
Bacillus cereus によるトリプシンインヒビター

　　　　およびプロテアーゼの生産とそれら

　　　　　　　　　　の関連性について

大谷元

信州大学農学部　畜産製造学研究室

　著者は先に，トリプシンインヒビター生産菌株のスクリーニングを行ない，園的菌株とし

てBαc”1螂06γ甜sおよびN弼70⑫07αに属する一菌株を分離し，それら菌株の生産する

インヒビターの性質について報告した1）・2）。

　一般に，動値物内のプロァアーゼインヒピターの生理的役割りについては種々の検討がな

されているが3），微生物の生産するプロテアーゼインヒビターの生理的役割りについては，

若干の報告があるのみで4）・5），殆んど不明である。このことは，微生物の生産するインヒビ

ターの多くは，その微生物の三次代謝産物で種特異的ではなく株特異的であること，抗生物

質と同様にその生合成はプラスミッドの舗御を受けていると考えられていることなど6）が原

因しているためと思われる。しかしながら，これらインヒビターの生理的役割りを明らかに

することは，インヒビター生産菌株を合理的にスクリーニングする上で，また，微生物生理

学上において，興味深い点である。そこで本報告では，B．0θ7甜Sの生産するトリプシンイ

ンヒビターは自己の生産するプロテアーゼとどのような関係を有しているかを知る目的で，

且C6γθ粥のトリプシンインヒビター生産パターンと自己のプロテアーゼ生産パターンの

比較およびその生産プロテアーゼの性質について検討した。

実　験　方　法

1．　供試菌株およびその培養法

　供試菌株としては前報Dで分離圃定したB．Cθ7餌Sを用いた。また，その培養に際して

は，表一1に示したM－A培地50m1を含む500m1容振盈フラスコに，ブイヨン寒天斜面培

地での保存菌株一白金耳を接種し，30QCで24時間振盈培養（140r．p．磁）した。次いで，こ

Table　l　Medium　M－A　compositioβused　i録亡ねis　experime且亡．

Peptone
Glucose

NaCl
KH2PO4

MgSO姦7H20
（王nitial　pH：7．　Q）

4．5％

1．5％

0．1％

0．1％

0．05％
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の前培養液1mlを50mlのM－A培地を含む500m1容振回フラスコに接種し，30。　Cで0～168

