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ア ラ バ ン分解∵酵素に関する研究   

Ⅱ Cわざ≠γグ滋〝研．々J5オ乃β〝研Var．ざgゐ∂ゑZα乃〟∽が生産するアラノヾン分解酵素  

梶  明，穴 吹 昔 夫，滝  博，  

大 山 義 朗，岡 田 武 久  

40  

緒  p   

著者の一人梶は共同研究者とともにAsperIgilliが生産するアラバン分解酵素について実験を進め，その結果を第  

1報（1）および第2報（2）に報告したアラバン分解酵素について研究を始めた目的ほ次の二項員に分けられる，  

（1）植物体においてほ、アラバンはペクチンとともに存在する発酵食品原料にも■アラバンが含まれていることが  

多いA．坤叫如肋・S（けγ都祁 などの麹を使用する発酵食品製造の過程において，原料中の■アラバンは酵素作用に・よっ  

て分解を受けると考えられる．このような発酵食品製造中のアラバン分解の機構についてほ研究が進展していなか  

った一・九 発酵食品中に．アラビノ－・スが検出された報告ほある例えば，しょう油中に．アラピノー・スが検出され  

た（＄4）。また，アラビノ－・スを基質とする発酵機構については広く研究が進み，例えば，乳酸発酵についてはFRED，  

PETERSON，ANDERSON（5）の研究を始め多くの研究成果が発表され，とくにHoRECXER一派（6）の研究成果として，  

ヱα誠如勃加」馴鹿馳ゞのペソヤー・ス発酵のschemaが提出された   

アラバン分解酵素の作用は発酵食品の品質に影響するところが多いと考え，その酵素作用の研究を始めたい  

（2）植物の柔組織や紡錘組織においてほ．ペクチンが重要なる膠着，整形物質となっているが，■アラバンおよびガラ  

クタンがペクチンと共存している著者の一人梶はペクチン分解酵素の研究を進め，とくに，紡錘組織や柔組織の細  

胞間隙において膠着物質となっ■ているペクチン貿の酵素による分解の研究を進めてきた．これらの組織においてほ，  

ペクチンとともに存在するアラバンおよびガラクタンも細胞間隙を充塀する物栗となっているさらに，近年の研究  

に．よれば，膠着物質のペクチンほ．アラバン，ガラクタン，セルロ∴－スなどと何らかの形式によって結合していること  

が示されてきた．従って植物の紡錘組織や乗組織のmacerationの機構を考え．るときにもアラパン分解酵素の作用  

について検討を加える必要がある   

梶ほ斉藤（7）とともに発酵精練に極めて有効なバクチリ■7■として C蝕油層肋町ね如乃β〟沼VaT．．血払紘雛抑咋を分離  

したこのバクテリアが著しくべクチン分解酵素を生産することはすでに発表したとおりである（8）．本報において  

は，このバクテリアが生産する17ラパン分解酵素の作用条件などについて実験した結果を報告し，併せて－Aspergilli  

のアラ／ミソ分解酵素と比較検討した結果を述べる  

実 験 方 法  

Ⅰい 酵素生産に使用した菌の性質と培養方法  

1．使用菌種 使用した菌ほCね抽戒私刑々Jざ£乃g鋸∽Var・．．・S査点滅α乃〝研である。このバクテリアは梶，斉藤が雁皮  

より分離したいその性質は和紙原料の発酵精掛こ関する研究，弟8報（7）に詳しく報告された緻維原料の発酵精練に  

有用な菌種である（7，9）ペクチン賀分解酵素の生産が著しく強く，このバクテリ■7が生産するペクチン質分解酵素の  

なかには，靭皮政経を遊離する作用が強いmaceratingenzymeが存在することを証明し，この酵素はエンド・ポ  

リガラクツPナー・ゼと別個のものであることを報告した（10●14）」このバクテリアは1アラバン分解酵素も生産すること  

がわかったので本実験で酵素生産菌として使用した．   

2．培養方法 培養基としては，雁皮の加圧蒸煮液とSpeakmanの塩を使用した準合成培養基とを使用した．  

（1）Cわ・Sf．．ルー・Sg乃β〟桝Var・ハ・蕗ね戯勿㍑沼は雁皮やトウモロコシの加圧蒸煮液に極めてよく生育する．一方，緒言に  

おいて述べたように，雁皮などの細胞間際物質を分解する酵素の究明がわれわれの研究目的の一つであるので，関係  

する酵素が適応的に生産される（15）場合のことを考えに入れて一般的性質の実験にほ雁皮の加圧蒸煮液を使用したい  

すなわち，雁皮ほ褐色の表皮の部分を完全にナイフで除去しクンニソを除いておいた2－3cmに切った状態で使   
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用した‖栄養素の補給のために大豆粕を併せて使った培養基の配合割合ほつぎのとおりであった・雁皮50g，大豆  

