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微生物によるグリコシダーゼの生産に関する研究  

（第1報）土壌より分離した一・細菌の生産する  

酵素による飽sαγg〟∽Sp．M7－1菌株多糖の分解＊  

岩原章二郎，田中 正，木口幾夫，斉藤 誠  

STUDIESON MICROBIALPRODUCTION OFGLYCOSIDASES  

Partl．．DegradationofPolysaccharidesof蝕aYiおmsp．M7－1  

bytheEnzymesProducedbyaBacter・iumIsolatedfrOmSoil＊  

ShojiroIwAHARA，TadashiTANAKA，lkuoKIGUCHIandMakotoSAITO   

A bacterium，50b strainisolated from soilby enrichment culturemethod，prOduced the enzyme（s）which  

hydrolyzedpolysaccharidesofhsariumspM7－1aswellasyeastmannan Thereactionproductfromyeast  

mannanand neutralpolysaccharidesof fbsarium spM7－1was mannose alone However，mannOSe and  

mannobiosewereprOducedfromtheacidicpolysaccharidesof旅sarium sp．M7－1bytheenzymicdigestion  

集積培養法により土壌より分離した一細菌（50b菌株）が鞄s（Zわ〝桝SpM7－1菌株の多糖および酵母マンナンを分  

解する酵素を生産することを見出した。酵母マンナンおよび飽sαわ〝肌SpM7－1菌株の中性多糖からの反応生産物ほ  

Mannoseのみであったが，酸性糖を含有する多糖からの反応生産物はMannoseおよびMarlnObioseであった。  

緒  R  

f奴沼閏〟雛Sp√M7－1菌株がα，β不飽和芳香族アルコール酸化酵素を培養液中に生産することについてはすでに報  

告した（12） 。本酵素の精製力法について検討中に培養液中に存在する多糖成分が本酵素と関連性があることが推定され  

た（3）。本研究は，この多糖成分の化学構造を明らかにするとともにα，β不飽和芳香族アルコ・→ル酸化酵素との関連性  

を明らかにすることを目的として計画したものである。今回は，この多糖を分解する酵素を生産する微生物の検索を  

行い，土壌より分離した一朝菌，50b菌株，がこの多糖を部分的に分解することを見出し，本菌の生産する酵素が多  

糖の構造解明のために応用できる可能性を明らかにしたので報告する。  

実験材料および方法   

1．使用菌株および培養方法 凡sαわ〟椚SpM7－1菌株は前報（3）の方法に従って培養した。多糖分解酵素生産菌，  

50b菌株の培養にほ主に下記の組成の培地を用いた。試験管（18mmX18cm）に培地4mゼを分注し，殺菌後種菌を斜面  

培地より1白金耳接種して試験管振とう機上（210rpm）で28℃において24時間培養したものを同培地100mゼを含む500  

mR容三角フラスコに接種して28℃において回転式振とう培養校上で一・定時間培養した。培地組成はα一Methyl－D  

－mannOpyranOSideO5g，Yeastextractlg，Glycerinlg，CasaminoacidlOg，K2HPO．1g，KC川5g，MgSO4・  

