（w／v）塩化ナトリウムの条件下で増殖することから，　Enterococciグル

11
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一プに帰属された。　　・

　　　更に・グループSA（Oral　streptococciグループ）に属する酸性ウレアーゼ生産菌

についてその菌学的性質を検討したところ，本グルrプは，5サブグループ（subgroup

SA－1～SA－V）に分類された（表2－5）。

　　　サプグループSA－1には220株（グループSAに属する株の61％に相当）が属

しており・これらは・4％（w／v）塩化ナトリウムで増殖せず，エスタリンを分解せず，マ

ンニトールから酸を生成せず・シュークロースからフラクタンを生成しないことから，S．

mitiorと同定された。

　　　．サブグループSA一一IIからSA－IVも，上に述べた菌学的性質から判断してS．

mitiorとすることが妥当と考えられる魁部分的に異なる性質を示すことから異なるサ

Table　2－4．　Taxonomie　Properties　gf　Acid　Urease－Producing　Bacteria

Belonging　to　the　Genus　’ rtreptoceecus
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N

Group
Properヒies亀

Growth　at　or　in： Hydrolysis　of：

Number

of

bacteria

Group’of

the　genus

Streptococeus

loec　4sec　pH　6．s％

　　　　　　　　　9．6　NaCl

Arginine　Hippurate

A
ロ
9

S
ハ
b

一b　±b

十b　十 十 十 ± ：ヒ

3S8

12

Oral　streptocecci

Enterococei

“　All　strains　mainly　produced　lactic　acid　from　9－glucose　and　were　negative　for

　B　一hemo　lys　is．

b　÷，　pesitive；　一，　negative；　±，　varied　with　the　strain．

12
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門

Table 2。5． 　　　　　　　　　　▼囂ｹxonomic　Properしie＄of　Acid Urease。Producing　Bacteria　Belonging　t◎

the Oral　Streptococci　Group of　the　Genus Streptoc◎ccUs

Sub一 Properties亀 N1血ber Identifi一

9「oup of 　　　oモ≠買R．on

Gro耽h Hydr。1ysis Acid Production bac七eria

in of　esculin pr。ducti。n of　fructan

「 4Z　NaC1 from
D
－
m
a
m
i
t
o
　
1
8

SA－1 ＿b 一 一
　　　　　， 220 S．mitior

SA一五
一 一 十、

一
74 S．mitior

SA一皿 十
口 一 一

33
　　　　　　　　　　◆

r．mitior ，

SA－1V
一 十

一 一
23 S．mitior

SA－V 一 十
一 十 8 S．salivarius

胃　　　階　　一　　　〇 隣　一　　　噂　　　喝　　　一　　　＿　　　繭 一　　　　韓　　　　鱒　　　　鱒　　　　一 ■國9@　騨　　一　　噌　　●韓　　一　　●■r　　一　　轍　　■一晒　　噛願口　　嗣國●　　一　　＿　　o　　＿　　口■9
鱒　　　一　　　一　　　一　　　一　　　　＿　　　＿

一 一 一 一 S．mitior・
電

士b 十
一 十 S．salivarius　c

轟A11 strains produced　acid
flrom　D－fructose，　　　　口

D
－
9
1
u
c
o
s
e
，
鵬

maltose，

D
－
m
a
n
n
o
s
e
　
a
n
d
鱈

曾

sucrose．　No ＄train　produced aeid　from　　　　　　　　　■レarabinose， D・一91uconate， melezitose，
● 膨

躍

D－rib◎se，　　　　　　　　　顧D。s。rbito　1， trehalose　or　D一：穿10se．　　　　　　　　　　　　一

b十， 　　　●　　　　　●

o◎sltlve； 　　　　　　　　●秩C　negatlve； 土，varied with　止e　s七rain．

c According　to 6Bergey’s．Mannu．al　of　Systema七ic　Bacterio：Logy，，， V◎1．2（35）．

｝

、

■　　．
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プグループに分類した。

　　すなわち，サプグループSA－IIとした74株（グループSAに属する株の21％に

相当）は，マンニトールから酸を生成することができる。

　　サブグループSA－IIIには33株（グループSAに属する株の9％に相当）が属し

ていた。これらは，4％（w／v）塩化ナトリウムで増殖可能である。

　　またサプグループSA－IVには23株（グループSAに属する株の6％に相当）が

含ま礼エスタリンを分解する点が異なる。

　　サプグループSA－Vの8株（グループSAに属する株の2％に相当）は，4％

（w／v）塩化ナトリウムで増殖せず，エスタリンを分解し，またマンニトールから酸を生成

せず，シュークロースからフラクタンを生成し，マンニトールから酸を生成しないことか

らS．salivariusと同定された。

　　一方・グループSB（Enterococciグループ）に属する酸性ウレアー民生産立につい

て，その菌学的性質を検討したところ，本グループは，4サブグループ（subgroup　S　B

－1～SB－IV）に分類することが妥当とみられた（表2－6）。

　　サプグループSB－1の1株（グループSBに属する株の8％に相当）は，アルギ

ニンを分解し・メレチトースから酸を生成し，アラビノース，メリピオース，ラフィノー

スから酸を生成しないことからS．faecalisと同定された。

　　サブグループSB－IIとした9株（グループSBに属する株の75％に相当）は，

アルギニンを分解し・メリピオースから酸を生成し，メレチトースから酸を生成しないこ

とからS．faeciumと同定された。

　　サプグループSB－IIIの1株（グループSBに属する株の8％に相当）は，アルギ

ニンを分解せず・アラビノースとメレチトースから酸を生成し，メリビオースとラフィノ

鴫スから酸を生成しないことからS．aviunと同定された。

　　サブグループSB－IVの1株（グループSBに属する株の8％に相当）は，アルギ

ニンを分解せず・アラビノース・メリピオース，ラフィノースから酸を生成し，メレチト

輌スから酸を生成せず・0・1％メチレンブルーミルクにおける生育が微弱であることか

らS．gallina㎜と同定された。

4．Lactobacillus属に属する酸性ウレアーゼ生産菌の菌学的同定

一方・Lactobacillus属に属する酸性ウレアーゼ生産菌についても，その菌学的諸性

14
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質を検討したところ， 本生二二は， Be　rgey’s　Manua　l　of Systematic Bacteriology，　Vol．

2 （35｝に従って，6 グループ（LA～LF） ㌧に分類された（表
，

2－7）
o

グループLAには 2株（Lactobaci 11us属分離株の 0．6％ に㌧相当）が属しており，

L、れらはグルコースからホモ型醗酵で
L
一
一 乳酸を生成し， 15℃， 45 ℃で増殖しないこ

とからし．㎜inis と同定された。

グループLBには 120株（Lactobaci 11us二分二三の38 ％ に㌧相当）が属し，これ

b

Table 2－6．　Taxono月nic Properヒies　of Acid　Urease－Prodacing 暁。しeria距1。nging　t。

the Ehter。c。㏄i　Gr。up。fψe（弛nur Streptgcoccus

Sub一 Pr。pe比ies・ Number　　Identifi。

group of 　　　●モ℃ｵ■on

毫
磐

Acid producセion　from： bact£一

駅
●

『
o
藷
4
裡
£
o

旧。ω　　　　雷

ﾛ9　§F4　・1→　　　　　　．◎

U§　畢＝　q3　　　　　－u

ω
8
お
謡
も
渇

ω
8
お
呂
£

＄
曾
・
F
I
慧
国

r＝La

、

SB－1 十G 十　　　　　　一e 十
一 一 1　　　　S．faecalis

SB。∬ 十 十　　　　　士G
一 十 ± 9　　　　S．faecium

SB一皿 十 ・一・@　　　　十 十
鴨 一 1　　S．avium

SB。W wc 一　　　　　　十 一 十 十 1　　　　S．gallina㎜

菖AU
sしrainsψproduced　acid　from　D。cellobiose，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　朧

鱒

D－fruct。se， D－galacヒ。se，
● 朧

階

D。91ucose，　1actose， maltose，　D－mannose，　　　　　　　　薗

糎

D。rib◎se， salicin， sucrose　and

trehalose．

bHBH， methylene　b1ロe　milk

¢十，
　　　●　　　　　●
o◎s：Ltlve；　一9　　　　　　　● 　　　　●獅?ｇａｔ■ve； ±，．varied　with the Sヒrain； 鷲， weakly　p◎si七iVe．

．藁，　．
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Table

狽??

　　2。7．

fenus　Lactobacillus

Taxonomic　Propertie＄of　Acid　Urease　Producing　Bacteria　Belonging　to

Group prope：rties　　　　　　　　　　　　　　　Number　　　　　　　　　Ident　ifi－

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　　　　　　　　　　’

Fermen一

@　　●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cat1◎n

kactic　　　　　　　Growth　at：　　　　　　bacteriと

≠モ奄
tat■on

狽凾垂 isomer亀　　　15℃　　　　　　45●C

LA Hom◎ L　　　　　　　　　－b　　　　　　　－　　　　　　　　　2　　　　　　L．ruminis

LB Homo
口L　　　　　　　　　一　　　　　　　　　十も　　　　　　120e　　　　　L．animalis　or

鳳　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L・salivarius．

LC Hom◎

L．amy1◎vorus　or

L．crispatus。r

L．gasseri

LD Heしero

LE Hetero

L．fermen七um

LF Heしero

亀L，　　翼

o¥，

ENo

ﾈAll

@e

@　　　匹

ｱ、騨…糊

　　　80Z（w／v）

Q0～80駕（w／v）

@　　　　　　●　　　　■
@　　　P◎sltlve；

@　　　strains

@－‘1・、．、，軍1・罫鰐．．・・胃　　　．．、＝

　　　　　　　　　　　or　more　of　the　toしal　lactic　acid　was　of　the　L－configura七ion；　DL，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1■B　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－

@　　　　　　　　　　　ofしhe　toしal　lacヒic　acid　was　of　lthe　L－configuration．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　繕　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　一，　negaし■ve．

@　　strain　produced　acid　from　L－alrabinose，　D－rib◎＄e　o：【・D－xylose．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　圏■巳　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■喀

@　　　　　　　　　　pr◎duced　acid　from　D－cellobiose，　salicin　and　sucrose．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■

mo　strain　produced　acid　from　D・一galactose　or　amm◎nia　from　arginine．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　翼

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16

@　　　　　　　　　　　、
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らはグルコースからホモ型醗酵でL一一・乳酸を生成し，45℃で増殖し，15℃で増殖しな

いことからLanimalisもしくはし．　salivariusグループとすることが妥当である。

グループLCの6株（Lactobacillus属分離株の2％に相当）は，グルコー・スから

ホモ型醗酵で匹一乳酸を生成し，45℃で増殖し，15℃で増殖しないことからL

acidophilus，　L　amylovorus，　L．　crispatusもしくはし．　gasseriグループとすることが妥

当と考えられた。

　　グループLDに区分された5株（Lactobacillus属分離株の2％に相当）は，グル

コースからヘテロ型醗酵で匹一乳酸を生成し，15℃，45℃で増殖しないことからL

vaccinostercusと同定された。

グループLEの178株（Lact。bacillus属分離株の57％に相当）は，グルコース

からヘテロ型醗酵で匹一乳酸を生成し，45℃で増殖し，15℃で増殖しないことから

し．reuteriもしくはし．　fe・rmentunグループとすることが妥当である。

グループLFとされた1株（Lactobacillus属分離株の0．3％に相当）は，グルコ

ースからヘテロ型醗酵で匹一乳酸を生成し，15℃で増殖し，45℃で増殖しないこと

からし．vi　ridescensと同定された。

Lactobacillus属に属する分離株の，分類学的性質について更に詳しく調べるために

グループLA，　LB，　LD，　LFから1株の，また最多数の菌株が属していたグループ

LEから5株の代表株を選び，　DNA塩基組成と，細胞壁ペプチドグリカン組成を分析

した（表2－8）。代表分離株のDNAG＋Cモル％値およびペプチドグリカン型の分析

結果は，二割菌種に対する文献記載値および型⊂35⊃とよく一致していた。

　　しかし・グループLEのRt－82およびRt・一114株のDNA　G＋Cモル％値は，そ

れぞれ36・6および36．9モル％であり，文献記載値と一致しなかった。すなわち

LreuteriおよびL．　fementumのDNA　G＋Cモル％は，それぞれ40～42および52

～54モル％と記載されており（35），明らかにRt－82，　Rt－114株のDNA　G＋Cモル％

値よりも高い。同時にRt－82，　Rt－114株のDNA　G＋Cモル％値は，どのLactoba一

cillus属のヘテロ型乳酸醗酵菌種の文献記載値とも一一致しなかった。したがって，　Rt－82

株およびRt－114株は，　Lactobacillus属に属する互いに近い性質を示す新菌種と考えら

れる。

5．保存細菌菌株からの検索
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Table　2－8．　Taxonomic　Piroperties　of　Representatives

Lactobacillus

of　the　Genus

Group　t　Stra　in Properties

DNA

G十　C

content

（mole％）

Peptido－

glycan

type　b

Identifi一

　　　の
cat■on

LF

PG－98

1Xru－4

Rt－100

MU－12

MU－18

Rt－5

Rt－82

Rt－114

PG－b303L

4S．6

41．6

36．2

39．8

co．7

ap．3

36．6

36．9

41．S

mbAP

Lys・一Asp

mo

Lys－Asp

Lys－Asp

Lys－Asp

Lys－Asp

Lys－Asp

mo

L．ruminis

L．animalis

L．vacc　ino　stercus

L．reuteri

L．reuteri

L．reuteri

L．spc

L．spc

L．viridescens

亀
b

c

See　Table　2－7．

mDAP，　1！！一diaminopimelic　aeid；

ND　s　not　determined．

See　the　text．

Lys，　lysine；　Asp， aspertic　acid；

tua
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　上記したように，各種の動物消化管内容物および糞便から新たに分離した株の大部分

