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要 旨:褐色腐朽菌オオウズラタケ (Tyromyces þalustris) の多糖類加水分解酵素の生産を目的

として，液体培養および国型培養によるその生産条件を検討し，以下の結果を得た。液体培養におい

て Cx-セルラーゼやへミセルラーゼの生産性を高めるためには，培地の pH を 2.0 以上11:制御するこ

とが必要であった。介グノレコシダーゼは培養方式に関係なく， また低い pH 条件下でも一定のレベ
ルで産生された。 C，ーセルラーゼは培地の結晶セルロースが分解され， 利用されている国型培養によ

っても，液体培養からと同様，産生されなかった。乙の事実は，オオウズラタケの生菌レベノレの結局

セルロースの分解11:非酵素的因子の関与している可能性を示唆した。

目次

1.緒言....・H・-…….....・ H ・....・ H ・.....…...・ H ・..…….....・ H ・...・ H・-…・……H ・ H ・...・ H ・. 153 

2. 実 験一…-…....・H・-目….....・ H ・....・ H ・....…・・・ H ・ H ・-…....・ H ・...…....・ H ・....・ H ・... 154 

2.1 供 試 菌・・ H ・ H ・........・ H ・ H ・ H ・.....….........・ H ・....・ H ・....…....・ H ・-…….....・ H ・... 154 

2.2 液体培養法…・…....・H ・....….......・ H ・....・ H ・...・ H ・......・ H ・...・ H ・........・ H ・.....・ H ・... 154 

2.3 固 型 培 養 法 ....・ H ・.... ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・…・ 154 

2.4 粗酵素の調製 …・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 154 

2.5 ヘミセJレラーゼ基質の調製……...・H ・.....・ H ・..……...・ H ・.....・ H・-…H ・ H ・....・ H ・.....・ H ・ 155

2.6 酵素活性の測定…..・…・・………・………・…....・H・.....…...・ H ・......・ H ・.....・ H ・.....・ H ・. 155 

2.7 SDS ポリアクワルアミドゲル・スラブ電気泳動……...・H・.....・ H ・..…...・ H ・..…...・ H ・. 155 

2.8 オオウズラタケ粗酵素によるカラマツホロセルロースの加水分解….....・H・..…・・… 155

3. 結果と考察...・H ・-…・・…....・ H ・.....…....・ H ・-……....・ H ・....…・...・ H ・....・ H・-……・… 155

3.1 好気的な液体培養によるセルラーゼ，へミセルラーゼの生産……...・H・.....・ H ・..….. 155 

3.2 国型培養によるセJレラーゼ，ヘミセルラーゼの生産………...・H・..・……-……........ 160 

4. 結言....・H・....・ H ・....…....・ H ・-…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・........・ H ・-…......・ H ・...・ H ・. 162 

謝 辞-…....・ H ・..……・・・…....・ H ・........・ H ・.....…....・ H ・...・ H ・....・ H ・....・・ H ・ H ・.....….. 162 

引用文献...・H・-…H・...………………......・H・-…………・…...・H ・ H ・ H・-…………・・・ 162

Summary.…・…・….. ・・・・・・・・…・・・・・・・ …・・・ ・ ・……... 一・一 …・・・・……・・…・…・・…・・・・……・・……・・ 164 

1.緒言

近年，微生物やその産生する酵素を活用した生化学的プロセスによって，残廃材，モミガラ，パガスな
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どリグノセルロース資源を食飼料，化学工業原料，エネルギ一等へ変換するととに関心がもたれるように