粕5g，水道水1L．加圧蒸煮の条件は1250c，30分とした，種菌はトウモロコシもろみを使用した発酵は370cで  

48時間継続した 

（2）準合成培養基（15）として，ペクチン0．75g，ペプトン加水分解液（原ペプトンとして0．7g），酵素抽出液5ml，  

KH2PO40．05g，K2HPO4＝0．05g，MgSO4＝・7H200．02g，NaClO巾001g，MnSO4＝0。001g，水道水100miを配  

合し，鉄塩は添加しなかった培養条件ほ（1）に述べたとおりである．この培養液中にもアラバン分解酵素が生産され  

ていることを確認したので，酵素の分離用に使用した 

Ⅰ．粗酵素剤の調製法   

前項（1）に記載した雁皮の発酵液2Lを布で炉過した後，液のpHを6‖0に調節し，3，000rpmで20分間遠心沈殿した 

上澄液，1・・5Lを少量づつ3Lのクライゼソニフラスコにとり，窒素気流のもとで300c以下で％容量にまで減圧浪縮し  

た・濃縮液320mlをとり冷却し，これに冷アセトンを添加して50％（Ⅴ／v）に・なるとき，添加を終っ・て，生成する沈殿  

を遠心分離し，デシケー・タ脚中で乾燥し粗酵素剤とした∴濃縮液320mlより得られた乾燥標晶は2．434gであった   

Ⅲ．アラバナーゼ作用力の定量法  

1．アラバソの調製法 第2報（2）に・記したように・テンサイの搾り粕を材料として調製した調製されたアラバン  

風乾体1gを加水分解したときに雀成する還元糖の慮はBial法で定盈した結果，0・699gであった 

2．．アラバナ、－・ゼ作用力の定量法  酵素作用液の配合割合を次のようにした・0、．5％アラバン溶液3ml，  

McIlvaineリソ酸塩緩衝液0・5ml，酵素液1ml・トルオ■－ル2隠上記の粗酵素剤の浪度は作用液中において0．22％  

としたl酵素作用温度は37Ocとし，PHを6・0に・調節し一定時間作用後に生成する糖をWillst邑tter，Schudel法  

の改良法で定盈したL－アラビノ－・スとして表示した 

Ⅳ．．生成楯のベーパークロマトグラフィー   

東洋炉紙No‖51A，2×40cmを使用し，上昇法で，  

はアニリソ・フター・ル酸を使用した 

Ⅴアラバナーゼのカラムクロマトグラフィー   

CM」セルP・－ス（16）（California Cor’p”for  

Biochem．Research，0小67mi11ieqりper gram）  

をpH4．0に緩衝化して酵素を吸着した後溶出した 

cM．、セんロー・スは水に．浸潰した後，pH4．．0の経衝液  

に．浸潰し，液のpHを・0…1〟ク・エソ酸に・よって4．．0に  

調節した．pHが調整された後，McIlvain緩衝液，  

pH4uO，0．005〟∴で充分沈潜しガラス管に・充喫し  

てカラムを形成し，さらに・同じ液で洗淋したい CM－  

セルロ－ス10gを使用したときカラムは1い8×23cm  

であった．．このカラムの上端より部分精製した酵素  

液96mlを添加してアラバナ－ゼを吸着させた・こ  

の酵素液調製の方法を第1区けこ示す 

ブ・タノ－リレ，酢酸，水の比を5：2：3として展開した‖呈色剤   

1000ml，準合成培遊基，370C，48時間発酵   

樹脂100ml，カラムのpH4．0  

蒸溜水200ml   

O・5％アン・モニ■7水100ml，ついで同じ液  
50mlで浮出   

Na2HPO4・KH2PO4，0．005吼pH¢‖0．   
24時間  

pH4．0に調節，96ml  

出
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CM－セルロースへ吸着 セルP・－・ス10g，5ml几r・   