7H2005g，FeSO4・7H2010mg，MnC12・4H205mg，CaC12・2H2020mg，CuSO．・5H201mg，脱イオン水1b，pH610  

ホ本研究の－・部は日本農芸化学会昭和60年慶大会（札幌，昭和60年7月）および昭和61年慶大会（京都，昭和61年4  

月）において発表した。   
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である。   

2． 基質の調製方法 ぬs（Zγま〟椚SpM7－1菌株を前報（き）の方法に従って培養し，ろ過して培養ろ液と菌体とに分  

離した。培養液ほ前報（3）の方法に従って濃縮，透析後SephadexG－50によりゲルろ過を行い多糖成分を含む分画を得  

て多糖分解菌の検索のために使用した。また，洗浄菌体500gに対して1％Na2CO8溶液500mゼを加え120℃，30分加熱  

抽出し，不溶都を熱水で洗浄後Ethanol，AcetoneおよびEtherで順次洗浄して多糖分解菌の集横培養用炭素源とし  

て使用した。酵素反応の生産物の分析などは以下に述べる部分精製多糖を用いて行った。M7－1菌株の培養ろ液30ゼ  

を約200m8に濃縮し不溶物を遠心分離により除去し流水中で2日間透析した。透析液を・約150m射こ濃縮しこれに01M  

phosphatebu庁er，pH80150mBを加え100℃，15分間加熱してタン′（ク質を変性させたのち，Pronaseをタン／1ク質の  

1／50畳を加え37℃で120時間消化を行った。Pronase消化液を約100meに濃縮し，pH48に調整して99％Ethano1900  

mRを徐々に添加した。遠心分離により沈でんを集めて90％Ethanolで洗浄後，少羞の脱イオソ水に溶解し脱イオン水  

に対して3日間透析ののち約100mgに濃縮した。濃縮液をDEAE－Toyopear1650Mによるイオン交換クロマtグラ  

フイ1－を行い非吸着部（FTI）と吸着部（FrII）に分画した。さらに，それぞれをToyopearlHW65，同75などにより  

分画しそれぞれの高分子区分を集めて濃縮し実験に供した。   

－・方，M7－1菌株の菌体から多糖を抽出し部分精製して実験に供した。M7－1菌株の生菌体500gに対して4％  

NaOH600mゼを加え120℃で30分間加熱し，酢酸で中和後遠心分離により菌体を除去した。上澄液を約200mゼに濃縮し  

流水中で3日間透析後約50mBに濃縮し，不溶物を遠心分離により除去した。上澄液に99％Ethan01400mDを加え沈で  

んを遠心分離により集め50mゼの脱イオン水に溶解して2日間透析した。つぎに，培養液の場合と同様にPrOnaSeによ  

る消化を行った。Pronase消化液に99％Ethanolを最終膿度が90％になるように加えて遠心分離により沈でんを集め  

少量の脱イオツ水に溶解した。この溶液を脱イオン水に対Lて透析した。透析液をDEAE－Toyopear1650Mによるイ  

オン交換クロマトグラフィ1－を行い微量の非吸着成分を除去し，吸着成分を食塩を用いて懐斜溶出法により溶出した。  

多糖区分を集めで濃縮した。濃縮液をToyopearlHW75によるゲルろ過を行い高分子区分を集めて濃縮した。この  

分をFrIIIとして実験に供した。FTⅠはMannoseを主成分とし微量のGalactoseおよびGlucoseを含む中性多糖  

であり，FrIIほ中性糖約60％，酸性糖約40％を含む酸性多糖で中性糖としてMannose，GalactoseおよびGlucoseを  

含みその比は631であった。FrIIIも中性糖約60％，酸性糖40％から成る酸性多糖で中性糖としてMannose，Ga－  

1actoseおよびGlucoseを含みその比は54：1であった。Fr“ⅠⅠおよびFrIIIはいずれも酸性糖を40％程度含有  

していたが糖組成は明らかでない。これらの多糖の化学構造については現在検討中である。   

3． 集積培養 香川大学農学部周辺の土壌約1gを10mゼの殺菌水にけんだくし，その1滴を下記組成の培地4mゼ  

に接種し28℃で7日間振とう培養した。明らかに菌が生育し培地中の炭素源として使用したFおsαγ査〟∽SpM7－1菌株  

の菌体の溶解が認められたものを選び，その1白金耳を新しい培地に接種し5日間振とう培養した。平板培養法によ  

り菌の分離を行った。その結果細菌鋸菌株およびかび20菌株を得た。培地組成ほ，M7－1菌株の菌体（1％Na2COさで  

の抽出残査）1g，NH4NO，2g，K2HPO41g，MgSO．・7H2005g，脱イオン水1D，pH60である。  

4． 酵素活性の測定 α－Mannosidase活性はbLnitrophenyトα－D－mannOpyranOSideおよび酵母マンナンを基質  

として測定した。P－Nitrophenyトα－D－mannOpyranOSideO．5JLmOle，適当畳の酵素液，phosphatebilffer（pH8“0）100  