なったl)-1J l。 リグノセルロースの加水分解工程では， 高活性で安価なセルラーゼ， へミセルラーぜなど

の多糖類加水分解酵素が大量に必要である。現在，高活性のセルラーゼが Trjchoderma 属， AS�ergillus 

属， [，ゅex lacteus 等から工業的 11:生産され，実用化lζ近い段階にあるが， より強力で熱的に安定なセル

ラーゼを産生する微生物の探索，改良が積極的に推進されている。天然界で木材を分解する微生物群は木

材腐朽菌と呼ばれ，腐朽のタイプlとより白色腐朽菌，褐色腐朽菌および軟腐朽菌l乙分類される。とれまで

に，白色腐朽菌の産生するセJレラーゼ，へミセルラーゼ成分についてはかなり詳細11:検討されてきたがω

4う褐色腐朽菌や軟腐朽菌に関しての研究はきわめて少ない。

褐色腐朽菌による木材の腐朽にはつぎのような興味深い特徴がある制。

(1) リグニンにおおわれた木材細胞壁中の多糖類成分を選択的に分解し， リクゃニンを腐朽材 11:集積す

る。

(2) 腐朽初期の段階で，木材多糖〈セルロース〉の重合度を急滋に低下させ，腐朽の進行とともに結

晶領域のセルロースも次第に分解する。

本研究では褐色腐朽菌オオウズラタケの産生する多糖類加水分解酵素と培養条件の関係を明らかにし，

褐色腐朽菌のセJレラーゼ，ヘミセルラーゼ生産のための基礎資料を得るととを目的とした。

2. 実験

2.1 供試薗

オオウズラタケ Tyromyces �alustris (BERK. et CURT.) MURR. 林試 0507 を使用した。

2.2 液体培養法

201 の培地を含むジャー・フ 7 ーメンター(丸菱理化社 MS]-U 3O L，総容量 30/) に， 振湿フラスコ

で約一週間増殖させたオオウズラタケを接種し， 6~11 日間， 26~2rC で好気的に培養した。基本的な

培地は水道水 11 あたり，グルコース 20g，ぺプトン IOg，イーストエキス Ig，ブナ KP 5 g, KHsPO, 
1 g, NasHPO, 100 mg, MgSO，・ 7Hsﾜ 500 mg, CaCls 10 mg, FeSO,. 7 Hρ10mg， MnSO，'4Hρ1 

mg, ZnSO，・ 7HsO lmg および CuSO‘・5Hρ2mg から構成されており， 滅菌後lζ初発 pH を 5.0 Iζ 

調整した。オオウズラタケはグルコースを含む培地ではシュウ酸を集積し， pH を極端に低下させるの

で，培獲によっては lN NaOH の滴下により pH の制御を試みた。

2.3 固型培養法

国型培養法については前報紛 11:記述した。

2.4 粗酵素の調製

粗酵素の調製操作は低温室内 (50C) で行った。液体培養では，培養終了後， まずP液と菌体に分別

し，菌体は 51 の 1/10M 酢酸ー酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 5.0) を使用してホモジナイザーで磨砕し，

菌体内酵素を抽出した。国型培養では， 7.51 の 1/10M 酢酸ー酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 3.8) を使用

してプロック状の培地をホモジナイザーで磨砕い培地中 lと生産された酵素を抽出した。液体培養からの

培養炉液と菌体内酵素抽出液， および固型培養からの酵素抽出液をそれぞれ硫酸アンモニウムで 90;;ぢ飽

和にし，一晩放置後， 遠心分離により沈澱部を回収した。沈澱を少量の水lと溶解しウシ勝脱膜中 11:入れ

て，透析外液11:硫酸イオンが検出されなくなるまで，脱イオン水に対して透析を続けた。脱塩された粗酵
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素液の不溶部を遠心分離で除去した後， ホローファイパー(アミコン社， U.S.A.，分画分子量 5， 000)

を用いて濃縮した。濃縮された組酵素液を凍結乾燥し，乾燥粉末として，液体培養からの菌体外粗酵素と

菌体内粗酵素および固型培養からの粗酵素をそれぞれ得た。

2.5 ヘミセルラーゼ基質の調製

キシランはシラカンパ (Betula platyphylla) から， グルコ 7 ンナンはカラマツ (Larix leptolepiめか

らそれぞれ単離した劉溜〉。キシランおよびグルコマンナンは徴酸性の緩衝液lと溶解しないので，以下の方

法lとより 0.5% 基質溶液を調製した。キシランは， 0.5g を 40ml の水lと懸濁させ， 沸騰浴で 15 分間加

熱し，透明な溶液とした後に 0.166M の酢酸一酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 5.0) で全量を 1∞ ml とし