が，Streptococcus属菌，　Lactobacillus属菌などの乳酸菌（‘　2）であった。そこで，保

存乳酸菌も検索の対象とすることとし，財団法人発酵研究所から入手したStreptococcus

属Pediococcus属しeuconostoc属およびLactobacillus属菌株について，平板培養

と液体培養を行い，酸性ウレアーゼ生産能を調べた。その結果，供試118株（Strepto－

coccus属32株，　Pediococcus属26株，　Leuconostoc属6株およびLactobacillus

属54株）のうちLactobacillus　fementu皿IFO　14511，14512，14513の3株が，酸性

ウレアーゼ生産能を有していた。

第4節要旨

　酸性ウレアーゼを生産しうる微生物を，広く自然界および保存菌株中に検索したとこ

ろ，動物消化管内容物および糞便からの分離株16，　324株のうちの700株と，保存細菌

菌株118株のうちの3株に本活性を見出した。動物消化管内容物および糞便から得られ

た700株の酸性ウレアーゼ生産菌の菌学的諸性質を検討した結果これらの大部分（98

％）は，Streptococcus属しactobacillus属に属していたほか，　Staphylococcus属，

Bifidobacteriun属Esche　ri　chia属Mo・rganella属の4属にも分布していた。

　　Stre　tococcus属に属するものの大部分は，　S．　mitiorであり，他はS．　saliva・rius，

S．faeciu皿，　S．　faecalis，　S．　aviun，　S．　allina㎜であった。Lactobacillus属の大部分

は，L．　reuteriもしくはし．　fe　rmentunグループ，あるいはL．　animalisもしくはし．　sa－

1ivariusグループに属し，他はL㎜inis，　L．　vi　ridescens，　L．　vaccinoste　rcusおよび

それ以外の1グループ（一，L．am　lovorus，　L⊆亘旦甦聾もしくはL

gassg：i）に分類された。保存菌株から得られた酸性ウレアーゼ生産菌3株は，いずれも

Lfermentumであった。
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第1節緒言

第2章で述べたように7・3株の酸性ウレアーゼ副官1ま，そあ大御fLact。一

bacillus属もしくはStrept・c・ccus属に属し・これらは更に，いくつかのグループある

いは種に分類されることを見出した。

　　ところで菌株が異なる雛同じ酵籍性を示すにしても滝鯨動的に異なる別の

酵羅臼が蛙されるこe　la・土壌分髄株の脱一・ゲン酵素“3髄魏原菌の産SC

るエステラーゼとフ才スフ才ターゼ‘44・4・⊃および継由来の中性ウレアーゼ⊂46，など

の例を始めとして十分に考えられる。

酸性ウレアーゼの場合種もしくは属の異なる菌株力輸する酵素蛋白力洞一臨

のものなのカ・それと纈の異なる別の臨からなるものかは明らかでなし㌔

そこで本章で膿性ウレアー・一　・e：・9escg株から菌触出液を調製して四三轍こ

よる y羅臼の分子種の解明と・そのwaについて戯したのT，　」k果について述べる．

第2節実験材料および方法

1．材料

セファ野駈スCL髄6けンホラインポリアクリルアミドゲル（PAG）プレート（pH

4’　0～6・　5）e；1・　Pharmacia　Bi・techn・1・gy　Pr・ducts，　Swedenから購入し嫡製ナタ豆

ウレアーe・　Stル磯で鰍る分子量算出用の標準蛋白Res，　Sigma　Chemical

Company，　U．　S．　A．から購入した。

　　2．微生物の培養
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　　3．酸性ウレアーゼ活性の測定

　第2章第2節一6の方法に従って・α2垣クエン転属液（pH4）を用いて測定

した。

　　4．菌体抽出液の調製

　　4tの六一を遠C・分離（12・…xg・　15分間，4℃）し，沈渣を1。。m1の繍

液T（1　ml！！の2一声ルカプトエタノールを含む5・　m！！！トリス塩酸糖液，　pH7）で遠

心分離（12・OOO　x　9・　15分間・4℃）することによって・回惨したのちに，緩鰍T

に脳して40m1とした・このようにして調製した瀞菌体を，大岳製作所（株）製55。1－

M型フレンチプレス（12・…psi）で囎し遠C・分離（76，…xg，　2。頒4℃）し

て得られた上清液を・菌体抽出液として実験に使用した。

　　5．ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　　ポリアクリルアミドゲル電気胸1ま四馬ゲルとして4％（w／v）アクリノレアミドを，

分離ゲルとして6％（w／v）アクリルアミドを使用し，Davisの緩衝液‘・7）｛25　mMトリス

（ヒドロキシメチル）アミノメタ；■・　192m11グリSi；i，　pH　8．3｝で行っ廓11の

菌㈱出液と・15μ1の・・1％（w／v）ブ・モフエノールプルーを含む5。％（w／v）シa一

クロース溶液の飴物を試料として添加し・4℃で6時隔気泳動し蝿籍轍こ

ゲルを0・05台目w／v）ブ・モクレゾールパープルを含む5・曜クエン酸緩衝液（pH4）

に秘4℃で3・分間放置U　teeさらに…5％（w／v）ブ・モクレゾールパープノレを含

む30　mMクエン酸騒液（pH4）にゲノレを移し，ゲル慌全に黄色に変化するまで

4℃で放置した・次に…5％（w／v）プ・モクレゾールパープルを含む1％（w／v）尿素

液で湿らせ㈱上にゲルを移し・酵素IZJ；tL5を開始しte．ゲル中の酸性ウレアーゼ蛋白の

鋤蹴艶を背景とした紫色の活艶色ノくンドとして検出紘写真観によって記

録した。

　　6．等電点の測定

　　アンホラインPAGプレート（pH　4・・一6・5）を用v・て，等電点電気胸を行った．

難こレ蘇州端野リアクリルアミ槻翻における検出方法と同様
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　　7．ゲル三島による分子量測定

　　ゲル四過による分子量測定は・セファロースCL－6Bカラム（2．6x60　Cm）を使

用して行った・平衡化および溶出用緩衝液には・…2％（w／v）アジ化ソーダと・．1陣

化ナトリウムを含む…5M　i）ン酸緩衝液（pH7．5）を使用した．標準蛋白質1ま，アポ

フェリチン（分子量443・・O・・）・β一アミラーゼ（分子量20・，・OO），アルコールデヒド

ロゲナーゼ（分子量150・000）・ウシ血清アルブミン（分子量66，000），カルボニック

アンハイドラーゼ（分子量29，000）を使用した。

第3節　実験結果および考察

　　1．電気泳動法による分析

　　第2章で述べたように酸性ウレアーゼ生産菌は6風こ分布しており，その大部分

はLact・bacillus属およびStre　t・c・ccus属に属してV・た．しかしながら，こ栃の多

種類の酸性ウレアー雄臣菌の生産する酵素蛋白力綱一繍であるのか，それとも別の

種類であるのかは不明である・そこでこの点を明らかにするために，以下の実験を行っ

た。

酸性ウレアーゼ離産榊から・Lact・bacillus属に属するnS菌株と，　Strept。一

coccus属の9蝋合計37菌株を選択し，こ描の菌体抽出液を譲してポリアクリ

ルアミドゲル験泳動における醸蛋白の移動度を調べた．この蘇表3一、に示すよ

うに滝気鋤法による酵羅臼の移動度（Rf値）から判断すると酸性ウレアーゼ1こ

は・6臨の分子種が存在することが明らかとなった．そこで馳働度（Rf値）を示

す一グルーfの酵面白は同一タイプに属するものとし洛グループにタイプ番号をつけ

て区別することとした。

　　こ鵡生産された酵羅臼のタイプと酸性ウレアー姓産離との関係をまとめて

みると・タイプ1の酸性ウレアーゼを生産するのはし．　animaliS，　L．、SaliVariuSグルー

プの餓榊イブIIの酵素は・Lreuteri，　Lfement岨グループの骸株タイプ

mの酵素は・L・reuteri・Lfement㎝グループおよびL．・vaccin。ste、rcusの餓旅

タイプ「Vの酵素は・Lanimalis・LsalivariusグループおよびLminisの餓株

タイプVの酵素は・S・mi・ti・rの燃タイプVrの酵素は，　S．salivariusのma株
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であった。

　　図3－1に・上記したタイプ1～VIの酵素蛋白の移動パターンを示す。この電気泳

動に供した代表酵素は・以下の酸性ウレアーゼ生産菌から調製した。タイプエの酵素は

Lanimalis　MU－4から・タイプIIの酵素はL．　fe　rmentun　IFO　14511から，タイプIII

の酵素はLreuteri　Rt－5から・タイプIVの酵素はL．㎜inis　PG－98から，タイプV

の酵素はS・mi　tior　PG－118から・タイプVIの酵素はS．　salivarius　PG。202から調製し

たものであり・酵素のタイプ番号と・電気泳動のレーン番号（図3－1）は一致している。

　　図3－1のレーンIIには2種類のバンドが観察されたが上方のバンドは会合体で

あり・凍結保存により生成したものである。中性ウレアーゼでは，会合体の形成による酵

素活性の低下⊂48）が知られている。そこで，会合体の形成阻止を目的に，凍結防止効果

のあるグリセロールについて調べた。図3－2に示すように，L．　fementum　IFO　14511の

菌体抽出液を・グリセロールを含まないO．1逗リン酸緩衝液（pH7）中で＿80℃で

1週間保存したのちに電気泳動を行うと・上方のバンドが検出された。ところが菌体抽・

出液を50％（v／v）グリセロールを含む同緩衝液中で一80℃で1週間保存したのちに

電気泳動を行うと・下方のバンドのみが検出され会合体は認められなかった。本条件下で

保存したあとも酵素活性の低下は認められず，酸性ウレアーゼは50％（v／v）グリゼロー

ル中で低温保存するのが適切であることが判明した。

　　上述したように・4種および2グループに分布する37の灘ウレアーゼ生産菌を

使用して調査した結果・その験腰的緻度1こ基づいて6種類の分子働慣なる菌

株によって生産されていること耀められた．一方滝無爵轍のゲル上での醸反応時

間を長くすると・レーン・・NおよびVI　tこおいて，図3一・に認められる主バンドの

他に・　Be間的に遅れてしかも弱く発色するマイナーなバンドが一つ認められ（図3－3），

このように同噛撚移鍍の異なる徽のウレアーゼ感奮される酵素を生産する例

は・大豆｛49｝・ナ二二（5．）およびPr・teus属，　Pr・videncia属菌（・・1）由来の中性ウレア

ーゼ産生においても知られている。

　　灘ウレアーゼの中に滝気胸的に移動度の異なる分子働存在することは，本酵

素が分子量およびその他のwaに関して・多様性を示すことを示唆している．そこで図3

蜀1で示し嬬気門的に鋤度の異なる6タイプの代灘性ウレアーゼについて，次1こ

若干の性質を調べることとした。
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1　皿　皿．1》V・」匹
●■■隔配「　　＿、　，　　　　　　　　　　　　　　　　『一燭r

　　　tiiiiiiiV’

奪
二
軸 ・

い

Fig．　3－1．　Acid　Ureases　from　Strains　Be1onging　to

Cell－free　extracts　were　loaded　onto　a　6％（w／v）

pelyacrylamide．　gel　with　a　4％（w／v）　staeking　gel

and　electrophoresed　at　4●C．皿le　gel　was

equilibrated　with　30　r！￥Hi　ciLrate　buffer，　pH　4，

c。ntaining。・。SU（w／v）br。m。cres。1　p岬1e，　and

then　transferred　o　nto　a　filter　paper　wetted　with

a　solution　containing　1％〈w／v）　urea　and

O．OS％（w／v）　bremocresol　purple．

Lanes：L』里i里些lrf｛，1－4；LL．fermentumエFO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．，一．．b，．一．．

14511；皿・と運哩＝Rt－5；W，　L．imminis　PG－98；

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N

V，辿三PG－118；and　V［　s　S．salivarius　PG－202
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N
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Fig．　3－2．　Effect　of　Glycerol　on　Acid

Urease　Aggregatien．

Cell”free　extract。f　L．fermentumエFO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　145il　was　incubated　at　・一8。・C　f。r　l　week

（A）in　O・1Mp。しassium　ph。sphate　buffer

（pH　7）。r（B）in・O．1　M　p。tassium

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
ph。sphate　buffer（pH　7）c。ntaining　S。％

（v／v）91ycer・1・Experimenta1　details　are

deseribed　in’　the　legend。f　Fig．3－1．
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Fig．　3－3．　Acid　Ureases　from　Strains　Belonging　to

the　Genus　I　igt1！g！2gsllL11gEtobacillus　and　Streptococcus．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N

Dotted　lines　indicate　s　lowly　developing　urease

active　band，　and　solid　line＄　indicate　the　main

bands　shewn　in　Fig．3－1．　Ebcperimental　deしails

are　desc：ribed　in　the　legend　of　Fi8．3－1．

Lanes：　1，L．animalis瓦U－4；　lll，L．fermentum　IFO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
14511；　皿，　L．reuteri　Rt－5；　W，　L．ruminis　PG－98；

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
V，　S．mitior　PG一・118；　and　VI，　S．saliva：【’ius　PG。202
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　　2．分子量

　　電気泳動的に移動度の異なる6タイプの代表酵素の分子量を，セファロースC　L＿

6Bカラムを用いるゲル炉過法により求めた。表3－2に示すように，これら6タイプの

代表酵素は・分子量に関して多様性を示しており，最大の分子量はL．animalis　MU－4由

来の酵素の350・000であり，最小の分子量はS．salivarius　PG－202由来の酵素の

140・OOOであった。　L・　reuteri　RT－5およびL．　fe　rmentum　IFO　14511由来の酵素の分子量

は・共に220・OOOであるにもかかわらず，電気泳動の移動度は異なっているのが注目さ

れた。他の酵素は・分子量が小さいほど，電気泳動の移動度が大きい傾向を示した。

　　以上のように・同じウレアーゼ活性を示す酵素でありながら，その起源により酵素の

分子量が異なる例は中性ウレアーゼでも知られている。中性ウレアー・ゼの分子量の中で，

最小のものはルーメン細菌由来の125，000⊂52）であり，大きいものはSelenomonas

ruminantium由来の酵素の360・　OOO　（s　3｝もしくはUreaplasma　urealyticum由来の酵素

の380，　OOO　（54，である。その他の微生物由来の中性ウレアーゼの分子量は，200，000～

250・000（48’55－59）の範囲と報告されている。本研究で明らかにされた酸性ウレア＿ゼの

分子量は・140・000～350・…の範囲に分布しており・2・・・…一22・，…の分子量OP酵素

が多かったことは・中性ウレア一己ゼの分子量の分布と類似していると考えられる。

　　3．等電点

　　6タイプの代表酵素の等電点を，等電点電気泳動法によって測定した（表3－2）。こ

の結果，代表酵素の等電点は4．6，4．7，4．8と異なる3点に分布していることが判明し

た。L．　reute　ri　RT－5およびL．　fe　rmentum　IFO　14511由来の酵素の等電点は，それぞれ

4．7および4．8と異なっていた（表3－2）。前述したように，L．　reuteri　Rt－5とし．　fer一

mentum　IFO　14511由来の酵素の分子量は共に220，000と推定されたにもかかわらず，ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動の移動度には差異があった。この移動度の差は等電点の差

に起因している・と推定される。

　　中性ウレアーゼの場合にも・等電点がその起源によって異なる例が知られている。

B「evibacterium　amm・niagenes由来の酵素の等電点は4．1（・8），　Bacillus　pasteurii由

来の酵素磯電点は4・・6・c56）・Arthr・bact・r・xydans由来の醸の舗点は4．、3，一4．7

c6．｝・M・r　anella・Pr・videnci璃Pr・teus属由来の醸の等電点は5．、一5．9（・・）であ

ることが知られており酸性ウレアーゼの等電点に近い値である。
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sable　3。2．　Properties　of　Aeid　Ureases

S◎urce　of　　　　　　　　　　Hole－　　　Iso一 Opti㎜亀 Opti㎜mb Stable・ Stable6

acid　urease　　　　　　　　cular　　　electric pH tempera一 pH tempera一

veight　p◎int ture

@　（●C）

ture

i℃）

L．animalis｝田。4　　　　　　　　350，000　　　4．8 4 55 4～8 below　40

L．fermentum　IFO　14511　　220，000　　　4．8 2 65 3～9 below　60

L．reuteri　Rt－5　　　　　　　　220，000　　　4．7 2 65 3～8 below　60

L．ruminis　PG・一98　　　　　　　　150，000　　　4．7 5 55 4～8 below　30

S．mitior　PG－118　　　　　　　200，000　　　4．6 4．5 65 3～8 below　50

S．salivarius　PG－202　　　　1∠K），000　　　4．7 3．5 60 4～8 below　40

魯Buffers　used　f。r鵬asuring　e㎎y－ctivi㌻ies　were
圏

O．2Msodium　acetat£一HC1
buffer　（pH　1～4）　and　O．2　H　citrate　buffer　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口

（pH　3～6）．

bTe1町£ratures　used　for　measuring　enzyme activities　varied　from 20●Cto 80●C．
・The　e喝鴨s　were　incubated　at　37・C　f。r

30min． Buf：εe：【・s　used for　the
incubation　of　the　enzyme　were　O．2　H　sodium　acetate－HCl　buffell：・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口

（pH　1～2）， O．2

塁citrate　buffelr　（pH　3～5）， O．21i　p◎tassium　phosphate　buffer　　　　鎗

（pH　6～8） and

O．2二glyc　ine。NaOH　buffer　（pH　9～11）．

己　The　enzymes　were　incubated　a七pH　4　for　30 min． Tempera七ures u＄ed　for

in㏄bation　of　the　enzymes　varied　from　20 ●C　to　80●C．
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　　4．酵素活性および安定性におよぼすpHと温度の影響