J  

溶  出  

第1図 発酵液よりカラムクロマト  
グラフイ－までの実験方法  

実 験 結 果  

仁酵素作用に対するp且価の影響   

作用液のpHを3い0，4．0，4い6，5．、0，5．6，6．0，6．4，7．0，8．．0に調節して24時間酵素作用を継続した後，生成糖を  

走塁した結果は第2図のとおりであったpH5り6において酵素作用は最高を示した．   
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第3図 温度処理中こよる酵素の不活性化  
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第2図 酵素作用に対するpHの影響  

Ⅱ．酵素の安定性に対する温度の影響   

温酵素剤を1％’濃度に・溶解し，その液1mlづつを試験管にとって30，40，50，60，70，1．000c鱒・20分間保持した  

後急冷した．．これらの酵素液を使って49時間酵素作用を続けたいその結果を第3図に示す…600cに20分間保ったと  

きこの酵素ほ不活性化されたいA・ゞ丸〝fgβグ のアラバナ・－ゼ（粗酵素剤）ほ熱に対して安定であるい バクチリ■7のア  

ラバナーゼとこの点に．おいて－著しい相異がある小  

Ⅲ… カラムクロマトグラフィーによるアラバナーゼの分離   

第1図に示した方法によって部分精製したア  

ラバナ－・ゼの溶液96mlをCM・セルロ－・スのカ  

ラム，1．8×23cm，に凝加した後，次の溶液を  

使用して溶出を行った．なお，カラムに対する  

酵素の吸着ほ棲めで良好であり，通過液中には  

■アラバナ－・ゼはほとんど検出されなかった．溶  

出剤ほ ①0．005〟KH2PO4，pH4几100ml  

②0．05〟KH2PO4，Na2HPO4の混液，pH  

5．0，100ml③0．05〟KH2PO4，Na2HPO4，  

pH6‖0に1〟KClを含む液100mlを使用し，  

傾斜法で溶出したその結果を第4図に示す．  

アラバナー・ゼほ溶出液量15－25mlおよび150－ 

180mlの間に．出現し，この2区分の溶出液を使  

って次項の実験を行なった巾  

Ⅳ．酵素作用による生産物の検出   

上記の2種類の酵素液を使っでアラバンの分  

解を370cにおいて144時間継続した後，反応液  

にアルコ－ルを添加し，生成する沈殿を濾過し  

て，濾液を濃縮してペ・－パ－・ クロマトグラフイ  

・－・に．よって生成糖を検出した．展開は200cに  

おいて3回多望展開を実施した その結果を第  

1表に示す‖ カラムクロマトグラフィー・溶出液  

15－25mlの区分のアラバナ・－ゼは1アラビノ・－・  

ほ0  2nO  50  180  

う百出涌（爪り  

第4図 CM－セルロースを使用した，カラムクロマト  

グラフイ」一による，アラパナ・－・ゼの分離  

カラム，1。8×23cm； 溶出剤，0い005〟，ⅩH2PO◆（pH4‖0）  

100ml；0，05劇「：KH2PO■－Na2HPO▲（pH5．0）100ml；  

0．05〟 ⅩE2PO■・Na2HPO4（pH6い0．1〟ⅩClを含むヽ  

100ml，偵斜溶出。   
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スのみを生成したり このアラバナー・ゼをアラバナーゼⅠと呼ぶことにする．150・－180mlの区分の場合にほアラビノ－ 