た。グJレコマンナンの場合は， 0.5g を予め 3/10N NaOH (20ml) に溶解させ， 0.125M 酢酸で全量を

100ml とした。

2.6 酵素活性の測定

Cx-セ Jレラーゼ， キジラナーゼ， マンナナーゼおよび βーグルコシダーゼは， カ jレボキシメチルセルロ

ース (CMC，和光純薬，置換度: 0.53) ，キシラン，グルコマンナンおよび Jトニトロフェニルーβ-Dークツレ

コジッド(半井化学〉をそれぞれ基質とし， 0.5%基質 (pH 5.0) 2mllと適当な濃度の酵素液 1/2ml を

加え， 400C で1O~30分間インキュベーションした後，生成した還元糖を Somogyi-N elson 法28) で定量

した。~-セルラーゼ活性は， L 字試験管に炉紙(東洋炉紙 No. 51) 10 mg，粗酵素 10mg， M/ lO 酢酸

一酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 5.0) 10 ml を入れ，モノーの振盤機で 40oC， 24h インキュベートした。

反応後， tp液中の還元糖を Somogyi-Nelson 法で定量した。酵素の活性単位は， 40oC, 30 分間のインキ

ュベーションで 1μ モルの単糖を生成する酵素量を 1 単位と定義した。

2.7 SDS ポリアクリルアミドゲル・スラブ電気泳動

オオウズラタケ粗酵素成分の分子量の分析のため，スラプ電気泳動装置(アト一社， SJ-1060 ・ SDH 型)

により 0.1% のドデシJレ硫酸ナトリウム (SDS) を含む 10% のポリアクリルアミドゲ)1/， トリスーグリ

ジン緩衝液 (pH 8.3) を用いて電気泳動を行った。蛋自の染色IC は 7~ぢ酢酸に溶解した 1% アミドブラ

ック液を使用し， 7% 酢酸で脱色した。

2.8 オオウズラタケ粗酵素によるカラマツホロセルロースの加水分解

酵素加水分解は， L 字試験管にカラマツホロセルロース 200mg， 粗酵素 50mg， Mj10 酢酸一酢酸ナ

トリウム緩衝液 (pH 5.0) 10 ml を入れ，モノーの振盤機で 40oC， 48h インキュベートする乙とにより

行った。反応後， G4 のグラスフィ Jレターで加水分解液と未分解残遣に分別し，カラ 7ツホロセルロース

の重量減から加水分解率を求めた。加水分解液の椋組成分析は前報剖1の方法IC従って分析した。

3. 結果と考察

3.1 好気的な液体培養によるセルラーゼ，ヘミセルラーゼの生産

オオウズラタケのセルラーゼ，ヘミセJレラーゼの生産l乙及ぼす主要な因子として，培養期間，炭素源の

種類と濃度，インデューサー， 培地の pH 条件等が考えられる。そ ζ で， 基本的な液体培養のモデルと

して， 培養日数 :10 日間， 炭素源:グルコース 2%， インデューサー:ブナ KP 0.55ぢ，および培地の

pH 条件として， 初発 pH: 5.0, 最低(制御) pH: 2.0 を設定し， それらの因子を変動させることによ

り， 合計 8 図の培養を試みた。とくに， 培地の pH は最も重要な因子と考えられ， 制御条件を詳細に検
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討した。

合計 8 回の培養の諸条件と得られた菌体外，菌体内粗酵素の収量を Table 1 IC::示した。褐色腐朽菌

は， クツレコースを含む培地ではその代謝物としてシュウ酸を集積するので剖う培地の pH を制御しない

場合〈培養 No.1 と 2) は， pH が1. 4~1. 5 にまで極端に低下した。培養 No. 3~8 では，アルカリを

添加するととにより最低 pH が 2.~2.95 の範囲の所定の値より低下しないようにそれぞれ制御した。

菌体外および菌体内粗酵素の収量から，好気的な液体培養でオオウズラタケは産生した酵素の大半を菌体

外に分泌していることが認められた。粗酵素の収量および培地の炭水化物あたりの粗酵素の収率は， pH 

を制御した培養では制御しなかった場合IC::比べて飛躍的に向上したが，制御の最低 pH の値 (2.~2.95)

の聞ではとくに差違はなかった。

試みた 8 回の培養の中で， 培養経過を示す代表例として培養 No.2， 7 および 8 (Table 1 参照〉の培

地の糖濃度と pH の変化，培養F液中に見出された酵素量の変化をそれぞれ Figs. 1~3 I乙示した。いず

れの培養においても，オオウズラタケはグルコース(またはキジロース〉を短期聞に消費して増殖した。

糖の代謝lとよりシュウ酸が培地に集積され pH は低下したが， pH を制御しなかった培養(Fig. 1) では，

最低 pH は1. 4 にまで低下した。 pH の戻りは，低いグルコース濃度での培養 (Fig. 3) を除いて緩やか

No.of 

culture 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Table 1.種々の液体培養条件下で得られたオオウズラタケの粗酵素の収量

Yield of crude enzyme渇 from various submerged cultures 
of T. palustris. 