　　前章において酸性領域でウレアーゼ活性を示す生産菌を検索してきたがこれら生産

菌由来の酵素力㍉同じ至適反応pHを示すのか否かについては不明であった。

　　そこで・6タイプの代表酵素を・0・2逗酢酸緩衝液（pH1～4）とO．2埜クエン酸

緩衝液（pH3～6）を使用して，37℃で15分間反応させたところ，至適反応pHは

2～5の範囲に分布していることが判明した（表3－2）。

　　次に・6タイプの代表酵素を，pH4の0．2厘クエン酸緩衝液を用いて15分間，

20～80℃の範囲で反応させ至適反応温度を調べた（表3－2）。至適反応温度は55℃，

60℃・65℃の異なる温度に分布していた。L．　fe　rmentum　IFO　14511，　L　reuteri　RT・一5，

S．mitior　PG－118由来の酵素の至適反応温度は65℃と最も高い値であった。

　　酵素活性の安定性におよぼすpHの影響を調べるために，6タイプの代表酵素をpH

1～11の0・2逗緩衝液を用いて，37℃で30分間保温し残存活性を測定した。表3－2

に示すように酸性ウレアーゼの安定pH域は3～9の範囲にあった。酸性側に注目した場

合は，L．　fementum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118由来の酵素活性は

pH3でも安定であり・他の酵素活性はpH4までの安定性しか示さなかった。よって

これら3酵素は他の酵素よりも酸性領域で安定な酵素と考えられた。i

　　次に，酵素活性の安定性におよぼす温度の影響を調べるために，6タイプの代表酵素

を・pH4の0・2厘クエン酸緩衝液を使用して，30分間種々の温度のもとで保温し残

存活性を測定した。表3－2に示すように，L㎜inis　PG－98由来の酵素活性は30℃

までしか安定でなく最も不安定な酵素であった。一方，Lfermentum　IFO　14511，　L．　reu一

起亘RT－5由来の酵素活性は60℃まで，　S．mitior　PG－118由来の酵素活性は50℃ま

で安定であった・したがって，これら3酵素は灘徽で，よ鞍定な酵素と推定され

る。

　　それに対し・中性ウレアーゼであるナ声払由来のウレアーゼをpH4の0．2Mクエ

ン酸緩衝液を用いて30分間種々の温度で保温したところ，酵素活性は10℃までの安

定性しかなく・ナタ豆由来の中性ウレアーゼは酸性領域では極めて不安定であることが判

明した。細菌の中性ウレアーゼに関しては，Bacillus　pasteurii（6・1⊃由来のウレア＿ゼ

活性がpH　5・2で保温することにより，またArthr・bact。r。xydans‘・・）由来のウレア

胸ゼ活性がpH5の緩衝液晶で4℃で30分間保温することによって失活することが

報告されおり・いずれも酸性領域の安定性は極めて乏しいといえる。
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　　以上のように，酸性ウレアーゼは，電気泳動的多様性，分子量，等電点などの点では

中性ウレアーゼと酷似した性質を示したが酸性ウレアーゼの至適反応pHは2～5であ

り，中性ウレア・一ゼの至適反応pH7～8．5｛48・52・54・55・57・58・6。・62・63）とは明らかに

異なっていた。

　　更に重要な点は，酸性領域における酵素の安定性の差である。pH4の緩衝液中で

保温したところ，ナタ豆由来の中性ウレアー一一一ゼは速やかに失活したが，酸性ウレア臨海は

安定であった。第6章で詳述するように中性ウレアーゼでは不可能であったにもかかわ

らず，酸性ウレアーゼを酒質保全剤として開発しえたのは，本酵素が酸性領域における安

定性に優れていたことが大きな成因の一つであったと考えられる。L．　fe　rmentun　IFO

14511・L・reuteri　RT－5・S・mitior　PG－118由来の酸性ウレアーゼは，調べた範囲内では

酸性領域で最も安定な酵素であり，次章では更にその性質を詳しく研究することとした。

第4節要旨

Lactobacillus属およびStreptococcus属に属する37菌株から図体抽出液を調製

してポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い，活性染色法によって酸性ウレアーゼの移動

度を調べた。この結果，酸性ウレアーゼには，電気泳動的に6タイプの分子種が存在し

ていることが明らかとなった。そこで各タイプから代表酵素を1つずつ選び，それらの

性質（分子量，等電点e’ y素活性および安定性におよぼすpHおよび温度の影響）を調べ

たところ，いずれの性質にも多様性があることが明らかとなった。

　　分子量はS・salivarius　PG－98由来の酵素の140，000からL．　animalis　MU－4由来の

酵素の350，000の範囲に分布していた。等電点は，4．6，4．7，4．8の異なる3点に分布

していた。至適反応pHは2～5の範囲に，至適反応温度は55，60，65℃と異なる3

温度に分布していた。これら酵素活性が安定であるpH（37℃，30分間）は3～9の範

囲に・酵素活性が安定である温度（pH4，30分間）は30～60℃の範囲に分布してい

た。酸性領域で最も安定に活性を維持しえた酵素は，L．　fe　rmentum　IFO　14511，　L．　reute　ri

RT－5，　S．mitior　PG－118由来の酵素であった。この性質は，既知の中性ウレアーゼのいず

れにも認められないものである。
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酸性ウレアーゼの性：質

第1節緒言

　　第3章で述べたように，酸性ウレアーゼは電気泳動的移動度，分子量等電点，

pHおよび温度に対する挙動において多様性を示すことが明らかとなった。しかし，これ

らは菌体抽出液を使用して得られた知見であり，より正確に本酵素の特質を明らかにする

ためには・精製酵素標品を用いて検討する必要がある。しかし，酸性ウレアーゼを精製し

てその性質を調べた報告はいまだなされていない。酵素的知見が数多く知られている中性

ウレア葡ゼの場合でさえも微生物由来の酵素を高度に精製して性質を調べた研究はすくな

い‘4　6）。したがって，酸性ウレアーゼを精製してその性質を明らかにすることは，ウレア

“一[に関する生化学的新知見の蓄積ばかりでなく，産業上の応用面における基礎データの

確立という見地からも意義あることである。そこで種々の菌株によって生産された酸性ウ

レアーゼを精製し，得られた温品を用いてそれらの酵素学的，蛋白化学的性質を調べたの

でその結果を論述する。

第2節実験材料および方法

　　1．材料

　　DEAE鱒セファロースCL一・6B・セファロースCL－6B，クロマトフォーカシングカラム

PBE　94およびポリバッファー74，ソヂウムドデシルスルフエート（SDS）一ポリアクリル

アミドゲル電気泳動（PAGE）の分子量算出のための標準蛋白質，アンホラインPAGプレ

周ト（pH　4・・～6・5）は・Phamacia　Bi。techn。1・gy　Pr。ducts，　Swedenから購入した。

陶パ贈ルHW－55Fは・東洋ソーダエ業（株）から購入した．ゲル滝用の分子量算出用の

標準蛋白質は・Sigma　Chemica1　C・mpany，　U．　S．A．から購入した．アフィ＝ティーク。マ
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トグラフィー用担体アフィゲル202は，日本バイオラッドラボラトリーズ（株）から購入

した。PAGプレ喝ト4／15およびSDS　PAGプレート10／20は，第一一化学薬品（株）から購

入した。

2．微生物の培養

第2章第2節一4に従って調製したL．fe　rmentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，

S』itior　PG－118の保存培養液10　mlを，5e容のエルレンマイヤーフラスコに分注し

た4tの液体培地（第2章第2節一4のA培地ジに接種して，32℃で72時間静置

培養した。

　　3．酸性ウレアーゼ活性の測定

　第2章第2節一・6の方法に従って，0．2逗クエン酸緩衝液（pH4）を用いて測定

した。

　　4．アフイニティーゲルの調製

　　Wongら（6　4）の方法に従い，アフィゲル202担体にリガンドであるヒドロキシ尿素

を結合させた。すなわち，最小量の蒸留水に溶解したヒドロキシ尿素2．2gを500皿1

のアフィゲル202担体に添加した。次に最小量の蒸留水に溶解したカルポジイミド

13・29を5～10分間おきに上記担体懸濁液へ滴下した。この間，担体懸濁液をゆるや

かに撹伴し，0．1亘塩酸を使用してpH4．6±0．1となるように調整しつつ反応させ

た。室温で20時間反応させたのち，担体懸濁液を3tの1厘塩化ナトリウム溶液と蒸

留水で2回洗浄した。

　　5．酸性ウレアーゼの精製

　精製操作はすべて約4℃の低温室内で行った。精製操作は可能なかぎり連続して行

ったが，酵素標品を一80℃で保存する必要が生じた場合は，50％（v／v）グリセロール

溶液として保存した。使用した緩衝液は，主に緩衝液T（1曜の2一メルカプトエタノ

ールを含む501哩トリス塩酸緩衝液，pH7）と緩衝液P（1曜の2一一メルカプトエタ

ノールを含む5曜リン酸緩衝液，pH7）である。
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　　第1ステップ（寵臣抽出液の調製）

　　4tの培養液を遠心分離（12・000　x　9・15分間，4℃）し，沈渣を100　mlの緩衝

液Tで遠心分離（12・000xg・15分間・4℃）することによって1回洗浄したのちに，

同緩衝液に懸濁して40mlとした。これを大岳製作所（株）製5501－M型フレンチプレス

（12・000psi）で破砕し・遠心分離（76，000xg，20分間，4℃）して得られた上清液

を菌体抽出液とした。

　　第2ステップ（エタノール沈殿）

　　あらかじめ氷水中で冷却しておいた菌体抽出液に，エタノール濃度が最終的に30％

（v／v）になるように・一20℃に冷却しておいたエタノールを徐々に加えた。エタノ＿ル

添加終了後も・氷水中で更に30分間撹伴してエタノール沈殿物を生成させた。本液を遠

心分離（12，000xg，10分間，4℃）して沈殿を得た。

　　第3ステップ（ゲル出過）

　　沈殿を少量の緩衝液Tに溶解し，あらかじめ0．1竺塩化ナトリウムを含む緩衝液T

で平衡化しておいた・トヨパールHW－55Fカラム（2．6x60　cm）を用いてゲル炉過

を行った。10mlずつ分取し，酵素活性を有する画分を100　ml集め，緩衝液Tに対して

16時間透析した。

　　第4ステップ（DEAEセファロースCL－6Bカラムクロマトグラフィー）

　　第3ステップで得られた透析内液を，あらかじめ緩衝液Tで平衡化しておいたDE

AEセファロースCL－6Bカラム（4．6x30cm）に通液し，緩衝液Tを用いてカラム

を洗浄した。蛋白の溶出は，塩化ナトリウム濃度直線勾配によった。すなわち，出発緩衝

液（T）に，1埜塩化ナトリウムを含む同一緩衝液を連続的に添加して，塩化ナトリウム

の0～1逗直線濃度勾配が得られるように調製した。10mlずつ分取し，酵素活性を含む

画分を80m1集め，緩衝液Pに対して16時間透析した。

　第5ステップ（一次アフィニティ一遍ラムクロマトグラフィー）

　第4ステップで得られた透析内液を，あらかじめ緩衝液Pで平衡化しておいたアフ

ィニティー・カラム（4x40　cm）に通液し，緩衝液Pを用いてカラムを洗浄した。蛋白の

34



鐵
鱗 難灘
撫

犠糠灘
灘　　慧鑛

溶出は・リン酸濃度直線勾配によった。すなわち出発緩衝液（P）に，リン酸濃度を100

m逗にした同一緩衝液を連続的に添加して，リン酸の5～100曜直線濃度勾配が得られ

るように調製した・5m1ずつ分取し富山歯性を含む画配を6・ml集め，25　mMイミダゾ

ール塩酸緩衝液（pH7．4）に対して16時間透析した。

　　第6ステップ（クロマトフ才一カシングカラムクロマトグラフィー）

　　第5ステップで得られた透析内液を，あらかじめ25唖イミダゾール塩酸緩衝液（

pH7・4）で平衡化しておいたPBE　94カラム（1　x　20　cm）に通液した。9倍希釈した

ポリバッファー・74（pH4．0）で蛋白を溶出してクロマトフォーカシングを行った。2

m1ずつ分取し酵素活性を含む七分を14　m1集め緩衝液Pに対して16時間透析した。

　　第7ステップ（二次アフィニティーカラムクロマ●トグラフィー）

　　ポリバッファーを除くため・第5ステップと同様のクロマトグラフィーを行った。

第6ステップの透析内液を・あらかじめ緩衝液Pで平衡化しておいたアフィニティ＿カ

ラム（4x40　cm）に血液し・緩衝液Pを用いてカラムを洗浄した。蛋白の溶出は，第5

ステップと同じ方法によった。

　　6．蛋白質の測定

　　Lowryら（6　5，の方法に従い・ウシ血清アルブミン（Sigma　Chemical　Company，

U．S．A．）を標準蛋白質として蛋白質量を定量した。

7．ゲル炉過による分子量測定

ゲル炉過による分子量測定は，第3章第2節一7に記載した方法によった。

　　8．ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　　ポリアクリルアミドゲル電気泳動は，PAGプレート4／15（第一化学薬品（株））を使用

し・Davisの緩衝液｛47》で行った。蛋白の染色には，0．15％（w／v）のクマシ＿ブリリア

ントブルーR250を含むメタノール：酢酸：水（5：1＝5，　v／v）溶液を用いた．脱染色液

には・メタノール：酢酸：水（5：7．5：87．5，v／v）溶液を用いた。
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　　9．SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　　SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動は，市販のSDS－PAGプレート10／20

（第一化学薬品（株））・もしくは濃縮ゲルとして4％（w／v）アクリルアミド，泳動用ゲルと

して15％（w／v）アクリルアミドからなる自製のゲルを使用し，Laemmliの緩衝液｛6・6）

｛25曜トリス（ヒド・キシル）アミノメタン，192　mMグリシン，　O．1％（w／v）SDS，

pH8・3｝で行った。分子量測定用の標準蛋白質（Pharmacia　Biotechnol。gy　products，

U・・S・A・）は・フオスフiリラーゼb（分子量94，000），ウシ血清アルブミン（分子量

67・000）・オブアルブミン（分子量43，000），カルボニックアンハイドラーゼ（分子量

30・000）・ダイズトリプシンインヒビター（分子量20，100），ミオグロビン（分子量

17・200）・ミオグロビン1＋n（分子量14・6・・）・ミオグ・ピン1（分子量8，24・）Jミオ

グロビンn（分子量6・380）・ミオグロビンm（分子量2，560）を使用した。蛋白質の染

色は・クマシーブリリアントブルーR250で行った。

　　10．等電点の測定

　　アンホラインPAGプレート（pH4・0～6．5）を用いて，等電点電気泳動を行った。

蛋白質の染色は・本節一・8に従いクマシーブリリアントプルーR250で行った。

　　11．金属分析

　金属含量は，日立製作所（株）製Z－8000型原子吸光度計を用いて測定した。試料は

1旦硝酸で加水分解し，2，850℃で原子化した。

　　12．アミノ酸分析

　　精製酵素標品の一部を凍結乾燥し，その約3㎎（精秤）に1mlの4％（v／v）チオ

グリコール酸　（6　7）を含む6N塩酸を加えて減圧封出し，110画面24，48および72

時間・加水分解した。システインおよびシスチンは，過ギ酸で酸化しシステイン酸とした

のち（68｝・　同様の方法で24時間，加水分解した。加水分解後，日立製作所（株）製835

型アミノ酸分析計でアミノ酸含量：を測定した。

13．サブユニットの分離

サブユニットは，Micropak　Protein　C18－10カラム（0，4x30　cm，　Va　ri　an　Instru一一
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ments，　U．　S．　A．）を使用Ui逆相高速液体クロマトグラフィーにより分離した。高速液体