時闘振壷培養（！40r．　p．　m）した。

2．　菌体外および菌体内粗酵索液の調整法

　上述した各培養液をそれぞれ遠心分離（3000r．　p。　m，20分）し，その上澄液を菌体外糧

酵素液とした。

　一方，上述の遠心分離により得られた菌体を滅菌生理的食塩水で3阿遠沈洗1條後，二三1

9（湿重量）当り，25m1の0．1M塩化ナトリウム溶液に懸濁した。続いて，この懸濁液を

超音波処理（20KC，30分）後，4。　Cで30分放置し，遠心分離（300◎r．　p。　m，20分）して得

られた上澄液を菌体内糧酵素液とした。

3．　プロテアーゼ活性の灘定法

　プ聯テアーぜ活性の測定はAnsoa変法に準じた7＞。すなわち，上述の菌体外または菌体

内粗酵素液0。5認，4％カゼイン溶液0．5m1および緩衝液（pH　3：0．1M：酢酸緩衝液，　pH　7

：0。1Mリン酸緩衝液あるいはpH　9：0，1M炭酸緩衝液）！．5mlを混合して37。　Cで60分反応

した。続いて，5％トリクロル酢酸2．5mlを加えて，その反応を停止し，37。Cで30分，さ

らに室温で30分放置後，東洋口紙No、5Bを用いて口過した。その口液を蒸溜水で2倍希釈

後，フェノール試薬により発色させ，その660n孤における吸光度をプ聯テアーぜ力価とし

た。

　なお，必要に応じ，後述するように反応に先がけて粗酵素液の前処理，各種金属塩や化学

試薬の添加などを行なったり，或いはまた，反応時における各種pHおよび反応温度を変え

ることによって実験を行なった。

4．　トリプシンインヒビターの精製およびプロテアーゼインヒビター活性の測定法

　且0676鰐のトリプシンインヒビターの精製法およびトリプシンインヒビター活性の測定

法は前報1＞に準じた。また，B．067θ粥の生産プロテアーゼに対するトリプシンインヒビタ

ーおよび培養液の作用の検討は，上述の反応系に各種試験液を0．51n1加え，トリプシンイン

ヒビター活性測定時と同様に操作を行なった。

結果および考察

1．　トリプシンインヒビターおよびプロテアーゼ生産パターンの比較

　培養過程に伴うトリプシンインヒビター，菌体外および菌体内プロテアーゼ生産の経時的

i変化を図一1に示した。

　図より，トリプシンインヒビター活性は前報1）で報告したのと同様の生産パターンを示

し，培養8時間で認められ，48時間で最高に達する。さらに培養を続けるとインヒビター活

性は低下し，96時間以降は全く認められなかった。

　一方，プロテアーゼ活性は，まず菌体外では培養8時間頃から20時間頃までは中性（pH　7）

において高い活性が認められ，さらに培養72時間頃から168時間では中性側よりもアルカリ

側（pH　9）で高い活性が認められる。また，菌体内では培養24時聞にアルカリ側で高いプ

ロテアーゼ活性が，さらに培養72時闘頃から168時間においてもアルカリ側で高い活牲が認

められる。なお，菌体外，菌体内ともに酸性側（pH　3）におけるプロテアーゼ活性は認め
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Fig．　1　Changes　of　trypsin　inhibiting　activity，　proteolytic　activitities，

　　　pH　of　the　brotn　and　ce11　yield　during　cultivaion　at　30　C．

られなかった。

　これらの結果より，トリプシンインヒビター活性が最も高い培養過程，すなわち，培養48

時闘においてはプロテアーゼ活性は殆んど検出されなかったことは興昧深い現象である。

2。　生産プロテアーゼの性質

　上述の結果より，培養12時間および培養168時聞においては，それぞれ対数期の後期およ

び自己消化期に位置し，さらに菌体外，菌体内ともに明らかにプロテアーゼ活性が認められ

たことより，培養12時問（以後，培養初期と呼ぶ）および168時間（培養後期と呼ぶ）の菌

体外および菌体内粗酵素液を用いて，生産プロテアーゼの性質について各種検討を行ない，

その結果を一括して表一2に示した。

　（1）至適pH

　菌体外プロテアーゼの至適pHは培養初期のものでは6．5～7に，培養後期のものでは9付

近に認められ，菌体内プロテアーゼは培養初期，後期のものともに至適pHは9～9。5に認め

られた。

　（2＞至適温度

　菌体外プロテアーゼの至適pH値における至適温度は培養初期のものでは40。Cに，培養後

期のものでは50。Cに，また，菌体内プロテアーゼは培養初期，後期のものともに50。Cに認

められた。

　（3）pH安定性

　各酵秦液のpHを2，4，6，7，8，10，12に調整し，4。Cで15時間放置後，その残存

プロテアーゼ活性を測定し，プロテアーゼのpH安定性を検討した。

　表一2に示した通り，菌体外プロテアーゼは培養初期のものではpH　6～8で80％以上の，

また，培養後期のものではpH　8～10で80％以上の活性が残存していた。一方，菌体内プμ
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τable　2　Characters　of　proteases　produced　by　B．　oθプ6κs．