JLmOleおよびCaC1210FEmOleを含む全容1mCの反応液を30℃で30分間反応させた。反応後02MNa2CO32mgを加え  

て反応を停止させた。生成した少一Nitrophenolを420nmにおける吸光度により定量した。酵素活性1unitほ1分間に  

1JLmOleのP－Nitrophenolを生成するに必要な酵素畳とした。酵母マンナンを基質とする場合には，酵母マンナン2  

mg，適当畳の酵素液，phosphatebuffer（pH80）150JLmOle，CaCl215／（mOleを含む全容1。5mBの反応液を30℃で1時  

間反応させ生成するMannoseをSomogyi－Nelson法により定量して酵素活性を測定した。酵素活性1unitは1分間  

に1JLmOleのMannoseを生成するに必要な酵素畳とした。なお，酵素活性はP－Nitrophenyl－α－D－mannOpyranO・  

Sideを基質として測定した場合にはα－Mannosidase（PNPMP）で酵母マンナンを用いた場合にはα－Mannosidase  

（mannan）で表した。   

5． 糖の定量 全糖はフェノール硫酸法（4）により，還元糖はSomogyi－Nelson法（5）によりそれぞれMannoseを  

標準物質として定量した。   

6．クロマトグラフィー 糖成分の分析のための薄層クロマトグラフィー（TLC）はメルク社製シリカゲルプレ・－  

ト60F254（5cmXlOcm，025mm厚）を使用して下記の溶媒を用いて室温で上昇法により展開して行った。発色は濃硫  

酸を噴霧し加熱して行った。展開溶媒の組成はJf記の通りである。n－butanoトethanoトwater（6：2：2：，V／V／v），   
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n－butanol－aCetOne－Water（4：5：1，V／v／v），ethylacetate－n－pr「bpanoトwater（10：2：05，V／v／v）。また，Bio－GelP  

－2を用いるゲルろ過による反応生成物の分析も行った。  

実験結果および考察   

1． 多糖分塵酵素生産菌の検索 下記組成の培地4mlを試験管（18m四×1800）に分注し，24時間28℃において振  

とう培養したものを同培地100mゼを含む500mゼ容三角フラスコに接種し28℃で3日間振とう培養した。培地組成ほ  

晶sariumsp M7－1菌株の生菌体30g，PeptonelOg，KH2PO．2g，MgSO4・7H2005g，脱イオツ水1R，pH60で  

ある。培養後遠心分離により菌体を除去し01M Phosphate buffer（pH6．0）に対し24時間4℃において透析した。  

凡sarium sp．M7－1菌株の培養液多糖（SephadexG50によるゲルろ過により調製したもの）を基質として透析液の  

還元糖の生成能を測定した。細菌80株，かび20株について調べた結果，多くの菌株において多糖分解活性は認められ  

なかったが，Tablelに示すように．，2，3の菌株については活性が認められとくに50b菌株が高い分解活性を示した。  

以後の実験は本菌株を用いて行った。本菌株は無べん毛非運性で内生胞子を形成しない短梓菌である。本菌株の菌学  

的諸性質の細詳については現在検討中である。   

2．酵素の生産条件 後述するように，本菌の培養液を多糖に作用させた場合に生成する還元糖の主成分はMan－  

noseであったので分解に関与する酵素はα－Mannosidaseであろうと推定し，クーNitrophenyl－α－D－mannOpyr’anO－  

Sideを基質とサーるα－Mannosidase活性を指標として酵素生産の条件について検討Lた。その結果はTable2および  

Fig．1のとおりで本酵素の生産に．対して蝕aYirumsp M7－1菌株の菌体またはMethyl－α－D－mannOSideが顕著な効  

果を示した。このことほ本酵素が誘導酵素であることを示すものである。誘導物質の存在下でほ酵素の生産は培養20  

時間目頃からはじまり24時間日頃に最高となり以後徐々妃低下する傾向が認められた。   

TablelProductionofpolysaccharide－degradingenzymebytheisolatedbacteria   

Thereactionmixturecontaining200JJgOfthepolysaccharide，100pmoleofphosphatebufferpH6Oand  