クロマトグラフは，日立製作所（株）製M655型を使用した。溶出は，　O．1％（v／v）トリフ

ルオロ酢酸（TFA）中のアセトニトリル濃度勾配（15～80％，　v／v）によった。

　　14．アミノ酸配列

　サブユニットのN末端アミノ酸配列は，ApPlied　Biosystem，　U．　S．A．製のアミノ酸シ

ークエンサー470A型を使用して決定した。アミノ酸のフェニールヒダントイン誘導体

含量は，Micro　Pak　SPC　18－3カラム（O．4x30　cm，　Varian　lnstruments，　U．　S．A．）を使

用した高速液体クロマトグラフィーで測定した。

　　15．染色バンドのデンシトメトリー

　染色バンドのデンシトメトリーは，島津製作所（株）製CS　910型クロマトスキャナー

で記録し積分値を求めた。

第3節実験結果および考察

　　1．酸性ウレアーゼの精製

　第3章で詳述したように6タイプの代表酵素は，分子量，等電点，至適反応pHお

よび温度，酸性域における酵素の安定性に関して多様性を示すことが明らかとなった。

　　ところで，酵素が酸性領域に至適反応pHを有し，かつ酸性領域で安定であることは

本酵素の応用を考えるうえで重要な性質である。そこで表3－2で示した6種の代表酵素

の中から，酸性領域でより安定であったL．fementm　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．

mitior　PG－118由来の酵素を更に精製し，蛋白化学的，酵素学的諸性質を調べた。

表4十1，表4＋2，表4－1－3に，それぞれ，L．　fementum　IFO　14511，　L．　reuteri

RT－5，　S．mitior　PG－118由来の酸性ウレアーゼの，精製各ステップごとの比活性および活

性回収率をまとめて示す。Lfermentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118

由来の酵素の精製度は，それぞれtV　24．5，26，9，27，1倍であり，活性回収率は，それぞ

れ・f11．2，13．8，14．9％であった。　pH4の緩衝液中で測定した比活性は，それぞれ，t

304，350，458mits／㎎proteinであった。
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Table　4－1－1． Purification　of　Acid　Urease from　L．fermentum　IFO　14511

Tota　1 Tota　1 Specific Purification ．Yield
Step 　　　　　●垂窒盾狽?ｌ? activity 　　　●　　　　●

≠モ煤｡Vlty． （fold） （％）

（㎎） （units） （units／㎎）

Extr㏄tion 1，444 17，9∞ 12．4 1．O 1∞
Ethano　l　Precipitオtion 833 16，500 19．8 1．6 92．2
Toyopearl　HW－55F 165 13，1∞ 79．4 6．4 73．2

DEAE－Sepharose　CL－6B 52．O 8，890 171 13．8 49．7

First　affinity　ge1 19．1 59820 305 24．6 32．5

Chr。mat。focusing M・ 3，010 16．8

Second　affinity　ge1 6．6 2，010 錨 24．5 11．2

亀　N工，　not　tested．

sable　4－1－2．　Purification of　Acid　Urease from　L．reuteri Rt－5

Tot＝a1 Tota1 Specifie Pロrification Yield
Sしep 　　　　　●垂窒盾狽?加

　　　●　　　　o

≠モ狽PVlty
　　　●　　　　　●

≠モ煤｡Vlty （fold》 （累》

（㎎） （units） （units／㎎）

Extraction 1，410 18，300 13．O 1．O 1∞
Ethanol　precipitation 521 15，8∞ 30．3 2．3 86．3
Toyopearl　H㌻～一55F 140 13，440 96．O 7．4 73．4
DEAE－Sepha：rose　CL－6B 78．2 10，248 131 10．1 56．O
First　affinity　ge1 18．0 6，426 357 27．5 35．1

（hromatofocus　ing NT・ 3，274 17．9

Second　affinity　ge1 7．2 2，520 350 26．9 13．8

亀Nr，　not　tested．

sable　4－1。3． Purification　of　Acid　Urease from　S．miしio：r PG－118

To七a1 Tota1 Specific Purification Yield
Step 　　　　　●垂窒盾狽?ｌ?

　　　●　　　　　●

≠モ煤｡V■ty
　　　●　　　　●

≠モ煤｡v■ty （fold） （％）

（㎎） （units） （units／㎎）

E辻raction　　　　　　　　　　　　o

1，150 19，500 16．9 1．O 100
Eしhanol　p：r’ecipitati◎n 436 17，7∞ 40．6 2．4 90．8
Toyopearl　HW－55F 105 11，9∞ 113 6．7 61．O
DEAE－Sepharo　se（ユ．。6B 56．O 9，850 176 10．4 50．5
First　affinity　ge1 11．7 5，480 469 27．8 28．1
qlromatofocusing

Nr・ 3，490 17．9
Second　affinity　ge1 6．3 2，9∞ 458 27．1 14．9

亀NT，　not　tested．
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　　2．精製酵素の単一性

　ポリアクリルアミドゲル電気泳動後，クマシープリリアントプルーR250で染色した

ところ・いずれの精製酵素も単一バンドを示した（図4一一1－A）。移動度の＿番小さいバン

ドはL・fermentu皿IFO　14511由来の酵素蛋白であり，移動度が中間のバンドはLreute一

二RT－5由来の酵素蛋白であり・移動度が一番大きいバンドはS．mitior　PG－118由来の

酵素蛋白であった。第3章第3節一1で述べた，活性染色法で検出された蛋白の移動度

と，今回測定したクマシープリリアントブルー染色法で検出された酵素蛋白の移動度が＿

致することは，確認してある。

　　3．分子量

　　ついで・セファロロスC　L　一e　6Bを用いるゲル炉過法により分子量を測定した。その

結果・L・　fe　rmentum　IFO　14511・L・reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118由来の酵素の分子量

は・それぞれ・220・000・220・000・200・　OOOと推定された。これらの値は，第3章第3

節鱒2で記述したように・菌体抽出液を使用して測定した分子量とよく一致していた。

　　SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動の結果（図4－1－B），いずれの酵素も移動度

の異なる3バンドを示したので，いずれも分子量の異なる3サブユニットから成D’
ｧっ

ていると考えられた。そこで，これら3種類のサブユニットを移動度の小さい順に，α，

βおよびrと命名した。標準蛋白質の移動度との比較から推定したサブユニットの分

子量は，L．　fermentum　IFO　14511由来の酵素では，α：67，000，β：16，800，γ＝

8，600，Lreuteri　RT－5由来の酵素では，α：68，000，β：16，100，　r：8，800，　S．miti一

旦PG－118由来の酵素では，α：　66，　OOO，β：15，600，γ：8，600であった（表4－2）。

　　ナタ豆由来の中性ウレアーゼは，同一のサブユニットのヘキサマーとして成り立って

いる（69》。微生物由来の中性ウレアーゼは，同一のサブユニットで構成されているという

報告（48’54鞠56・7。・　71）と・Selen・m・nas㎜inanti㎝（53），　Klebsiella　aer。genes（・7》，

一《58），Providencia　stuartii　（5　9）由来の中性ウレア押元のように異な

る3種のサブユニットから構成される複合体という報告とがある。

　　これら3種類のサブユニットから構成されている中性ウレアーゼのサブユニットも

移動度の・J・さ噸にα・βおよびγと命名されており，その分子量は，α：7。，。。。一

73・000・β：8・000～11，　OOO，　r：8，000～9，000の範囲で分布していた。酸性ウレア＿ゼ

のサブユニットの分子量分布と比較すると，αサブユニットは酸性ウレア＿ゼの方が，J、
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Fig．　4－1．　Polyacrylamide　Gel　Electrophoresis

of　Acid　Ureases．

（A）　6　LL　g　of　eaeh　purified　enzyme　was

electrophoresed　on　a　6％（w／v）　polyacrylamide

gel．　（B）　3　LL　g　of　each　purified　enzyme　was

electrophoresed　on　a　IS％（w／v）　SDS－

polyacrylamide　gel．

Lanes：1，　L．fermentum　ZFQ　14Sll　；　2，　L．

reuteri　Rt－S　；　and　3，　S．mitior　PG－118．
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さく逆にβサブユニットは灘ウレアーゼの方が大きく，rサブユニットは同等で

あった。中性ウレアーゼと酸性ウレア「ゼのホロ酵素の分子量は似かよった範囲で分布し

ていたが（第3章第3節一2）・酵素を構成するサブユニットのレベルで比較すると，

上記したように分子量の分布範囲は異なっていることが明らかとなった。

　　中性ウレア欄ゼでは・これら3種類のサブユニットの構成比は，ポリアクリルアミ

ドゲルのバンドのデンシトメトリーに基づいて，いずれも（α、β，γ、）、と推定されてい

る（5　7－5　9）。

　　本章で精製された酸性ウレアーゼのサブユニット構成比は，1）SDSポリアクリル

アミドゲル電気泳動で分離したサブユニットのバンドのデンシトントリーの積分値を，各

サブユニットの分子量で除した値の比が約1：2：1であること，2）ゲル炉過法で推定さ

れた精製酵素の分子量がSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法で推定されたサブユ

ニットの分子量をもとにして上記1：2：1を仮定して計算した値と一致を示すことから，

L．fe　rmentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT’一5，　S．mitior　PG－118由来のいずれの酵素のサブ

ユニットの構成比も（αiβ2γ・）2と推定された。なお，代表としてL．fementum　IFO

Table　4－2．　Molecular　Weight　of　Subunits　of　Aeid　Ureases

Source　of

．aeid　urease

Mo　lecular　weight　of　subunit

a B 7

L．fermentum　ZFO　14Sli

L．reuteri　Rt一・S

S．mitior　PG－118

67，000

68，000

66，000

16，800

16，100

1S，600

8，600

8，800

8，600
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14511由来の酵素のSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動のゲルバンドのデンシトメ

トリーを図4－2に示す。

　　4．等電点

　　3精製酵素の等電点を・アンホラインを含むポリアクリルアミドゲル等電点電気泳動

法により求めた。等電点電気泳動の結果，3精製酵素蛋白はすべて単一バンドであり，

L・fermentum　IFO　14511・L・reuteri　RT’一5，　S．mitior　PG－118由来の酵素の等電点は，そ

れそれe4・8・4・7・4・6であった。これらの値は，第3章第3節一3で記述した菌体抽

出液を使用して測定した値とよく一致していた。

　　5．金属分析

　　ナタ豆（7　2）および大豆（49）由来の中性ウレアーゼは，サブユニット1モルあたり

2モルのニッケルを含有していることが知られている。バクテリア由来の中性ウレア＿ゼ

の場合は・同一サブユニットで構成される酵素では，サブユニット1モルあたり1モル

（4　8’56）のニッケルを・また，3種類の異なるサブユニットから構成されている酵素では

（α・β・γ・）ユニットあたり2モル（53・57》のニッケルを含有することが報告されて

いる。

　　そこで・本章で精製された酸性ウレアーゼのニッケル含量を，原子吸光法によって測

定した。L．　fe　rmentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118由来の酵素のニッ

ケル含量は，（α、β、γ1）ユニット1モルあたり1．9モル，1．8モル，1．9モルと計

算された。この結果から，いずれの酸性ウレアーゼも，（α、β、γ、）ユニット1モル

あたり2モルのニッケルを含有しているものと推定される。

　　6．アミノ酸組成

　　3精製酵素を4％（v／v）チオグリコール酸を含む6旦塩酸存在下に封睡中で，110

℃で24・48・72時間加水分解して，そのアミノ酸組成を調べた。セリン，トレオニン

は0時間外挿値を求め，イソロイシン，バリンは72時間値（最大値）を用いた〔73）。

その他のアミノ酸分析値は，加水分解時間による差がほとんどなく平均値を求めた。

表4－3にその結果と，すでに報告されているKlebsiella　ae、rogenes（・・》，　Brevibacte一

一（4　8），ナタ豆（74｝および大豆。‘　9）由来の中性ウレアーゼのアミノ酸分
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Fig．　4－2．　Densitometrie　Tracing　of　Poly－

acrylamide　Gel　Stained　for　Protein．

The　purified　acid　urease　（10　Lc　g　of　protein）

f：rom　L．fer！nentum　工FO　14511　was　subjected　to

eleetrephoresis．　Tracing　was　made　at　630　nm

with　a　Shimadzu　CS　910　Chromatoscanner．
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、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一sable　4一’3。　Amino　Acid　C◎田P◎sition　of
Acid　Ureases

」噂

Amin◎

≠モ奄

H。1e　percent（％）・

L．　　　　　L．　　　　S．一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　幅　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

Klebsi一‘ Brevi一、 Jack喧 S◎y」

fermen・ヒum　　reuteri　　mitior ella bacterium bean bean
一　　　　　＿

▽ aerogenes 　　　　　●≠高香揩獅撃≠№?ｎｅ?

「

Aspb　　　　　　12．6　　　　11．5　　　　12．1ThrC　　　　　　6．6　　　　　6．3　　　　　7．4Ser　C　　　　　　4．0　　　　　3．8　　　　　5．4Glub　　　　　　8．9　　　　　9．3　　　　　8．5

9．2

U．9

U．1

P0．3

11．6

V．2

R．6

P0．2

10．6

U．6

T．5

W．2

12．8

T．3

T．8

P0．1
Pr◎　　　　　　　4．6　　　　　4．3　　　　　4．2Gly　　　　　　　IO．0　　　　　10．3　　　　　10．2

`la　　　　　　　8．6　　　　　8．9　　　　　8．2

5．5

P2．4

P0．5

4．7

X．7

P0．7

5．0

X．4

W．8

6．1

P0．4

V．4
H－cys　4　　　　　1．6　　　　　1．4　　　　　1．2

ua　1・　　　　　　6．8　　　　　7．3　　　　　7．5

P｛et　　　　　　　　3．3　　　　　3．6　　　　　3．4

P1eG　　　　　　6．6　　　　　5．9　　　　　6．1

keu　　　　　　　6．7　　　　　7．1　　　　　6．2Tylr　　　　　　　　4．1　　　　　4．2　　　　　4．2

ohe　　　　　　　2．9　　　　　2．9　　　　　2．4

　　1．4

f　7．5

@　1．7

@　5．7

@　6．9

@　2．0

@　2．6

O．4

V．8

P．8

V．1

V．5

P．2

R．O

L8
U．6

Q．5

V．9

W．2

Q．5

Q．9

o．5

U．3

Q．0

U．2

W．2
Q
．
4
’
4
．
2His　　　　　　　　1．9　　　　　2．0　　　　　2。5

kys　　　　　　　6．0　　　　　5．7　　　　　6．2

3．0

R．4

2．9

S．9

3．0

T．7

2．1

T．6
Arg　　　　　　　3．8　　　　　4．1　　　　　4．O 4．O 4．9 4．5 4．6
Trp　　　　　　O．8　　　　1．3　　　　0．3 1．O O．9 0．5 Nrf

8The　values　are　the　averages　for　24一， 48－　and　72－h：【・ hydr。1yses in　6　N　HC1
containing　4Z（v／v）　thioglycolic　acid at　llO℃． 口

b　Free　amino　aeid　and　corresp◎nding　amide．

eObtained　by　extrap◎1ation　to　zer◎　time of　hydrolysis．
4H℃ys・Half℃ystine　detemined　as　cysteic　aeid　in a 24－hr　hydrolysate af七er
performic　acid　oxidation．

●Value　for　72－hr　hydrolysate．

?ＮT，　not　tested．
TTaken　from　（49）．L　Taken　fr◎m　（40）．lTaken　fro血　（66）．」工aken　from　（41》．
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懸灘難難難灘謹魏魏灘灘・