　　1獄tracellular
12hr　　　　　　　　168hr

　　Extrace11U正ar
12hr　　　　　　　　　　　　l68hr

Optimum
　　pH
　　temperature
Stable＊

　　pH
　　temperature
Inhibitory＊＊

　　metal　ion

reagent

　
C

　
O

9
戸
D

6－10
60C

9－9．5

50C

640
60C

Zn2＋，Hg2＋　　　Zn2＋，］日〔92÷

NBS＊＊＊　　　　　NBS

6．5－7

40C

8
C

㎜
∩
V
6
4

M亘2＋，Hg2＋
Fe2＋，Pb2÷

EDTA護・＊＊＊

　
C

9
5
0

8－10
50C

Zn2＋，】i至92＋

　NBS

　＊Stable：More　than　80％of　proteolytic　activity　relnained．

　＊＊Inhibitory：More　than　50％of　proteolytic　activity　was　inhibited．

＊＊＊NBS：翼一Bromosuccinimide
＊＊＊＊EDTA：£thyle蔦ediaminetetraacetic　acid

テアーゼは培養初期，後期のものともにpH　6～10で80％以上の活性が残存していた。

　（4）熱安定性

　各酵素液のpHを7に調整後，30，40，50，60，70，80，90。Cで10分間熱処理を行ない，

その後の残存プ群テアーゼ活性を測定することにより，熱安定性を検討した。

　表一2に示した通り，培養初期の菌体外プロテアーゼは40。C以下では安定であったが，

50。Cにおいては80％以上が失活した。培養後期のものは50QC以下では安定であったが，

60。Cの熱処理において80％以上のプロテアーゼ活i生が失活した。一方，菌体内プロテアー

ゼは培養初期，後期のものともに60。Cの熱処理においても20％以下の失活で，比較的熱処

理に対して安定であった。

　（5）　金属イオンによる阻害

　各種2価の金属塩を反応液に1mM添加し，その時のプロテアーゼ活性を測定することに

より各種金属イオンの影響を検討した。

　その結果は十一2に示した通り，培養初期の菌体外プ戸テァーゼは，MR2＋，　Hg2＋，　Fe2＋，

Pb2÷イオンによって阻害され，その他の酵素はZa2＋，　Hg2材オンによって阻害された。

　⑥　阻害試薬の影響

　一艇こ酵素の阻害試薬として用いられている各種試薬を1血M添加して反応後，それらの

影響を検討した。

　表一2に示した通り，培養初期の菌体外プロテアーゼはエチレンジアミンテトラ酢酸

（EDTA）により強く阻害され，培養後期の菌体外プロテアーゼおよび培養初期，後期の菌

体内プ駆テアーゼはN一プロムコハク酸イミド（NBS）により強く阻害された。

　以上の結果から，B．0θ7％Sの生産プ群テアーゼのうち，培養初期の菌体外プロテアーゼ

は中性に至適pHを有し，　pHや熱に対して比較的不安定であり，かっMn2÷，　Fe2＋，　Pb2÷な

どの2価の金属イオンや金属キレート剤であるEDTAにより阻害される性質を有している。

これは金属酵素の中性プ買テアーゼを主としているためと推定される8）。

　一方，培養初期，後期の菌体内プロテアーゼおよび培養後期の菌体外プμテアーゼは，と
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もにアルカリ側に至適pHを有し，　pHや熱に対して比較的安定であり，かつNBSにより阻

害されることなどから，セリソ酵素のアルカリプロテアーゼを主としているものと推定され

る8）。しかし，培養後期の菌体外プロテアーゼは特異的に萄体外に生産されるのか，解体の

自己消化に伴って菌体外に放出1されるのかは本結果からは明らかでない。

3．　自己の生産プロテアーゼに対するトリプシンインヒビターの影響

　前述した通り，トリプシンインヒビター活性が最も高い培養48時間においては，プロテア

ーゼ活性は殆んど認められないこと（今一1）より，前項で性質を明らかにした培養12時間

および168時間の菌体外および菌体内プロテアーゼが自己の生産したプロテアーゼインヒビ

ターにより阻害されるか否か，また，培養48時間のトリプシンインヒビター生産時の培養口

液あるいは菌体抽出物により阻害されるか否かについて検討を行ない，その結果を表一3に

示した。

Tab亙e　3 Effects　of　a　trypsin　inhibitor，　culture　broth　and　cel互extract　on　the

proteolytic　activity　of　proteases　produced　byβ．　c878κε．

Proteases Contro1
Tryps玉n　inhibitor

　　Added
Culture　broth Cell　extract

12hr
　Intracellalar
　£xtracel玉ular
168hr
　I漁tracellular

　矩）xtracellular

100＊

100

0
0
0
0
1
1

1
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V
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1
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ワ
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O
n
）

1
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∩
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9
向