Culture Culture medium pH condition Yield of 
crude 

period 
Carbon Inosraglat nic Lowest Final enzyme 

source Inducer pH pH (mg) (days) 

6 2G96 IC 0.r5d9ぢw∞d 1.50町 1.130 EXtra-l Ha 
meal Intraホ'" 344 

11 
2G% lc 

1.40b>
2151Ex…5 

Buna KP Intra 378 

10 2G9ぢ
1c 

2.00 3.25 Extra 12, 307 

Buna KP Intra 396 

10 2G96 
IE 

B0u.n5a 56 holo-
2.00 3.10 Extra 14, 307 

cel1ulose Intra 563 

9 2G96 
lc 

1 
B~ 哨| 2.95 3.05 Extra 14, 410 

Buna KP Intra 1, 382 

9 2G96 
IC 

0.5% 2.30 3.25 Extra 8, 224 

Buna KP Intra 1, 100 

10 2X96 
yl 

a) 2.00 2.90 Extra 24, 350 

Buna KP Intra 1, 722 

8 0.5% 0.75% a) 2.75 4.10 EXtra6159| 
Glc Buna KP Intra 1, 677 

'" 
Extracellular crude enzyme，柿 Intracellular crude enzyme. 

a) CaCI. (6g/20Iiter) and CoCI. (40mg/20Iiter) were added to the basal medium. 
b) The pH of the culture medium was not ∞trolled. 

Yield of 
crude 

puheesr nyedzd cyramar(t%be E o) -

0.4 

0.7 

2.5 

3.0 

3.2 

1.9 

4.6 

3.1 
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Fig. 1.オオウズラタケの液体培養 (No. 2) における酵素の生成と

培地の pH 変化

Enzyme production and pH change of culture medium in 
submerged culture (No. 2) of T. palustris. 

9 8 7 6 5 4 3 

。

pH 

5 

4 

6 

Xylanase 
dh///4h~~~A  

/ 
A 

ロ

勾
，
-
，

A

ぷ

.
8
0
U
コ
一
回
』
ロ
巳
白
石
伺

b
E
u
z
o
o

o 
Uコ
由

。

。1.5
〉、

主ゴ
>
.... 
ι3 
司1.2

2 
〉、
N 

畠 0.9

3 

2 

ローーーーーーーロMannanase 

/ /ー.

".... Glucose /シ/ .-て仁川osidase
." //・r三二二δ一一-~一一一

'....~ /シ/ ~どõ---- - CM.Cellula5e 
、一、//グ

、 A'，〆~

1之ケ i 

0.6 

0.3 

。。

B 6 

Culture period. days 

Fig.2. オオウズラタケの液体培養 (No. 7) における酵素の生成と

培地の pH 変化

Enzyme production and pH change of culture medium in 
submerged culture (No. 7) of T. palustris. 
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Fig. 3. オオウズラタケの液体培養 (No. 8) における酵素の生成と

培地の pH 変化

Eozyme production and pH change of culture medium in 
submerged culture (No. 8) of T. �alustris. 
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Fig.4. オオウズラタケの液体培養から得られた菌体外粗酵素の

比酵素活性

Specific enzyme activity of extracellular crude enzymes 
from submerged culture of T. �alustris 
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であった。 グルコースの代わりにキシロースを炭素源として用いた場合 (Fig. 2) , その取込速度がグJレ