析値を示す・これら中性ウレアーゼのアミノ醐成と比較すると，Lferment㎝IFO

14511・L・「euteri　RT－5・S』iti・r　PG－118由来の灘ウレアーゼのアミノ醐成は，チ

ロシ扇動1・6－3・5倍およびメチオニ響動1．3－2．1倍高いことカ・“特働であ

る。

7．基質特異性

Lfementum　IFO　1451・・L・reuteri　RT・5，　S．miti・r　PG－118由来の精三品ウレア

一宿は尿素とヒド・キシ尿素を基質とし，チオ尿素，メチル尿素，エチル尿素からのアン

モニア生成は認められなかった俵4－4）．この基質特異性はナタ豆‘・5）およびPr。teus

属細菌（7　6）由来のウレアーゼの基質特異性と近似している。

　　8．酵素活性および安定性におよぼすpHと温度の影響

　　Lfe「mentum　IFO　14511・L・reuteri　RT－5，　S』iti・r　PG－118由来の精轍性ウレア

門並の活性および安定性におよぼす・pHと温度の影響を調べた（表4－5）。代表として

Lfement㎝IFO　14511由来の酵素の活齢よぴ安定性におよぼす，　p　Hと激の影響を

図示した（図4－3）。

L・！gtX11enu一11！1g！rmentum　IFO　14511・　L・reuteri　RT－5由来の精轍性ウレアーゼの至適反応pH

は2であり・S・miti・rPG－118由来の酵素の至剛応pHは4．5であった．至適反応温

度は・いずれの3精羅素も65℃であった．これら3精製醸を鍾々のpHの緩

衝液中で37℃で3・垣間保温したところ・いずれの酵素活性もpH3－9の範囲で安

定であった・一方・pH4の緩鰍中で種々の鍍で3・分間保温したところ，　Lfer一

mentum　IFO　14511・L・　reuteri　RT－5由来の精製酵素活性は50℃以下で，　S．mitior　PG一

118由来の精製酵素活性は40℃以下で，安定であった。

9．阻害剤

L・　fe　rmentum　IFO　14511・L・reuteri　RT－5・S．mitior　PG－118由来の酸性ウレア＿ゼ

雛におよぼす・樋鋸イオンの影響を表4－6に示す．いずれの精製醸もHg・・お

よびAg“によって強く阻害を受け・Cu2＋により部分的な阻害を鮒ることが判明した．

次に・これらの灘ウレア口論活性におよぼす洛綿噛働の影響翻べた．表4－7に

示すように・いずれの精製酵素も・S晦阻害剤であるパラク嚇香酸，およびキレ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メー一り一クーーゾ
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Table　4－4．　Substrate　Specificity　of　Acid　Ureases

一’一””一一M”“一’一k一一一一一一一一一一一一一一一一．一．一．．一一一．一．一一一．．一．．．．．m一一．n．一一一．一一．．．一

Source　of‘　Substrate　Activity
　aeid　urease
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（units／ml）

’一一b’一’一一’一一一一”’一’一一一一一一一“一一”一一’一”一一一一一一一一一一一一一一一一．．一一一一．．一一．一一一．

と迦些遡　　Urea　　　　　30

ZFO　14Sll　Thiourea　O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Methy　lurea　o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ethylurea　o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hydroxyurea　O．2s

』三塑　　　Urea　　　　　32

　　　　　　　　　　　　　　　　　Methylurea　O

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ethy　lurea　o

　　　　　　　　　　　　　　　　　Hydrexyurea　’　o．2g

迦　　　　Urea　　　　　　43

　　　　　　　　　　　　　　　　　Methylurea　o

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ethylurea　O

　　　　　　　　　　　　　　　　　Hydroxyurea　O．37

‘　100　ug／ml　of　the　purified　enzyme　was　used，
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teus　mirabilis

一ト剤であるアセトヒド・キサム酸により弓蚕く阻害をPt，．，et，エチレンジアミン四轍（E

DTA）によって部分的に阻害を受けた．パラク器鎧香酸は，ルーメン細菌（52）お

よびB「9Vibacterium　amm・niagenes（48）由来の中性ウレアーゼを阻害し，アセトヒド。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Elstg！lgli．ghL｛1sgL！cherichia　coli，　！11gt．1gc111si｝．！一1．a－glgxganLlrganella　morgann，　21t：go一

…
騒

来（76） の中性ウレアーゼを阻害することが知られている。

Table　4－S． 旺ect・f　pH　andエemperature・n　Acid　Urease　Activities．

一一”一一一一一”一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一．一一“一一一一一一．一．一一一一一一一一一一一．一ti一一一一一一一一一一一一一一一一一．一一

　　　　　Seurce　of　Qptimum　Qptimum　Stable　Stable

　　　　　acid　urease　．　pH　tempera一　pH　tempera－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ture
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ture

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（oc）　（“c）

一’一一一’一d一一一一一一一一一一一一一’一一一一一一’一”一’一一一一一一一一”N一一一一一一一一一一一一一一一一一．一一．一一一一一一一一一一ny

I：．一！：g！nc1！1！lgfermentum　lFO　14Sll　2　6S　3・一．g　below　so

L．reuteri　Rt－S 2 6S 3－v8 be　low　SO

S：・s112，！lilR！mitior　PG－118　4・S　6S　4・v8　below　40

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

t　Experimental　details　are　described　in　Table　3－2．
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A

20 40 60

了enperatu：e（OC｝

B
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貧
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｝
≧
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100
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50

25

c

1　3　5　7　9　11

pH’

20　40　60　80
Temperature（Oc）

D

膿e31n灘：二1：ll灘yl：f謙yvlΣ1・Σ：sll：dalf：lr

adjusセ蹴。f　the　pH。f　the　reacヒi。n　mi珈re　t。　pH　4．　The

buffdrs　ysed　fer　incubation　of　tbe　enzyme　were　o：2　M　s6aium

measured　under　the　standard　assay　conditiens．
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Table　4－6．　Effect　of　Metal　lons　on　Acid　Urease　Activities

一一”一N一一’一一一一一’一一一h’一”一ta一一一一一一M一一”一’一一一一一一一一一一一一一ny一＃一．一一一N一一．．一一M一．一一．一

Metal

ion

（s　nh）

　　　1t

　　　　　　　　　　　　　　Relative　activity　（％）

一“一”一’一一一一一一一一一一一一’一一’“一一’一一”一一’一’一一’‘一一一一一一一一一一一．一“一．一一“．．一．

　　と垂週些　　と鯉　　　i逆
　　ZFO　14Sll’　Rt－S　P一一G一一’pt一一・　N118

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一．一一一m．一一一Nh一一一．．．一ta．一．．．一一一一一L一一一．．

Ni2．　，　100

　　0　　　　　　　　　0

98　　噸　　　　　96

　0　　　　　　　　　0

Table　4－7． Effecし。f　Vari。us舳icals。n　Acid　Urease　Activities

Reagenし

None

PCMB．

NEM　b

Acetohydroxamic　acid
Nitrilotriacetic　acid
EDTA　e

NaCN
Nal）l　s

（：6ncent一

　　　の
raセ■on
（面）

　　鷹

　一
〇．1

10
10
10
so
10
10

Relaしive　ac七ivirヒy　（％）

L．fermentum

100
　　3

101

10
104
73
97
100

L．：reuter　i

Rt－S

100
　　4

po
　　8

102
79
101

98

S．mitior
PG－118

1co
　　1

102
　　6

100
72
104
103

a
b
C

P一（illoromercuribenzoic　aeid．
のN－Eしhylmaleimide．

Ethy　lenediamine　tetraacetic　acid．
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　　10．堕1値およびYmax値

　　L・fe「ment副FO　14511・Lreuteri　RT－5・S・miti・r　PG－118由来備製醸の動力

学的パラメロタ隔を至甑応pHである・pH2の・．2騰酸繍液と，　pH　4．5の

0・2Mクエン醸鰍を用いて37℃で濱澄した．顯である尿素厳に対する尿素分

解速度のプロットは・通常のミ旗リスメンテン曲線を示した。　！S！！！　ffihsよびYm．x値は

ラインウエーバーバーグプ・ット（図4－4）から推定した。

　　L・fement副FO　14511由来の酵素のpH2における声問およびYm．z　fi直は，2．7

曜と440μmo1／min／mg　Proteinであった。

　　L・「euteri　RT－5由来の酵素のpH2における堕働よぴエm．x値は，2．8　mMと

580μmo1／min／mg　proteinであった。

　　S・mitior　PG－118由来の醸のpH　4・5における血盟よぴエm．x　li直は，2．。nh

と460μmo1／min／mg　proteinであった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　賜

　　　11．サブユニットの分取

　　3種類の精一素のうち代表醸としてLfement㎝IF・14511由来の酵素eXぴ

サブユニットの分取を試みた・図4＋Aに示すように逆相ク・マトグラフィーを使用

し精製酵素を3酌に・はじめて艦分取することができた．これら3酌が本酵素の

サブユニットであることは・SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動の結果魍でき，

サプユニッ鳳β・r・αの順番に溶出してV・た（図4＋B）。

　　次に・これら分取サブユニットによる再構成実験を試みた．まず，分取サブユニット

を0・1逗HEPES（N－2一ヒド・キシエチルピペラジン週・一2一エタンスルホン酸）‘”，緩鰍

に対して透析した・次に・サブユニットとニッケルのモル比α：β：r：ニッケノレが約

1：2：1：2となるように・混液を調製した・すなわちサブユニットα，5。μ、9，β，

25μ9・「・7μ9と・鍛ニッケル6水和物…4μ9を・．1　m1の・．1逗HEPES緩衝

液に溜した・この混液を・4および1・℃で1および2月間保温したのちに，ウレ

ァ輌ゼ活性を測定し滋雨を儲できなかった．また蛋白質が難状態から復元する

過程で活性を回復することを期待して…1　M　HEPES緩衝液に対して透析したサブユニッ

トを・6晦酸グアニジンあるいはS逗尿素中で24℃で塒間保温したのち，醸

O・1逗HEPES織液に対して透析した・このようにして得たサナユニットを使用し，上記

した再徽条件で混合したのち保温した帽舌性を検出できなかった．逆相ク。マトグラ
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Fig．　4“4．　Lineu’eaver－Burk　plot　of　kinetie　data

ebtained　with　aeid　urease．

A・とし匙璽塑工FO　14511；B，

C，　S．mitior’　PG－118．

L・reuteri　Rt－5；
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“Time（而n）

1蕗●続臨lr：ISI罐LlhごS鑑llasefr・m』麺塑

（A＞　Acid　urease　（SO　zz　g）

10　co　lumn．

gradient　of　acetonitrile

was　1．0　ml／min：　N　，
　　　　　　　　　　●　　　　　　　夢

Elution　was　performed　with　a

concentration　of　acetonitrile

denoted　by　the　bars　were　pooled．

llly魏灘lscl鍵e跳llh　a　5－2・累gradient

ta，　n；．S5．2i．ROSO？SZY，Mg，！‘．．”，g，？f，e．rg，t；・　g’：）5　h　fiEe，Fio”　i　（2　”g）；

was　apPlied　t。　a　Micr。pak　Pr。七ein　C18－

　　　　　　　　　　　　　　1inear　concentration
　

in　the　presence。f。．1％　TFA．　F1。w　rate

absorbance　at　280　nm；　　一一一一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り
　　　　（％）・Fracヒi叩s，　l　i　2　and　3，
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7イ購の溶出にはアセトニトリルを使用しており，醐成後に活性を示しえなし、繊に酵

素蛋白質が難している可能性がある。

　　12．サブユニットのアミノ酸組成

　　Lfement副FO　14511由来の酵素から分取した3種類のサブユニットを，4％

（v／v）チオグリ＝一ル酸を含む6N塩酸存在下に封管中で11・℃，　24，　48，　72　a；IFFHS，

加水分解してそのアミノ酸縁を調べた（表4－8）．βサブユニットのシステイン（も

しくはシスチン）韻は低く・rサブユニットのメチオニン韻は高く，ヒスチジンと

チロシン含量は低いことが特徴的であった。

　　3サブユニットのアミノ酸個数の合計値と・ホ・酵素のアミノ酸個数1こ基づいて算出

したサブユニットの構成比は・前述（本章本節一3）したサブユニット比（α、β、ri），

であることを示唆している。

　　13・サブユニットのN末端アミノ酸配列

　　Lfementum　IFO　14511由来の酵素から分取した3サブユニットのN末端アミノ酸

配列を・気相アミノ酸シークエンサー（ApPlied　Bi・system，　U．S．A．）を使用したエドマ

ン分解法（78》で測定した（表4－9）・α・β・rサブユニットのN末端アミノ酸酉己列は

それぞれ・Ser－Phe－Asp－Met一，　Met－Va1－Pr・一Gly一，　Met－Arg－Leu－Thr一であった．これら

のアミノ酸配列は・ナタ豆由来の中性ウレアーゼ‘・・》や，＿および

　蛛の中性ウレアーゼ（…，のN末端アミノ酸配列と異なるものであ
る。
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Tabl－e　4－8．’Amino　Acid　Composition　of　Aeid　Urease

andエts　Subunits　fr。m　L．fermentum　IFO　14511

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N

Amino

acid
Number　of　residues　per　mo　leculea

Holo一　Subunit　Subunit　Subunit

Aspb

工hrC

Ser　c

Glu　b

Pre

Gly

Ala
Hecysa

Vale

Met

Z　lee

Leu

Tyr

Phe
His

Lys　齢

Arg
Trp

2S4．6

132．8

　79．　9

180．1

　91．6

201．6

173．9

32．9

136．8

66．8

134．1

136．0

81．6

S7．9

38．1

121．8

77．3

17．0

83，0

43．4

25．5

48．9

26．3

67．2

S9．4

16．0

37．8

20．5

44．4

38．4

26．9

16．4

1S．1

30．0

19．8

3．4

20．3

　3．5

　4．　1

18．4

　8e7

16．0

　7．　7

0．1

12e4

1．2

4e8

10．0

9．2

S．8

2．3

14．2

7．　2

1．8

亀

b

c

d

e

The　values　are　the　averages　for　24一，　48一　and

72－hr　hydrgl￥ses　in　6　S！　HCI　at　110　Oc　in　the

presence　of　4％（v／v）　thi’oglyeolic　aeid　．

9alcu一lations　were　based　on　molecular　weights

for　th．e　hgloenzyme，　subunit　a，　subunit　Va
and　subunit　7　of　220，000，　67，000，　16，806

and　8，600，　respectively．

Free　amino　acid　and　corresponding　amide．

Obtained　by　extrapo　lation　to　zero　time　of

hydrolysis．
H－〟盾唐堰@Halfecystine　determined　as　cysteic

acid　in　　　　　　　　a　24一・hr　hydrolysate　after　performic

acid　oxidation．

Value　for　72－hr　hydro　lysate．
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Table　4－9． N－Terminal　Amino　Acid　Sequence　of

Sub岨its・f　Arid　Urease　fr・m迦・F・

14S11

The　sequence　analysis　was　performed　by　the

Edman　degradati。n　meth。d．エhe　am。unt。f　subunit

a，　x3　and　7　was　1，700　pmol，　1，800　pmol　and

1，400　pmols　respdctively．

PTH－amino　acid　detected　（pmol）

Cycle Subunit

　　a

Subunit

　　B

Subunit

　　7

Ser（　476）

Phe（1，406）

Asp（1，206＞

Met（1，156）

Met（1，378）

Val（　880）

Pro（　732）

Gly（1，IS2）

Met（1，130）

Arg（　9S4）

Leu（i，220）

Thr（　330）
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　　第4節要旨
　　酸性域で安定性の高いL．　fe　rmentun　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118

由来の酵素を電気泳動的に単一になるまで精製して，その諸性質を明らかにした。

　　L．fementum　IFO　14511，：L．　reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118由来の精製酵素の分子