O5mlofthedialyzedcultur・e丘ItrateinatotalvolumeoflmlwasirlCubatedfor12hrat30℃lReduciJlg  

SugarlibeTatedwasdeterminedbythemethoddescribedinthetext 

Enzyme activity 
（Reducingsugarliberated，FLg／ml）  

StIain  
tested  

1
 
2
 
4
 
1
 
5
 
5
 
9
 
5
 
5
 
5
 
 

4
 
4
 
6
 
4
 
3
 
3
 
5
 
8
 
5
 
5
 
 

5
 
3
 
4
 
1
 
 

1
 
1
 
3
 
 

6a  

lOc3  

10c4  

18a2  

18b  

20b  

50b  

50c  

53  

44C  

Table2．Effectofinducersontheproductionofα，mannOSidase  

Thebacteriumwasgrownfor30hrat28℃withshaking  

Inducer  α－MannosidP）＊pr’Oduced  

None  

Myceliumof凡saYiumsp．M7－1（30mg／ml）  

α－MethylLD－mannOpyranOSide（500FLg／ml）  

1
 
6
 
0
 
 
 

0
 
4
 
n
O
 
 
 
 
 
 
 
 
 
l
 
 

＊Enzymeactivitywasdeterminedwithi＞－nitrophenylα－mannOpyranOSideassubstrate 
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Fig1Effectofα－methyl－DTmannOpyranOSideontheproductionofα－mannOSidase  
－－－－ ：α－mannOSidaseproducedwithoutadditionofinducer，  

：α一mannOSidaseproducedwithadditionofα－methyトD－mannOpyranOSide，－－・－：Growth  
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Figh2 Timecourseofhydr’Olysisofthepo！ysaccharidesbythecrudeenzymepreparation   

Thereactionmixturecontaining20mgofeachpolysaccharide，Crudeenzymesolution（300munitsasα   

－mannOSidase（mannan）），1耳mOleofCaC12andlOOFEmOleofphosphatebuffer（pH8．0）inatotalvolume   

Of2mlwasincubatedat30℃foraperiodindicated  

叩－●－－：FrI，－○－：FrII，－－○－－：Fr・．ⅠⅠⅠ，－●－：Yeastmannan  
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…鉦卜帖  
Fractionnumber－（10ml／tube）  

Figh3．Gel別trationofther・eaCtionproductsonBio－GelP－2  

ThereactionconditionswerethesameasthoseinFig．2 0nem10feachreactionmixtureinbubatedfor  
24hrwaspouredoveracolumn（26cmx68cm）ofBio－GelfL2equilibratedwithdeionizedwaterand  

elutedwithdeionizedwater・ataflowrateoflmlpermin－ Ten－mlfractionswereco11ected  

（A）：Yeastmannan，（B）：FrⅠ，（C）：FrII，（D）：FrIII   
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Table3h TLCand HPLCofmonosaccharidefractioninthereactionproducts  

RfValueonTLC  Retentiontime（min）  
Mater ial 

Hitachi Hitachi  
3013N＊   GL－C611＊＊  

A  B  C  

Monosaccharide  

fraction from  

F11  

FTⅠI  

FrⅠⅠI  

Yeast mannan  

Mannose  

Galactose  

Glucose  

0
 
0
 
1
 
0
 
0
 
0
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7
 
7
 
7
 
7
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1
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0
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5
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0
 
 