コースより遅く， pH の制御が容易となり，また粗酵素の収量もグルコースの場合より増加した。セルラ

ーゼ， ヘミセルラーゼおよび β グJレコジダーゼは単糖が完全に消費されて初めて炉液中lζ 出現し， それ

らの酵素の相対的な濃度は培養日数が経過しでも出現期からほとんど変化しないととが認められた。した

がって，酵素の誘導，生産にあたって，培養の初期条件がとくに重要であると考えられる。

種々の培養条件で得られた菌体外粗酵素の比活性(粗酵素 1mg あたりの酵素活性〉を Fig.4 Iと示し

た。培地の pH を制御しなかった培養 (No.1 と 2) では， Cxーセルラーゼ，キシラナーゼ，マンナナー

ゼの酵素活性が制御を試みた場合lé 比べて低い値であった。特lとキシラナーゼの活性は著しく抑えられ

た。極端に低い pH 条件の下では， 木材の多糖成分の分解に関与する酵素系の産生が抑制されるか， あ

るいは産生されでもそれらの一部が pH 条件のために失活するものと恩われる。 βーグJレコジダーゼは，

培地の pH 条件に関係なくほぼ一定のレベルにあり， グルコースの代わりにキシロースを炭素源とした

場合 (No. 7) のみ， 50% 程度増加が認められた。トリコデJレマ属の液体培養では，低い pH でセルラー

ゼが安定であるのに対して， βーク勺レコシダーゼは pH 3.0 以下の条件で特異的lé産生の抑制を受けるかま

たは失活すると報告されている2530 オオウズラタケの場合， トリコデルマ属とは対照的lと βーグルコジダ

ーゼは低い pH 条件でも一定のレベルで産生されたが，キシラナーゼが pH 条件に最も鋭敏であり，培地

の pH を制御するととによりその生産性が著しく改善されたo C:!ーセルラーゼについては，すべての菌体外

粗酵素が Cx セ JレラーゼやへミセJレラーゼと比較して極端に低い活性レベソレにあった。培養 No.7 と 8

では，オオウズラタケのセルラーゼ生産IL及ぼすク勺レコース阻害を考慮して，培地の炭素源であるグルコ

ースをキシロース l乙代替するか (No.7) またはク勺レコース濃度を低下させ (No. 8) , さらにトリコデル

マ属のセJレラーゼの生産lé有効であると報告されている塩化コバルトと塩化カルシウム2引を無機塩類とし

て培地lé加えたが，それらの効果は C1ーセルラーゼ， CxーセJレラーゼともに認められなかった。

オオウズラタケの液体培養から得られた各菌体外粗酵素の SDS ポリアクリノレアミドゲル・スラブ電気

泳動の結果を Fig. 5 に示した。分離ゲノレ(図のフレーム〕の上端がマイナス，下端がプラスの電極であ

り，各粗酵素試料は電気泳動lとより濃縮ゲノレで濃縮された後，上方から下方へ移動した。標準蛋白質の移

動位置から， オオウズラタケの菌体外粗酵素は 10 数万から 1 万までの幅広い分子量域で数多くの蛋白か

ら構成されている乙とが認められた。また，各組酵素聞で蛋白ゾーンの濃淡の差はみられるが，構成につ
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Fig.5. 好気的な液体培養からのオオウズラタケ

菌体外粗酵素の SDSーポリアクリルアミド

ゲル電気泳動

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of 

the extracellular crude enzymes from the 

aerat巴d submerged cultures of T. palustris. 
Tracks 1-8 contain the crude enzyme from the culｭ
ture of experimental number corresponding to the 
track number (see Table 1). Arrows 2-5 show the 
migration position of standard proteins; 2 : Bovine 
serumalbumin (67,000) , 3: Ovalbumin (45,000) , 4: 
Myoglobin (17,800). 5: Cytochrome C (12.400). 
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いては類似していた。