量はそれぞれ220，　OOO，220，000，200，000であった。いずれの精製酵素も分子量の異な

る3サブユニットから構成されており，サブユニット分子量は，α；66，000～68，000，

β：15・　OOO　”一　16・800・γ；8・600～8，800の範囲に分布していた。いずれの酵素もサブユ

ニットの構成比は（α、β2ri），と推定された。

　　L・fermentum　IFO　14511・L・reute・ri　RT－5，　S．　mitior　P（ト118由来の精製酵素の等電

点は，それぞれ，4．8，4．7，4．6であった。

　　いずれの酵素も　（α、β、r、）ユニットあたり2モルのニッケルを含有していた。

　　3精製酵素のアミノ酸組成は互いに近似しており，チロシン，メチオニンの含量が中

性ウレアーゼより高いことが特徴的であった。

　　L・fementum　IFO　14511由来の酵素の3サブユニットを逆相クロマトグラフィーに

より分取した。βサブユニットのシステイン（もしくはシスチン）の含量は低かった。

rサブユニットのメチオニン含量は高く・ヒスチジンとチロシンの含量は低いことが特

徴的であった。α・β・γサブユニットのN末端アミノ酸配列は，それぞれSe　r－Phe－

Asp－Me　t一，　Me　t－Va1－P・ro－Gly一，　Me　t－Arg－Leu－Thr・一であった。

　　3精製酵素の基質特異性は同じ特徴を示し，尿素とヒドロキシ尿素を基質とした。

　L．fermentum　IFO　14511，　L．　reute・ri　RT－5，　S』itior　PG－118由来の精製酵素の至適反

応pHは・それぞれ・2・2・4・5であり，至適反応温度はいずれも65℃であった。こ

れら3精製酵素を・種々のpHの緩衝液中で37℃で30分間保温したところ，いずれ

の酵素活性もpH3～9の範囲で安定であった。一方，　pH4の緩衝液中で種々温度で

30分間保温したところ・L・fe　rmen　tum　IFO　14511，　L．　reute　ri　RT－5由来の精製酵素活性

は50℃まで・S』itior　PG－118由来の精製酵素活性は40℃まで安定であった。

　　いずれの3精製酵素活性もHg　z“・㎏＋・Cu　2＋・パラク旦E汗雫香酸，アセトヒドロ

キサム酸により阻害された。　　　　　　　　　　　　　メリクゾ

　　L・　fe　rmentum　IFO　14511・L・reuteri　RT－5・S・mitior　PG－118由来の精製酵素の至適

反応pHにおける璽値は・それぞれ・2・7・2・8，2．0曜であり，翌恥x値はそれぞれ，

440，580，460μmo1／min／㎎proteinであった。
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第1節緒言

　　酸性ウレアーゼを瀕保全剤として実用化するためには，工業的規模で本門を生産

しうる技術の確立仙崎である・そのためには培地繊とその激誘導などの生理的性

質・および培養鮒の影響を把握し・その結果に基づいて最適化することが必要である。

そこで炭素気温素源尿素による講効果鋸塩激の影響，温度，pHなどの培養

条件の影響について調べ，最適培養法を設定することとした。

第2節　実験材料および方法

　　1．試薬

　　ペプトンと酵母エキスは日本製薬（株）から購入した．肉エキスは和光純薬工業（株）から

購入した・カザミノ酸・バ開平ジトン，麦芽エキスはDifc。　Lab。耐。ries，聡A．か

ら購入した。

2．使用菌株

L．fe　rmen　tun　IFO　14511を使用した。

　　3．培養の方法

　　MRS培地｛79）を改変したものを基本培地として用いた。培地組成は3．0％（w／v）

グルコース・0・2％（w／v）酢酸ナトリウム・1．5％（w／v）ペプトン，0．8％（w／v）酵母エキ

ス・1・0％（w／v）肉エキス・0・5％（w／v）塩化ナトリウムおよび0．005％（w／v）硫酸マンガ

ン4～5水和物である。

　　i）試験管培養法

　　保存培徽0・1m1を・試囎（16x15・m）内の1・m1の基本培地に接種して，

37℃で16時間静置培養した・この醜養物・・5m1を試囎内の1・m1の培地に接

種し，32℃で2日間静置培養した。
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　　li）フラスコ培養法冒

　　保存培養液0・1mlを・試験：管内の10　mrの基本培地に接種し，37℃で16時間

静置培養した。この種培養物8m1を，200　mlエルレンマイヤーフラスコ内の160　ml

の培地に接種し，32℃で2日間静置培養した。

　　血）ジャー培養法

　　保存培養液2mlを・300　m1のエルレンマイヤー・フラスコ内の200　mlの基本培地

に接種し・37℃で16時間静置培養した。この種培養物全量を5tジャー・内の4tの

培地に接種し，32℃で2日間静置培養した。

　　iv）タンク培養法

　　保存培養液80mlを・200　tタンク内の80　tの基本培地に接種し，37℃で24

時間静置培養した。この種培養物全量を2，　OOO　tタンク内の1，600　tの培地に接種し，

32℃で2日間静置培養した。

　　以上の方法で培養した液を・遠心分離（12，000xg，15分間，4℃）して集菌し，

0・2逗クエン酸緩衝液で遠心分離（12，000xg，15分間，4℃）することによって2回

洗浄したのち・同緩衝液に懸濁し酵素活性を測定するための菌体懸濁液とした。特に記述

しない場合は，この母体懸濁液を用いて酵素活性を測定した。

4．菌体抽出液の調製

第3章第2節一4の方法で調製した。

　　5．酸性ウレアーゼ活性の測定

　第2章第2隅一6の方法に従って，0．2逗クエン酸緩衝液（pH4）を用いて測定

した。

6．蛋白質の測定

第4章第2節一6の方法で測定した。

　　7．グルコースの測定

　　グルコmスはグルコースオキシダーゼとパーオキシダーゼを組合わせたグルコース測

定用“Glu－cinet”試薬キット（Technicon　Chemicals　Company，　Belgium）で測定した。
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　　8．乾燥菌体重量の測定

　　培養理体を蒸留水で遠心艦（1・，…xg，2・三間，4℃）することによって2

回零したのちに・試験管に移した・真空下で8・℃，　4s　pe間ueしたのち重量を測定

した。

第3節実験結果および考察

　　　1．炭素源および窒素源の影響

　　基本培地からグルコースと肉エキスを除いた培地を使用して洛種の炭素源（3％，

w／v）の菌蛸およ鍛性ウレアーゼ生産1こおよぼす脚を詠た（表5－1）．その繰

フラクトス・マンノース・贈・デキストリンおよびグリセリンは蛸を抑制し，グノレ

コ蘭スが生育および酸性ウレアー姓産に最樋した炭素源で直った．そ鵡グルコー一一一

ス添加激を変化させて酸性ウレアーゼ生産に対するグルコースの影響を調べた（図5

－1）・グルコ鱒スが3％（w／v）以下では，グルコ。ス激の増加に伴って灘ウレア一双

生産量は増加した・しかしながら・グルコースが3％（㈲以上になると陪養廠判こ

グルコース消費が停止するとともに酸性ウレアーets産も停止した．本菌はヘテ。撒醗

酵を営むこと力棚らかとなっている（35，・したがって，本現象はグルコースによる直接

的な阻害と考えるよりも・むしろ撒の翻こよる培地pHの低下によるものと考えられ

る。

　　次に・樋の窒素源の蛸および灘ウレアー姓産におよぼす影響を調べた（表

5脚2）・基本培地に含まれる窒素源のmu・厳を変化させて調べた鵜ペプトン，肉エ

キス・酵母エキスの髄激は・それぞれ・・．5，・．・，・．8％（w／v）であった．また，こ

れら以外の鑛源を選択するための培地として，基本馳の窒素源厳を半分にした培地

を用いた・本培地にカザミノ酸・バクトカジトン茂芽エキスを・．7％（w／v）1こなるよう

に添加して酸性ウレアー姓産におよe：irす影響を調べた．基本馳に含まれる窒素源と異

なり・こ描の窒素源は酸性ウレアー姓産を増加させなかった．樋によるウレアーゼ

の生成については・織アンモニウム塩1こよる阻害が報告されている‘・…一・・，．しかしな

がら・本菌の場合読酸アンモニウムを3％（㈲になるように基本培地に渤。しても，

酸性ウレアーゼの生産は阻害されなかった。
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Table　5’1．’ dffect　of　Carbon　Sources　on　Acid

Urease　Productien　and　Cell　Growth　of　L．

1：gt！：！！！slE！！1111！！rmentum　ZFO　14sn　t

’一－t’一一N一一一一一一一一一一一一一一．一．一一一一一．．一一一一．一．．一．一

　　　　Carbon　Acid　cen
　　　　source　urease　growth
　　　（3％｝w／v）　activity　（mg　DWb／ml）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（units／ml）

一一’一一一’一”’”一“一一一一一一一一一一”一’一一一一一‘一一一”“一一一”M”’”一’一一一一一一一一一一一一一一一一一一．一．一一．．一．一ta－n．一．

　　　　Glucose　2．1．　o，g

　　　　Fructose　O．1　O．2

　　　Galactose　1．2　o．6

　　　Maltose　O．6　o．4
　　　Sucrose　O．7　o．s　J

　　　Dextrin　ND　o．1・’

　　　Glycerol　ND　O．1
一一’一’一一一一’一一’”ti一”’一一一一’一一’一一一一一一一一一一一一一一一一一一一．一一一一．一一一一“．．一一一．一一．一

亀と迦IFO　14511　was　cultured

　　　statically　in　160　ml　of　the　basal　medium　in　a

200－ml　Erlenmeyer　flask　at　32　℃　for　2　days．

”　DW，　dry　weight．

c　ND，　not　detected．
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Fig．．　S－1．　Effect　of　Glucose　on　Acid　Urease　Production　by

L．fermentum　IFO　14Sll．

，．L一一．一一．e一．．一一．　fermentum　ZFO　14Sll　was　cultured　statically　in　160　ml　of

the　medium　in　a　200eml　Erlenmeyer　flask　at　32　℃　for　2　days．

○・acid　urease　activity；△・9・uc・se　c・nsumed；ロ，　fina・pH．
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Tabie　5－2．’ dffect　of　Nitrogen　Sources　on　Acid

Urease　Preduction　and　Cell　Growth　of　L．

迦鯉IFO　14511・

Nitrogen

source

Concent一

　　　　ratlon

　　（％）

Acid

urease

　　　　の　　　　　　actlvity

（unitS／m1）

Cell

growth

（mg　DWb

　　／ml）

Peptone　c

Meat　extract　e

Yeast　extract　c

Casamino　aeids

Bacto－casitone

Malt　extract

Ammonium　sulfate

’0

亀　！』迦　IFO　14511　was　cultured

　　statically　in　160　ml　of　the　basal　medium　in　a

200－ml　Erlenmeyer　flask　at　32　Oc　for　2　days．

b　DW，　dry　we　ight．

e　rncluded　in　the　basal　medium．
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　　　2・尿素による酵素生産の誘導効果

　　Lfement剛FO　14511の生育およ鍛性ウレアーゼ蛙におよぼす尿素および尿素

誘導体の影響について調べ嫉5－3に示すよ5　e：，尿素とその講体を基本培地1こ

O・　5％（w／v）添加して培養したところ・尿素のみ力盤ウレアーゼの蛙を約4儲力。さ

v’ts三論導体にはそのような効果は認められなか・te．　9te，尿素を添加しても生育1ま

影響を受けなかった。

　　この尿素による醸産生促猷講作用によるものか判断するたbt）e：，　o．s％（w／v）

尿素添加と同時（培養6時間目）e：・蛋HAn成阻害剤であるク・ラムフエニコール（2。

μ9／m1）を添加し・更に42時間培養して菌㈱出門中の醐舌性を調／・C　te．抽出液蛋白

質重量あたりの灘ウレアーゼ活騰尿素のみの添加1こよって基本培地の約4倍に増

加したにもかかわ蝋縢とク・ラムフエニコールの同時添加では増加は認められなか

。　koこ繊尿素による酵羅生の雌のために1蜥たな蛋白質餓が必要なことを

示唆しており・尿素は講効果を示したものと推定される．鶴尿素の灘ウレアーゼ

蛙に対する至適厳齢5％（w／v）であった呪最適犠ではこの激を用h　te．

　　このような・尿素による講生産はバクテi」ア中性ウレアーゼでも知られて助，

O・　1％（w／v）尿素添加によって一（83）と＿（58⊃由
来の酵素の産生はそれぞft・　4および5儲加したとの報告がある。

　　3．ニッケルとマンガンの相乗効果

　　各勘鋸の灘ウレアー姓産におよぼす影響を，基本培地を用いて調vN　te。表

5口4に示すように・Ni2＋とC・2＋とが酸性ウレアーゼ生産量を増加さ三次Cc，基本

培地に含まれるMn2＋も含bt）’c・　4＆Ptの金属を共に添加したときの効果を調v・〈　te。この結

果Ni2＋とMn2＋が灘ウレアーゼ蛙を・相乗的に増加させることが糊した（図5－

2）・ニッケルの添加により・バクテリアの中性ウレアーゼの蛙量が増加することは報

告されているが（6　0’　8‘’　8S）ウレアー此岸に対するニッケルとマンガンの縣効果は知

られていなv㌔精難性ウレアーゼがニッケルを即していることは親しているので

（第4韓3節鴨5）・ニッケルは醸の構成成分として取り込まれたものと推定され

る・しかしながら・マンガンは酵素中に検出さftt，マンガンの役割については不明であ

る・灘ウレアーゼ生産に対する両鋸の至適添加激齢・・5一。．。。8％（w／v）であっ
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Table　S－3．　rnduction　of　Acid　Urease　from　！t：．一1；gpafermentum　rFO　14Sll

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N
Urea　Ana　logues

by　Urea　and

一一’一’一’一’一一一”’一’一’一一一一一一一’一一一一一一’一一一’“一一’一一’一一一k一一一一一一一一一一一一一一Lr一一一一一

Cu　lture

condition　a

Cu　lture　broth

Acid

urease

　　　　　　　　　の

act：tVlty

（units

　　／m1）

Cell

gro就h

（ng　DWb

　　／ml）

　　　　　　（斐e11。free　extract

Acid　Pr。tein　Speeific

　u「ease　　　（mg／m1）　　act　ivity

　　　　　　　　　　　

　act1Vlty　　　　　　　　　　（unit忌

（units　　　　／ng）
　　　　／m1）

BMc

BM　＋　Thiourea

BM　＋　Methy　lurea

BM　＋　Ethylurea

BM　＋　Urea

BM　＋　cM　d

BM　＋　CM　＋　Uree

BM　（6　hr＞e

2．7

2．4

2．6

2．3

11．6

0．4

0．4

0．5

1．O

L1

1．2

L1

1．O

O．2

0．2

0．3

1．1

0．8

1．0

1．1

3．5

0．2

0．2

0．2

o．s

O．4

0．5

0．5

0．4

0．1

0．　1

0．1

2．2

2．　0

2．0

2．2

8．8

2．0

2．　0

2．0

亀　L．fermentum　I　FO　14511

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．Urea

（。・S％・w／v）and　Ch・。ramphenic。1（2。μ9／m1）

　　　　　1n◎CUlation．

b　DW，　dry　we　ight

。　B1ゴ，　basal　medium．

d　Q1，　ch　loramphenico　1．

G魎IFO　14511聰s　cultured　f◎r　6　hr．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　was　cultured　statically　in　160　ml　of　the　basal　’medium

in　a　200－ml　Erlenmeyer　flask　at　32　’C．　Urea　（O．S％，　w／v），　urea　analogues

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　were　added　after　6　hr　of

エhe　cells　were　cultured　f。r　an。ther　42　hr．
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Table　S－4．’ dffect　of　Metal　rons　on　Acid　Urease