A：n－Butanoトethanol－Water（6：2：2，Ⅴ／v／v）  

B：n－Butanoトacetone－Water（4：5：1，V／v／v）  

C：Ethylacetate－n，prOpanOトwater（10：2：05，V／v／v）  

＊ElutedwithO167Mboratebuffer（pH75）ataflowrateoflmlperminat650C  
＊＊Elutedwithwater ataflowrateoflmlperminat60OC  

Table4Yield ofmannose andmannobiose  

Reaction products 
ULg／mgofsubstrate）  Ratio of  

Mannobiose／MannOSe  Substrate  

Mannose  Mannobiose  

0
 
2
 
7
 
0
 
 

9
 
9
 
6
 
6
 
 

4
 
 
 
 
1
 
6
 
 

Fr I 

FT．ⅠI  

FT・“ⅠⅠI  

Yeast mannan  

一
2
0
 
4
9
一
 
 
 

3．粗酵素液の酵母マンナンおよびぬsαわ〝∽Sp．M7－1菌棟多糖に対する作用 50b菌株の培養液を遠心分離し  

て菌体を除去し，上澄液のpHを60に調整し固形硫安を90％飽和になるように加えた。4℃において24時間放置後遠  

心分離により沈でんを集め01MPhosphatebuffer（pH80，Ca＋＋10‾3Mを含む）に溶解し限外ろ過により濃縮した。  

濃縮液を01M Phosphatebu債er（pH80，Ca＋＋10‾3M）に対して24時間4℃において透析し不溶性物質を遠心分離  

により除去して粗酵素液として以下の実験に供した。   

粗酵素液を酵母マンナンおよびダ加沼力〝∽SpM7－1菌株の多糖（FrⅠ，FTⅠⅠおよびFrⅠⅠⅠ）に作用させたところ，  

Fig2に示すように本酵素標晶ほ酵母マンナンを最もよく分解した。昂撒∽〝桝多糖のうちのFT■Ⅰも酵母マンナンと  

はぼ同様によく分解された。しかし，FrIIおよびFTⅠⅠⅠの分解率はあまり良好では．なかった。つぎに，反応生成物に  

っいてBio－GelP－2によるゲルろ過分析を行った結果，Fig“3に示すように酵母マソナソおよびFrhIからの生成物は  

Monomer区分にのみピークが認められた。－・力，酸性糖を含宥しているFrhIIおよびFrIIIからの生成物はMono・  

mer区分のはかにDimerと推定される成分の生成が認められた。両成分についてTLCおよび高速液体クロマトグラ  

フィVにより分析した。その結果，Table3に示すようにMonomer区分のRf値ほMannoseのそれと一激した。一 

方，Dimer区分については質量分析，NMRなどによる分析結果からMannopyranosylβ1→2mannopyronosideで  

あることが確認されている（AgricBiolChem投稿中）。このようなMannobioseは酵母マンナンやFbtsaYiumsp  

M7－1菌株の中性多糖からは全く生成されず，酸性糖であるFrIIおよびFrⅠIIからのみ生成した（Table4）。このこ  

とはこのような構造単位が凡sαわ〝∽SpM7－1菌株の酸性糖を含む多糖中に特異的に存在していることを示すもので   
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ある。凡sαγまα桝Sp M7－1菌株多糖の分解にどのような酵素が関与しているかは明らかでないが，本酵素標晶が酵母  

マンナンを分解すること，α1→2およびα1→6Mannobioseを分解すること，反応生成物中にほMannoseおよび  

Mannobiose以外の糖が認められないことなどから考えて多糖の分解に関与している酵素はα－Mannosidase（s）であ  

ると考えられる。また，本酵素梗品がβ1→2Mannobioseを生成することほ興味ある現象であり，本酵素標晶は多糖  

中のPl→2Mannobiose構造の定性・定量のための試薬として使用できる可能性がある。本酵素の諸性質の詳細につ  

いては現在検討中である。  
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