3.2 国製培養によるセルラーゼ，ヘミセルラーゼの生産

前報担》で， オオウズラタケによるシラカンパおよびカラマツの腐朽で重量減が 20% を越す段階から，

腐朽材ホロセルロースの結晶化度が低下し始め，腐朽がさらに進んだ段階でセルロースの結晶部分も次第

に分解を受ける乙とを述べた。 しかしながら，オオウズラタケの液体培養で， Cx-セルラーゼやヘミセル

ラーゼは菌体外粗酵素に見出されたが，結晶性セルロースに作用するc，，-セルラーゼは，事実上，産生さ

れなかった。そ乙で，天然界での腐朽条件Ir:近いと考えられる国型培養によってオオウズラタケから C1-

セルラーゼが産生されるのか否か， また固型培養の培養期間を長くすることによってc，，-セルラーゼ成分

が増加するのか否か関心が持たれた。

オオウズラタケの固型培養での，培養函あたりの粗酵素の収量および蒸煮シラカンパ材の組成変化lζ及

ぼす培養期間の影響を Table 2 I乙示した。広葉樹材の水蒸気による蒸煮処理は多糖成分の加水分解酵素

に対する反応性を著しく改善するが町、蒸煮，解繊後，可溶化したヘミセルロースを水で拍出した残溢を

唯一の炭素源とする固型培養によってオオウズラタケはよく増殖し，培養の経過とともに国型培地は菌糸

体に完全に被われたプロックとなり， 9週間の培養で蒸煮シラカンパ材の見掛けの 58% を消費した。

Table 2 の重量減，ホロセルロース含量およびクラーソン・リク。ニン含量については，培養残溢lζ合まれ

ているオオウズラタケ菌糸体の重量を補正しなかった。オオウズラタケの産生する加水分解酵素の等電点

は，いずれも 3.5 付近に偏っているのでJZ)掴ト附，酵素の培地への吸着を最少限に抑えるため，酵素の抽

出には pH 3.8 の緩衝液を使用した。回型培養による粗酵素の収量は，培養期間 38 日で最高となり， セ

ルロースの結晶部分の分解が進行しているとみられる培養期間 49~63 日では，かなり低下した。

オオウズラタケの固型培養から得られた各粗酵素の Cxーセルラーゼ， βークツレコシダーゼ，ヘミセルラー

ゼの比活性を Fig.6 I乙， C1ーセルラーゼ活性を Table 3 K示した。各組酵素をF紙に作用させた場合，

基質:酵素の比率が 1 にもかかわらず炉紙の分解率は非晶部分の選択的分解とみられる 6%前後の低い水

準にとどまり，培養期間を長くしても C1-セルラーゼの産生は認められなかった。 Cx-セJレラーゼ， βーグ

Jレコシダーゼ，ヘミセルラーゼも培養期聞によって変化せず，それぞれ一定の比活性を示したが，液体培

養からの粗酵素と比較して， Cx.ーセルラーゼの比活性は特異的に向上した (Fig. 4 参照)0 Cx-セJレラー

ゼの比率が高くなった理由については， 液体培養でクツレコース濃度を抑えても Cxーセルラーゼの比活性

Table 2. オオウズラタケの国型培養における組酵素の収量および蒸煮シラカンパ

材の組成変化に及ぼす培養期間の影響

E妊ect of culture period on yield of crude enzymes and compositional change 
of steamed shirakamba w∞d in a solid state culture of T. palustri・s.

Culture Yield of 
Wbey ig(d%het ) caloy ss 

Holocellulose Klason lignin 

p(dearyiosd > crude (megn) zyme content content 
(%) (~杉)

。 0.0 73.4 26.7 

13 620.7 25.7 55.6 41.2 

25 795.4 32.3 50.9 44.8 

38 832.9 37.8 46.2 49.3 

49 541. 1 45.8 38.3 56.1 

63 457.7 58.0 28.6 66.8 
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の向上がとくに認められなかったことか

ら培地の炭素源組成で単糖類を含有す

るか否かの因子よりも，むしろ培養方式

の相違によるものと考えられる。

カラマツホロセルロースを基質とし

て，国型培養からの粗酵素によってカラ

7ツの多糖成分(セルロース， キシラ

ン，グJレコマンナン〉がどの程度に加水

分解されるのか検討した結果を Table

4 に示した。加水分解液中のグルコース

の一部はグルコマンナンの分解iζ由来す

るとして計算した却〉。カラマツホロセル

ロースの加水分解率は，液体培養からの

粗酵素と同様， 18~24%であり，各多糖

成分の分解率はセルロースが 1~3%，

キシランが 70~100%， グルコマンナン

が 40~60% であると推定され， ヘミセ

JレラーゼfL関する限りオオウズラタケは

培養方式fL関係なくヘミセルロース成分

を糖化するのに十分な活性単位を産生し

たと考えられる。生菌レベルにおいて，

セルロース，とくに結品部分はへミセル

ロース成分よりも遅れて分解を受けると

とが認められたが，長期間の培養によっ
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Fig.6. オオウズラタケの国型培養から得られた

粗酵素の比酵素活性

Specific enzyme activity of crude enzymes 
from solid state culture of T. ρalustris. 

Table 3. オオウズラタケの固型培養から得ら

れた粗酵素の C1-セ Jレラーゼ活性

C1-Cel1ulase activity of crude enzymes 
from solid state culture of T. palustris. 