Production　by　！＝．一1：gu1ts｝11！一u！1fermentum　IFO　14511t

　　　　　　　　Metal　　　　　　　　　　　　　　　　　　Relative

　　　　　　　　　　　　　　　　　10n　　　　　　　　　　　　　　　　activity

　　　　　　（o・2哩）　　　　（駕）

　　　　　　　None　　　　　　　　　　　　　　IOO

　　　　　　　Na◇
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　98

　　　　　　　Mg　2◆　　　　　　　　　　　　　103

　　　　　　　K◇
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　97

　　　　　　　Ca　2φ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　97

　　　　　　　Fe　2φ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　95

　　　　　　　Co　2◆
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　140

　　　　　　　Ni2◆
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　170

　　　　　　　Zn　2◇
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　98

　　　　　　　Sr　2や
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　106

　　　　　　　Sn　2◆
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　105

　　　　　　　Ba2◆
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　104

亀と迦IFO　14511　was　cultured

statically　in　160　ml　of　the　basal　medium　in　a

200－ml　Erlenmeyer　flask　at　32　℃　for　2　days，
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Fig．　S－2．　Effect　of　NiSO，　and　MnSO，　on　Acid　Ur6ase

Pr。ducti。n　byと迦IFO　14511．

！＝．一1；guRe1！1一！！fermentum　ZFO　14Sli　was　cultured　statically　in

the　medium　in　a．　200－ml　Erlenmeyer　flask　at　32　ec

ロ・O・OO1％（w／v）MnSO・・4～5　H、0；○，。．002％（w／v）

H，O；　A，　O．ooS％（w／v）　MnSO，．4・vS　H，o．

160　ml　ef

for　2　days．

MnSO，　．　4．v　S
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たので・以下の実験では基本培地に・…5％（w／v）硫酸ニッケル6水和物を添加した．

なおCo　2＋にはMn　2＋との相乗効果は認められなかった。

　　4．炭酸ガスおよび窒素ガスの影響

　　Lfement剛FO　14511の生育および灘ウレアーゼ蛙は，通糊気的条件下で良

好なこと力仔備実験で判明していた・そ託炭酸ガスおよび窒素ガスの四三を，

0・3　volune　per　v・1une　per　minute（vvm）通気すなわち培勲糧の。．3倍の容量の

ガスを1分間に通気することにより調べた・表5－5に示すように，培養液嚇の有無

にかかわらず趨素ガスの通鋤果は認められず，空気の通気は生育を著しく阻害した．

とこ猟炭酸ガスの通気は蛸および灘ウレアー姓産を増加させた．炭酸ガスの

Lactobacillus属菌に対する生育促働果が知られており‘35⊃，本ガスは，　L　fement岨

IFO　14511の生育にも同様に有効であることが判明した。

　　5．培養温度

　　Lfement㎝IFO　14511の生育と灘ウレアーゼ生産におよぼす醸の影響について

詠た・図5－3に示すように・蜻1こ対する至適激は34－42℃であった．一澱

性ウレア哨ゼの生産量は3・一36℃の糊で高く，32℃で最離を示した．そこで生

育を要求される種培養は37℃に，醸生産駿は32℃とした。

　　6．培養pH

　　前述（樟本節輌1）したように本論で1ま，3％（w／v）以上のグルコース棚費さ

れると培養pHが低下するため・グルコース消費が停止する（図5－1）．したカ。“って，培

養pHを適切に謹することによってグノレコース消費量を高め，醸生産量の向上力鮒

できる・そこで・25％（w／v）炭酸ナトiノウム水溶液でpHを4－4．、5に細しつつL．

fement㎝IFO　1451璋駿したところ・グルコースが6％（w／v）まで量肖費＄ti．それ1こ

ともなって酵素生産量も高くなることが判明した（図5－4）。

　　次に・25％（w／v）炭酸ソーダ水溶液で犠中のpHを一定に謹し，生育と酵素生産

におよぼす影響綱べた・図5－5に示すように福山は中性に近いほど良好であったが

酸性ウレア鞠ゼ生産はpH4～4．5に至適値を有していた。

　　pH一州を選定するために洛勘謹剤でpHを4一一・4．・5に謹して駿し，生
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Table　S－S．’Effect　of　CO，　or　N2　Gases　on　Acid

Urease　Production　and　Cell　Growth　of　L．

皇…聖里迎IFO　14511・

Gas Sparging　Agitation

〈vvm　b）　（rpm　c）

Acid

urea＄e

　　　　　　　　　　　act1Vlty

（units／m1）

Cell

growth

（mg　DWe

　　／ml）

None　e

　
5

4．6

4．S

1．0

1．0

2
N O．3

0．3
O
（
Q

　
5

4．5

4．6

1．0

1．0

CO， O．3

0．3 　
5

S．　1

5．2

1．1

1．2

Air O．3

0．3 　
5

O．2

0．　1

O．2

0．　1

t

も

c

d

e

］迦IF。1431has　cultured　inり
of　the　medium　in　a　S－2　jar　fermentor　at　32

℃　for　2　days．

vvm，　vo　lume　per　vo　lume　per　minute．

rpm，　revo　lution　per　minute．

DW，　dry　weight．

The“n。ne”蹴ns　that　gas　was　n。t　sparged．
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Fig．　5。3．　Effect　of工emperatu：re　on　Acid　Urease　P：roductien

and　Cell　Growth　ef　L．fermentum　ZFO　14Sll．
．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N

1．：・一！：g！：ms！E｝uRfermentum　ZFO　14Sll　was　cultured　statiea11y　in　10　ml　of

the　medium　in　a　test　tube　for　2　days．

○・acid　ureasd　activity；●，　cell　gr。耽h．
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Fig．　S－4．　Glucese　Comsumptien　and　Acid　Urease　Production　by

と趣IFO　14511　in　pH　Adjusセing　Culture．

』迦IF・14511　was　cu・セured　iuり。f　the圃edi。m　in

と5．2jar　fe騨セ・r　a七5。　rPm　aセ32・C　f・r．2　days．　pH　was

adjusted　to　between　4　and　4．S　with　2S％（w／v＞　Na，COs　solution．

O，　acid　urease　activity；　A，　glueose　consumed．
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Fig．　S－S．　Effect　of　pH　on　Acid　Urease　Production　and　Cel1

9「。耽h。fと迦IFO　14511．

と迦IFO　1451has　cu・tured　inり。f　the　basa、

medium　with　6％（w／v）　glucose　ip　a　S－2　jar　fermentor　at　SO

rpm　at　32．℃　for　2　days．　pH　was　adjusted　with　2S％（w／v）’

Na2COs　solution．

O．，　acid　ureasg　aetivity；　e，　cell　grok．th．
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育および灘ウレアーゼ生産におよぼす縢を調べた．

　　図5廟6に示すように炭酸ナトリウム・水酸化ナトリウム，アンモニア水翻ま，生

育およ磁性ウレアーゼ蟻増加させ・とりわ1ナ炭酸ナトリウムの効果が著しかった．

　　なお・炭酸ナトリウムでpHを4－v　4．　5　eこ謹しつつ培養し場合は，炭酸ガス通気

の酵素蛙に対する向」動果は認められなカ・つた・炭酸ソーyによる中和反応は，炭酸ガ

スの発生を伴う・この炭酸ガスで流頒の供給がなされているためと推定される．

　　7．典型的な培養条件下における培養経過

　　以止の実嚇果に基づいて・2・…tタンクを用いた髄駿条f牛を設定した．すな

わち・6％（w／v）グルコースを含む基本培地に，・．・・5％（w／v）硫酸ニッケル6水和物お

よび0・5％（w／v）尿素を添加した培地を使用し・25％（w／v）炭酸ナトリウム水溶液で駿

液のpHを4～4・5に謹しながら・32℃で2日間培養するものである．この典型的

な培雛過を図5－7に示す・48　PS間で単位液量あたりの灘ウレアーゼ活性は4。

mits／皿1となり・検討開始時の約20倍の酵素生産が観察された。
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Fig．　S－6．　Effect．　of　pH－Adjusting　Agents　on　Aeid　Urease

Productien　and　Cell　Growth　of　！．．1te！　11！g1｝！iygfermentum　ZFO　14Sll．

迦工F・14511　was　cu・tured　in・り。f　the　basa、

mediu副しh　67e（甘／v）9・uc。se　in　a　5一£jar　fement。r　aセ5。

「p血at　32●C　f。r　2　days・pH　was　adjusted　t。　between　4　and
ひ

4・5”ith　25Wv）s・・uti・n・f（A）Na、C・”（B》Na・H，《C》

NH・OH　and（D）N。ne（pH　was　n。t　adjusしed》1

，0・acid・rease　acしivity；●’
C　ce11　gr。耽h．
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Fig・5－7・Acid　Urea・e　Pr・ducti・n　by　L．fer職岨、F。14511．

1：・．IZgs！ag！E｝II！1fermentum　rFO　14Sll　was　cultured　statically　in　1，600　2

ef　tbe　medium　in　a　2，000－2　fermentor　at　32　’C　for　2　days．

pH　was　adjusted　to　between　4．0　and　4．S　with　25Z（w／v）　Na，Ce，

solution．

○・acid　urease　acセiviセy；●，　ce・・＆r・曲△．9、uc。，e．

第4節要旨

　　Lfement岨IFO　14511による酸性ウレアーゼ生産のためのnV培養鮒の検討を行

い，以下の結果を得た。

　　酸性ウレアロゼ生産に対して髄娠素源はグルコースであり樫素源はペプトン，

肉エキス・酵母エキスであった・膝を添加して蕨を誘導生産させたところ，単位濾

あたり酵素量は4倍にも増加．した・・…5％（w／v）硫酸ニッケル6　7ic」191物と，　。．。。5％

（w／v）硫酸マンガン4－5　7」〈」lll物の添力・鮪効であり，こ描2鋸塩は酵素生産1こ対

して相乗効果を示した・至適生龍度es　34－42℃であり，酵素生産は3・一36℃の範

囲で高く・32℃で最槁かった・そこでr種駿は37℃で酵素生産駿は32℃で

培養した・炭酸ナトリウムを中和剤としてtges　P　Hを4’一　4．　5に制御することにより，酵

素生産量が高くなった。

　　これらの結果をもとに・2・…2醗槽での最適駿鮒を設定して培養を行ったと

ころ・酸性ウレアーゼの活性は40units／mlという高い価に達した。
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　　　　雑

　　　　　　　への応用

第1節緒言

　　前章までに得られた酸性ウレアーゼの二業上の応用例の一つとして，その雛を生

かしたアルコール飲料中の尿素の除去，ひいてはウレタンの生成抑制が期待できる。

　　清酒中の尿素を除去する方法としてy　lt性ウレアーゼの適用‘・》が試みら批力体

酵素は清酒中での失融著しく実用的娠術としてはtwされていない．また別1こ，清酒

中の尿素を減少させる方法として源粕米を処理する方法（・・6），尿素生産能の低v、清酒

酵母を造成する方法‘8　7’　88）が試みられたが1いずれも尿素を初発濃度の1／2～1／3に減

少させるにとどまっているにすぎない。

　　そこで本章では・酸性ウレアーゼを二二保全剤として実用化する目的で，本酵素のア

ルコ働ノ囎中における安定性を明らカ・にし，次いでアルコーノ囎中の尿素の詮去と

ウレタン生成の抑制について調べることとした。

　　さて・清酒の製造工程を考えると・「火入れ」工程で清酒は高温になりウレタン生

成が促進‘8　9）されるものと推定される。したがって「火入れ」前の，もろみ醗酵液上

欄酒・および炭炉過酒に・酸性ウレアーゼを添加することが望ましい。もろみ醗酵工程と

それに続く上橘酒・炭下学酒工程は・通常15℃前後の低温であり⊂・・⊃，酵素の添加実

験も主に本温度で実施した。

　　ところで・清酒を酵素で処理する場合に酵素が清酒中に残存する可能性があるので，

酸性ウレアーゼの変異原性および毒性の有無もあわせて調べることとした。

第2節　実験材料および方法

　　1．試薬

　　ナタ豆由来のウレアーゼはSigma　Chemica1　C・mpany，　U．・S．・A．から購入した．清酒，

老酒・ワイン（白）は市販品を使用した。清酒，老酒，ワインのpH（実測値）は，それ
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それ・4・4・4・3・3・6であった請2酉・老酒・ワインのエタノーノ冶量（実測緬直）は，そ

れぞれ・16・17・12％（w／v）であった・ソディウムパラジメチルアミノベンゼンジアゾス

ルホネ朝ト（DAPA）は東京倣工業（株）から・2・（2一フリル）一3一（5一ニト。一2一フリル）

アクリルアミド（AF－2）は上野製薬（株）か鵬辛した．バクトニ＿トリエントプ。

スはDifco　Laboratories，　U．　S．A．から購入した。

2．酸性ウレアーゼ

第4聯3節で詳述した・L・fermentun　IF・14511由来の精羅素を使用した。

　　3．尿素およびアンモニアの測定

　　アルコ輌ル飲料中の尿素およびアンモニアは，ベーリンガーマンハイム山之内（株）か

ら購入した餌分析用試薬（Fキット・膝／アンモニア）を使用し，グルタミン酸脱水

面素の作用で減少する靴型禰素の吸光度（34・rm）を測定することにより，定量し

た。

　　4．ウレタンの測定

　　アルコール飲料中のウレタンは，Joeらの方法（91）に従ってジクロロメタンで抽出

したのち・シリ々ゲルおよびセライトで犠後淀凹した．ガスク・マトグラフは，uva

製作所（株）製GC－9A型を使用した・カラムは1・％（w／v）エチレングリコールアジペート

（EGA／chr・m・s・rb　WAW（3　mm　x　2　m）（ガスク・工業（株））を使用し，水素炎を用いる

イオン化法（FID）で検出した。

　　5．変異原性試験（エームズテスト）

　　指示菌としてEscherichia　coli　WP2uvrA（トリプトファン要求株）およびSalmone－

11a　typhimurium　TA98（チ・シン要求株）を用い，成書（92》に従って，指示菌の栄簸

求性が復帰した変異コ・ニーを計測することにより，変異原性の撫および鰯を試験し

た・試料として第3韓2節一4に耽て蒸留水で調製し嫡㈱出液を使用し，1プ

レート（20mt分注）あたり625～5000μ9蛋白質となるように試料を添加した。

6．急性毒性試験
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　　4週齢の雄マウスと幽5週齢の雄ラットC：，第3章第2節一4に靴て蒸留水で調

製した菌㈱出液を経・投白蛇の礁を観察L　te．投与凱1a5－1。。　mg蛋

白質／Kgとし・14日間にわたって観察した。

第3節実験結果および考察

　　1L酸性ウレアーゼの清酒中での安定性

　　酸性ウレアーゼおよびナ甲州由来の中性ウレアーゼを，1・・units／tとなるように清

酒に添加し・10℃・3・℃で16晴保温して嚇活性を詠た（表6－1）．　eの繰

清酒中に灘ウレアーゼを3・℃で16礪保温しても，約5・％の活性が維持されて

おり・本醸は灘・かつアルコーノレ存在下で安定性の高い醸であることが判明L　te．

これに対し・ナ一撃由来の帷ウレアーゼ1ま，3・℃，16日間の保温で残存活性は認めら

れず請酒中における中性ウレアーゼの安定性は極めて悪いものであった。

　　2．清酒中の尿素除去におよほす温度の影響

　　種々の温度における尿素分解の轡変化につV・て詠た．3・ppmの尿素を含む清酒

に灘ウレア篇ゼを3　units／tとなるように渤・し，1・一5・℃の各鍍で保温し轡

的にサンプリングして残存する尿素量を濱掟しte．図6－1に示すようにs　40℃までは

温度が高いほど，尿素除去には効果的であった。

Table　6－1．　Stability　of　Enzyrnes　in　Sake

Source　ef

Urease　t Temperature

　（eC　）

Res　idual　activity　（％）

　Zneubation　time　（day）

0　　　　　　　8　16

L．fermentum
rFO　14S　11

Jack　bean

－0

R0

－0

R0

oo「
ム
ー
ム

oo

94

－
凸
6

5

89

2
∩
》

3

t　100　units／2　of　urease　was　added．
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Fig．　6－1．　Effect　of　Temperature　en　Elimination　of