スのほかに2種のオリゴアラビノー・スが検出された．このアラバナ・－ゼをアラバナーゼⅠと命名サーる・ 

第ユ．表 バクテリヤの1アラバナー・ゼによる生産物  

tアラバナー‥ゼの種額lァラバト‥ゼIlァラバナー・ゼⅡ  

、クロマトグラフィー・に   
おける溶出区分（ml）  

150－・ユ．80  

生成糖（RF）  0ル71，0巾59，0．53  

備考1．レ■アラビノ－スのRFほ0．．70，D一ガヲクトースのRF  

は0．64  

2小 生成糖の皇色はすべてアラビノ－スと同様の赤褐色．．  H OH   

第5図 アラバンの構造式（HIRST，JoNES）  

考  嚢  

アラバンの構造式と酵素作用による分解型式   

HIRSTおよび．IoNES（1りは1947年にラッカセイよりアラバンを抽出し，その構造式として第5図の式を提案した。  

ついで，両氏はテンサイより抽出したアラバンもラッカセイ，■アラバンと同様な構造を有するものと考えた（18）．   

アラバンは純粋に抽出することは難しく，特に．ガラクタソが混入してくることが多い．アラパンの分子量ほ4970  

または6328という報告があり（19），稀酸に．よって容易に加水分解される，構成するL－アラピノー・ス残基の数は比較  

的少数である∴アラバン中においてほアラピノース残基はすべてα・レアラビノ－ス結合をしていると考えられてい  

る 

前報（2）に報告したように．A・ざク♂′g～JJ〝・ざ戒惣〝が生産するアラバナーゼがテンサイ■アラバンに作用した時には約33％  

の分解率を示すまで直線的に分解が進行し反応初期よりつねにL・1アラビノ－・スが検出された。本報の実験結果に示  

すようにCねばわ鳴動お桝．勉励蛸卿VaI・．扇血麒加傲澗が生産するアラバナ－ゼがアラバソを分解する時ほ還元力生成  

は緩やかであって，粗酵素剤の浪度を1％に高めて96時間作用しても分解率ほ21．9％であった、生産物はL・アラピ  

ノー・スのほかにオリゴアラビノースが検出された．．この結果より考えられることほバクテリアのアラバナーゼぽアラ  

バンの側鎖の1，3・・結合を切断する作用は小さく，主鎖の1，5tグリコシド結合を切るものと考えられる．著者の一人  

梶はCわざfり．ルね加細別Var，虚血臓物物価 のペクチン分解酵素に・ついて研究を行ない，特にこのバクテリアが生産す  

るポリガラクツロナー・ゼはペクチン酸を大きい単位濫．位置匿無差別に（at random）切断し，ペクチン酸の粘度低  

下は棲めて速かであるが，それに比較すると還元力の生成ほ極めて小さいことを見出だした（8・20）い すなわちこの菌  

は・ユキソ・ポリガラクツロナ－ゼの生産は少なくエンド・ポリガラクツロナ－・・ゼを集中的に塵慮するバクテリアであ  

る．．   

本実験結果によれば，CJのJ．．カね娘御〝Var・．∫あぉ肋〝紺移のアラバナーゼは二種類あっでアラバナ－・ゼ皿はアラ  

バンの1，5・グリコシド結合をatI・andomに切断し，L－アラビノ－スの2糖類および3糖類を生産するものと考え  

られる．   

第2報に報告したように・，A・坤．．ガ£gβγのアラバナ・－・ゼほアラバナ・－・ゼⅠの生産が著しく大きいと考えられる。従  

ってClostr・idiaによるアラバナ－ゼの生産とA＄perIgilliによる生産との間に大きい相異が指摘される．．  
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Studies on theenzymes acting on arabans  

皿 Action andsepar・ation ofarabanaseproducedby  

CJoざ≠γオd査－％研．陶は■〝β〝沼VaI．正如戯■α細別明  

Akira KAJI，Yoshio ANABUKI，HiroshiTAXI，Yoshio OYAMA andTakdhisa OKADA  

Summary  It was already reported that Clostyidium．fusineum var．sikokianum wasisolated  

from Ganpitree，and was usefulfor femantative retting of plant fiber・materials．In this repor・t，  

the authors have studied on the arabanases of this bacterIi，a．The opt王mum pH of the enzymic  

action was 5．6，and the enzymes wereinactivated at 600c whenits solution was kept on  

the temperatur・e for・20minutes“The arabanases o董 this bacteria hydrolyzed beet－araban，and  

L＿arabinose and oユigosaccharides were detected from the condensed reaction media by paper 

chromatogr・aphy．The arabanases wer・e Separated by the pr’OCedur・e Of column chromatogr・aphyin  

which CM・Cellulose was used．As shownin Fig．4，arabanaseIwas elutedin effuent volume，15  

to25mland ar’abanase ∬in150 to180ml”When these enzymes 卑Cted on bざet－ar’aban，the  

reaction products were found to be L－arabinosein thecase of ar・abanaseIwhile L・arabinose and  

oligosaccharidesin arabanase2 
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