Culture period l Hydrolysis rate |Speci五c activity 
I of filter paper I 

(days) I (労Y I (unitsjmg) 

E
U
n
o
n
u
J
q
u
 

2

3

4

6

 

5.7 

6.8 

5. ヲ

5.8 

0.0103 

0.0126 

0.0103 

0.0110 

Table 4. 国型培養からのオオウズラタケの粗酵素によるカラマツホ

ロセルロースの加水分解

Hydrolysis of karamtsu holocellulose with crude enzymes from a 
solid state culture of T. ρalustris. 

Hlyydsirs o- Sugar composition of hydrolyzate 
Estimated decomposition 

Culture rate') 
period rate 

Ara Gal 
(X96yl > Glc Cellulose||3M(%a)rl|| Gluco-

(days) く%) く%) く%) (%) (%) (%Y I -(%) I m(%)an 

25 18.2 38.9 5.3 4.6 25.3 25.9 3.2 71.9 39.8 

38 23.3 14.2 2.2 5.7 26.5 21. 4 2.1 96.5 57.9 

49 23.9 46.0 3.1 6.1 26.4 18.4 1.0 98.6 61. 8 

63 23.9 45.0 3.1 6.4 22.9 22.6 2.5 85.5 60.4 

Lcuiqltuuird e 22.7 46.3 2.7 4.8 20.6 25.7 3.4 73.1 59.1 
No. 3 

a) Based on the assumption that glucomannan is ß-(l→4)ーlinked linear polymer consisting of D-glucose 
and D-mannose residues in a molar ratio of 1 : 3. 
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て得られた粗酵素でもセルロースの分解率の向上は認められなかった。また， 国型培養からの粗酵素の

Cxーセルラーゼ成分の比率は液体培養からの組酵素よりも 2~3 倍高くなったが， セルロースの分解率は

全く改善されず，オオウズラタケの粗酵素に C1-セルラーゼが欠知する ζ とを示唆した。

オオウズラタケの粗酵素の炉紙lζ対する作用やカラマツホロセルロースの酵素分解の結果から，オオウ

ズラタケの産生する加水分解酵素系には~成分が欠如し， 褐色腐朽菌の生菌レベルでの結晶セルロース

の分解には，菌体外の H202/FeS+ 系による酸化作用81)-88) や炭水化物酸化酵素の作用から生成する活性酸

素種または・OH ラジカルによる酸化作用組》など非酵素的因子の関与している可能性が考えられる。

4. 結言

9~14 週間の実験室レベルの腐朽で針葉樹材，広葉樹材ともに， 50% 以上の重量減を起とす褐色腐朽

菌オオウズラタケからセルラーゼ，ヘミセルラーゼを生産するための培養条件を検討した。炭素源として

グルコースやキシロースを含む液体培養では，糖の代謝によりシュウ酸が培地に集積されたので， Cx-セ

JレラーゼやヘミセJレラーゼの生産性の改善のためには培地の pH を少なくとも 2.0 以上lζ制御する ζ とが

必要であった。 β グルコシダーゼは培養方式に関係なく， また極端に低い pH 条件下でも一定のレベル

で産生された。液体培養によって~-セルラーゼが得られなかったので，天然界での腐朽条件に近いと考

えられる固型培養法によって C1ーセルラーゼの生産を試みたが，国型培養からの粗酵素 !Cは Cxーセルラー

ゼ成分の比率の向上が認められたが，液体培養からの粗酵素と同様， C1ーセルラーゼを欠如していた。
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Cultural Conditions for the Produetion of Cellulase and HemieeUulase 

by the Brown Rotting Fungus, Tgromllce. palu8tri. 

Mitsuro ISHIHARA∞ and Kazumasa SHIMlZUω 

Summary 

With reference to the production of polysaccharide degrading enzymes by the brown rotｭ

ting fungus, Tyromyces ρalustris， the conditions of the submerged and solid state fermentations 

were studied. The foIIowing results were obtained : 

1) To produce and maintain high Cx-cellulase and hemicellulase yields in the submerged 

fermentation. the pH of the medium had to be kept above 2.0 by addition of alkali. 

2)βGlucosidase was obtained in a constant lev巴I irrespective of the cuIture method and 

the pH condition of the medium. 

3) Cellulase of the C1-type was not produced by any fermentations, even by a solid state 

fermentation in which the crystaIline cellulose of the medium was obviously utilized, suggesting 
the possible involvement of non-enzymatic factors in the fungal degradation of the crystalline 

cellulose. 
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