Urea　by　Acid　Urease　in　Sake．

L・fermentumエFO　14511　acid　urease（3　units／2）

was　incubated　in　sake℃。ntaining　30　PPm　urea　at

　　　ロ
various　temperatures．

○・10●C；△・2。●C；ロ，3。℃；●，40・C；▲，5。
●C．
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　　3．清酒中の尿素除去におよぼすpHの影響

　　種々のpHにおける尿素分解の経時変化を調べた。30　ppmの尿素を含む清酒に酸性

ウレア贈ゼを3units／eとなるように添加し，塩酸および水酸化ナトリウムで清酒の

pHを3・9・4・4・4・9となるように調整したのち，15℃で反応させ，経時的にサンプ

リングして残存する尿素量を測定した。図6－2に示すように，本pH範囲内ではpHが

高いほど，尿素除去も速くなった。この事実は，清酒自体のpHの違いによって，速く尿

素除去ができる清酒と，それができない清酒のあることを示唆している。

　　4．清酒中の尿素除去におよぼす酵素量の影響

　　清酒中の尿素除去におよぼす添加酵素量の影響を調べた。30ppmの尿素を含む清酒

に・酸性ウレアーゼを3・10・30mits／tとなるように添加したのち，15℃で反応さ

せ・残存する尿素量を測定した。図6－3に示すように30ppmの尿素を除去するのに3

units／eでは約8日間を要するが，30　mits／tでは4日間で除去できた。尿素の除去

速度は添加酵素量の増加に伴って速くなり，酵素量の増加は清酒処理時間を短縮するため

の有効な方法となることが明白である。

　　ところで前述したように・8日間で尿素を除去しようとするとき3mits／8の酵素

が必要である。これを重量濃度に換算すると，例えば300units／mg　Proteinの酵素蛋白

を添加する場合の清酒中の酵素蛋白質濃度の増加は，僅か10ppbであり，微量の酵素添

加で効果的に尿素を除去することが可能であることを示している。

　　5．尿素除去とウレタンの生成抑制

　　本研究は清酒中に含まれる尿素を除去することによって，発癌性物質として知られる

ウレタンの生成を抑制できるであろうという考えのもとに出発した。そこで本仮説の妥当

性を調べるために，以下の実験を行なった。

　　市販清酒に含まれる尿素の含量は，10～38ppmであることが報告されている（93）。

そこで・酸性ウレアーゼの作用で尿素をほぼ完全に除去した清酒，および30ppmの尿素

を含む通常の清酒の両者を10℃・30℃で3月間保温し，ウレタンの生成の有無につ

いて調べた。表6－2に示すように・30ppmの尿素を含む清酒を30℃で3月間保温す

ると・120ppbのウレタンの生成が認められた。一方，尿素除去後の清酒では，同条件下

でのウレタンの生成は認められなかった。以上のように酸性ウレアーゼを用いて清酒中の
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Fig．　6－2．　Effect　of　pH　en　Eliminatien　of　Urea　bY

Aeid　Urease　in　Salee．

L：・．1：gs！1EE11－lg！fermentum　ZFO　14Sll　acid　urease　（3　units／2　）

was　incubated　in　sake　containing　30　ppm　urea　at

varieus　pH　at　IS　℃．

○，pH　3．9；△，　pH　4．’4；口，　pH　4．9．
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尿素を除去することにより・ウレタンの生成を有効にvaできることが明らかとなった。

　　本研究の開始時に・アルコール飲料中のウレタンの前駆物質として，尿素の他にカル

バミルリン酸・シトルリン等も予想した．しかしながら，尿素を醸分解することにより

ウレタンの生成を抑制できる事実は・少なくとも清酒に関するかぎりウレタンの前駆物質

の大部分は尿素であると考えられる。

　　6．変異原性試験

　　酸性ウレアーゼ（菌体抽出液）の変異原性試験の結果を表6一・3に示す。陽性対照と

したDAPAやAF－2は・指示菌の復帰変異コ・ニー数を著しく増加させており，本実

験が適正に行われたことを示している。酸性ウレアーゼは，いずれの指示菌においても，

陰性対照とした蒸留水と比べて復帰変異コロニー数の増加はなく，変異原性は認められな

かった。

Table　6－2．　Znhibition　of　Urethan　Formation　in　Sake

Urea

（Ppm）

エemperature

　（eC　）

Urethan　（ppb）

o

rncubetion　time　（month）

　　　1　　　　　　　2 3

o．

so

－0

R0

－0

R0

し

恥
恥

恥
m

m
4
0

恥
6
0

恥
m
ro

120

a　Urea　was　eliminated　by　the　action　of　100　units／2　ef　L．fermentum　IFO

　14511　acid　urease．

b　ND，　not　detected．
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工able　6－3．　Ames　Test　for　Acid　Urea＄e

Number　of　revertant　co　lonies／plate

Substan’ce 　　bose

（　u　g／plate） Escherichia　coli

WP2uvrA

Sg1t11！ggmo　｛ngl．　la　typh　imurium

TA98

Distilled

water

100 as 28

Ac　id　urease　a

DAPA　b

AF－2c

as

O．　02

¶
ニ
ー
ム
ー
▲
－
凸

342

298

19

Q4

P7

7co

295

36　rng　protein／ml．

Sodium　E－dimethylaminobenzendiazosulfonate．

2’（2－Fury1）’3一（Senitro－2’fury1）acrylamide．

紀
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　　　7．急性毒性試験　　・

　　　マウスおよびラットに酸性ウレアーゼ（菌体抽出液）を経口投与し，14日間にわた

り観察したが・いずれの用量群にも異常はなく，毒性は認められなかった（表6－4）。

Table　6－4．　Acute　Toxicity　Study　of　Acid　Urease

Species 　bose

（mg／Kg）

Morヒality雛

Mouse

Rat

12．S

as

so

loo

12．S

as

sc

loo

O／2

0／2

0／2

0／2

O／2

0／2

0／2

0／2

t　Number　ef　dead　anirnals／

　　　　　　　　　　　　　　　　Number　of　treated　an　imals．
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第4節要旨

　　Lactobacillus　fementu皿IFO　14511由来の酸性ウレアーゼを用いて，清酒中での尿

素除去に影響する種々の要因について調べた。

　　清酒中で保温すると中性ウレアーゼは不安定であったが，酸性ウレアーゼは安定であ

り30℃で16日間保温後も，約50％の活性が残存していた。

　　尿素の除去に対する至適温度は30～40℃であった。pH4．9以下では，　pHが

高いほど尿素の除去は速かった。酵素量を増加させると尿素の除去速度は速くなり，30

mits／tの酸性ウレアーゼを添加し，15℃で反応させると，4日間で30　PPmの尿素を

完全に除去することができた。

　　酸性ウレアーゼで処理しない清酒を，30℃で3月間保温すると120ppbのウレタ

ンが生成した。これに対し，酸性ウレアーゼで尿素を除去した清酒を，30℃で3月間

保温しても，ウレタンの生成は認められなかった。

　　酸性ウレアーゼ（菌体抽出液）の変異原性および毒性試験の結果ゆいずれも異常は認

められなかった。
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　　アルコール飲料（通常酸性である）には，発癌性物質であるウレタンが含有されてい

る。カナダ政府がアルコール飲料中のウレタン含量に対する規制値を定めたことにより，

ウレタン含量を低減させる方法の開発が重大な関心事となってきた。著者は，ウレタンが

エチルアルコールと尿素から生成すると推定し，ウレタンの蓄積抑制のためには前駆体で

ある尿素の分解が有効であると考え，酸性ウレアーゼを適用して，アルコール飲料中の尿

素の分解技術を確立することを目的に本研究に着手した。

　　まず，酸性ウレアーゼを生産しうる微生物を，広く自然界および保存菌株中に検索し

た結果・動物消化管内容物および糞便からの分離株16，　324株のうちの700株と，保存

細菌菌株118株のうちの3株に本活性を見出した。動物二化管内容物および糞便から得

られた700株の酸性ウレアーゼ生産菌の菌学的諸性質を検討した結果これらの大部分

（98％）は・Stre　tococcus属・Lactobacillus属に属していたほか，　Sta　hylococcus属

Bifidobacteriun属Escherichia属Mor　anella属の4属にも分布してbた。

　　Stre　tococcus属に属するものの大部分は，　S．　mi　ti。rであり，他はS。　saliva　rius，

S．faeciu圃，　S．　faecalis，　S．　aviun，幽であった。Lactobacillus属の大部分

は・L・reuteriもしくはし・fermentumグループ，あるいはL．　animalisもしくはし．　sa－

1iva　riusグループに属し，他はL㎜inis，　L　vi　ridescens，　L．　vaccinoste　rcusおよび

それ以外の1グループ（迦，L．　amylovo　rus，　L．　crispatusもしくはし．

gasseri）に分類された。保存菌株から得られた酸性ウレアーゼ生産菌3株は，いずれも

し．fe　rmentunであった。

　　次に，酸性ウレアーゼ生産菌の大部分が属していたLactobacillus属およびgS！ISpt2’t　’

tococcus属に属する37菌株から菌体抽出液を調製してポリアクリルアミドゲル電気泳

動を行い・活性染色法によって酸性ウレアーゼの移動度を調べた。この結果，酸性ウレア

一匹には・電気泳動的に6タイプの分子種が存在していることが明らかとなった。そこ

で各タイプから代表酵素を1つずつ選び，それらの性質（分子量，等電点，酵素活性お

よび安定性におよぼすpHおよび温度の影響）を調べたところ，いずれの性質にも多様性

があることが明らかとなった。

　分子量はS・salivarius　PG－98由来の酵素の140，000からL．　animalis　W－4由来の

86

sctttt’“ew｛gt，i」“：s

糊灘、購・　　灘綴欄．蓼
　　　、．購鍵羅灘鞍鞍纏聾，剛、、

灘灘　　■



酵素の350・OOOの範囲に分布していた。等電点は，4．6，4．7，4．8の異なる3点に分布

していた。至適反応pHは2～5の範囲に，至適反応温度は55，60，65℃と異なる3

温度に分布していた。これら酵素活性が安定であるpH（37℃，30分間）は3～9の範

囲に・酵素活性が安定である温度（pH4，30分間）は30～60℃の範囲に分布してい

た。酸性領域で最も安定に活性を維持しえた酵素は，L．　fement㎝IFO　14511，　L　reuteri

RT口5・S・mitior　PG－118由来の酵素であった。この性質は，既知の中性ウレアーゼのいず

れにも認められないものである。

　　更に・酸性域で安定性の高いLfermentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．mitior

PG－118由来の酵素を電気泳動的に単一になるまで精製し，その諸性質を明らかにした。

L．fermentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118由来の精製酵素の分子量は

それぞれ220・　OOO・220，000，200，000であった。いずれの精製酵素も分子量の異なる3

サブユニットから構成されており，サブユニット分子量は，α：66，000～68，000，β：

15，000～16，800，r：8，600～8，800の範囲に分布していた。いずれの酵素もサブユニッ

トの構成比は（α、β2ri），と推定された。

　　L．　fe　rmentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118由来の精製酵素の等電

点は，それぞれ，4．8，4．7，4．6であった。

　　いずれの酵素も　（α・β・γ・）ユニットあたり2モルのニッケルを含有していた。

　　3精製酵素のアミノ酸組成は互いに近似しており，チロシン，メチオニンの含量が中

性ウレアーゼより高いことが特徴的であった。

　　L．fermentum　IFO　14511由来の酵素の3サブユニットを逆相クロマトグラフィーに

より分取した。βサブユニットのシステイン（もしくはシスチン）の含量は低かった。

γサブユニットのメチオニン含量は高く，ヒスチジンとチロシンの含量は低いことが特

徴的であった。α，β，γサブユニットのN末端アミノ酸配列は，それぞれSe　r－Phe－

Asp－Met一，　Met－Va1－Pro－Gly一一，　Met－Arg－Leu－Thr一であった。

　　3精製酵素の基質特異性は同じ特徴を示し，尿素とヒドロキシ尿素を基質とした。

　L．　fe　rmentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118由来の精製酵素の至適反

応pHは・それぞれ・2・2・4・5であり，至適反応温度はいずれも65℃であった。こ

れら3精製酵素を・種々のpHの緩衝液中で37℃で30分間保温したところ，いずれ

の酵素活性もpH3～9の範囲で安定であった。一方，　pH4の緩衝液中で種々温度で

30分間保温したところ・L・　fe　rmentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5由来の精製酵素活性
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は50℃まで，S．mitior　PG－118由来の精製酵素活性は40℃まで安定であった。

　いずれの3精製酵素活性もHg2＋，　Ag＋，　Cu2＋，パラク旦旦安息香酸，アセトヒドロキ

サム酸により阻害された。　　　　　メリクリ’

　　Lfermentum　IFO　14511，　L．　reuteri　RT－5，　S．mitior　PG－118由来の精製酵素の至適

反応pHにおける堕値は，それぞれ，2．7，2．8，2．0曜であり，　ym、x値はそれぞれ，

440，580，460μmo1／min／mg　proteinであった。

　　次に，L．　fermentum　IFO　14511による酸性ウレア一町生産のための最適培養条件の検

討を行い，以下の結果を得た。

　　酸性ウレアーゼ生産に対して最適な炭素源はグルコースであり，窒素源はペプトン，

肉エキス，酵母エキスであった。尿素を添加して酵素を誘導生産させたところ，単位液量

あたり酵素量は4倍にも増加した。ρ・OO5％（w／v）硫酸ニッケル6水和物と，　O．　OO5％

（w／v）硫酸マンガン4～5水和物の添加が有効であり，これら2金属塩は酵素生産に対

して相乗効果を示した。至適生育温度は34～42℃であり，酵素生産は30～36℃の範

囲で高く，32℃で最も高かった。そこで種培養は37℃で，酵素生産培養は32℃

で培養した。炭酸ナトリウムを中和剤として培養pHを4～4．5に制御することにより，

酵素生産量が高くなった。これらの結果をもとに，2，000t醗酵槽での最適培養条件を設

定して培養を行ったところ，酸性ウレア一町の活性は40units／m1という高い価に達し

た。

　　次いで，Lactobacillus　fermentum　IFO　14511由来の酸性ウレアーゼを用いて，清酒

中での尿素除去に影響する種々の要因について調べた。

　　清酒中で保温すると中性ウレアーゼは不安定であったが，酸性ウレアーゼは安定であ

り30℃で16日間保温後も，約50％の活性が残存していた。

　　尿素の除去に対する至適温度：は30～40℃であった。pH4．9以下では，　pHが

高いほど尿素の除去は速かった。酵素量を増加させると尿素の除去速度は速くなり，30

units／eの酸性ウレア山外を添加し，15℃で反応させると，4日間で30　PPmの尿素を

完全に除去することができた。

　　酸性ウレアーゼで処理しない清酒を，30℃で3月間保温すると120ppbのウレタ

ンが生成した。これに対し，酸性ウレアーゼで尿素を除去した清酒を，30℃で3月間

保温しても，ウレタンの生成は認められなかった。

　　酸性ウレアーゼ（単体抽出液）の変異原性および毒性試験の結果，いずれも異常は認
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められなかった。

　　著者らが，本研究で開発した酸性ウレアーゼを酒質保全剤として清酒に添加する方法

は，国税庁の認可を経てすでに清酒製造業界において広く実施されて，極めて有効な方法

であることが，工業的規模で実証されている（94）。更にOugh（95》は，本酸性ウレアー

ゼによる尿素除去が，米国産の各種ワインに対しても有効なことを報告している。清酒製

造において，工業的規模でその有効性が認められた酸性ウレアーゼが更に世界中のアル

コール飲料中の発癌物質の生成抑制に貢献できることを期待してやまない。
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