0
0
1
1＊（％）

　表より，自己の生産した精製トリプシンインヒビターは自己のプロテアーゼに対して殆ん

ど影響を与えないことが認められた。玄た，’培養48時間の培養口液およびその時の菌体抽出

物はともに自己のプロテアーゼ活性を阻害するインヒビターは含んでいないことが認められ

た。

　以上の結果より，本菌株の生産するトリプシンインヒビターは自己の生産する主要プロテ

アーゼである中性金属プロテアーゼやアルカリセリンプμテアーぜを阻害する作用は有して

いない。さらに，本菌株は自己のプロテアーゼ活性を調節するインヒビターは生産していな

いことが明らかになった。また，前回1）において，B。067％sの生産するトリプシンインヒ

ビターは，トリプシンおよびパパィンを強く阻害することを報告したが，このことより，本

菌株はトリプシン様，あるいはパパイソ様プμテアーゼは殆んど生産していないことが確認

された。

　笠井ら5＞は，トリプシンインヒビターである律イペプチン生産菌株S〃θρ’αηyc6∫g7ゴ。θκs

において，ロイペプチソが培養初期に培地中に放｝＝ヒ1され，その後かなり遅れてこの菌株の主

要プロテアーゼであるアミノペプチダーゼやキモトリプシソ様プロテアーゼが生産され，こ

れらプロテアーゼはロイペプチンにより阻害されないこと，さらに，ロイペプチンにより阻

害されるトリプシン様プロテアーゼは極微弱であることを報告している。著者が本実験で用

いたB．6θ7甜Sの生産するトリプシンインヒビターは，その分子量や阻害スペクルトルに

おいて獄イペプチンと類似した性質を有していることを先に報告1）したが，その生産主要プ
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ロテアーゼは自己の生産したトリプシンインヒビター一により阻害されないという点において

も，群イペプチン生産菌株に関する笠井らの結果と一致している5）。

　これらのことから考え，微生物の生産するプ鷺テアーぜインヒビターの役割りは，嶋田ら

が報告したカビの酸性プロテアーゼインヒビター4）や多くの動植物について知られているプ

ロテアーゼインヒビター9）・10）のように，単に酵素活性レベルでの自己のプ戸テアーゼの調

節だけでないものと思われる。しかしながら，本実験で明らかなように，インヒビター活性

が最も高い時期にはプロテアーゼ活性が殆んど検出されないという現象は，インヒビター自

身酵素活性レベルでの直接の調節因子ではなくとも，蛋白代謝と関係した何らかの生’理作用

の存在が示唆され今後微生物起源のプロテアーゼインヒビターの生理的意義を解明する上で

興味深い現象と思われる。加えて，本菌株のようなインヒビターおよびプロテアーゼの生産

パターンを示す菌株では，インヒビター生産菌株をスクリーニングする上で自己の生産プロ

テアーゼを予め失活させておく必要がなく好都合である。しかし，このような現象はインヒ

ビター生産菌株全般に言えるのか本菌株にのみ特有なのかは，さらに幅広い検討を待たねば

ならない。

要 約

　トリプシンインヒビター生産菌株であるBα0〃」粥6θ7θ鰯について，インヒビターとプロ

テアーゼの生産パターンの比較およびその生産プロテアーゼの性質について検討した。得ら

れた結果は次の通り要約される。

1．　トリプシンインヒビター活性は培養8時間頃より培養口液に認められ，48時間で最：高に

達した。

2．　プロテアーゼ活性は，菌体外，菌体内ともに培養8時間より24時間までと，培養72時間

以降において認められた。しかし，インヒビター活性が最も高い値を示した培養48時問では

プロテアーゼ活性は認められなかった。

3．生産プロテアーゼのうち，培養初期（培養12時間）の菌体外プロテアーゼは申性金属プ

ロテアーゼとしての，また，培養後期（培養168時間）の菌体外プロテアーゼはアルカリセ

リンプロテアーゼとしての性質を有していた。また，菌体内プロテアーゼは培養初期，後期

ともにアルカリセリンプロテアーぜとしての性質を有していた。

4．　これらの生産プロテアーゼは自己の生産したトリプシンインヒビターにより阻害を受け

なかった。また，本トリプシンインヒビターの阻害スペクトルから考え，本菌株はトリプシ

ン様あるいはパパイン様プロテアーゼは殆んど生産していないものと思われる。

　本研究を行なうに当り，終始御指導をいただいた同研究室教授鴇田文三良画論，並びに同

助教授細野明義博士に深謝いたします。
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           Production of a trypsin inhibitor and proteases by

                  Bacillus cereus, and their properties.

                             By Hajime OTANI

    Laboratory ef Animal Product Technoiogy, Fac. Agric., Shinshu Univ.

                                Summary

   The author examined production of a trypsin inhibitor and proteases by Bacillus

cereacs, and further characterized the proteases produced. Results ob#ained were

summarized as follows :

   1. Activity of the trypsin inhibitor was detected in the filtrate from the cu-

ltures incubated for 8 to 72 hrs and maximally occured in 48 hrs.

   2. Activities of both intra- and extra-cellular proteases were recognizedin the

cuitures incubatecl for 8 to 24 hrs ancl more than 72 hrs, and not cletected in 48

hrs, when the activity of the inhibitor reached maximum.

   3. The extra-cellular protease prepared from 12 hr's culture principaily consi-

sted of a neutral metal protease, and that prepared from l68 hr's culture consisted

of an alkalline serine protease. The intra-cellular protease producedthroughout the

incubation period principally consisted of an alkalline serlne protease.

   4. The trypsin inhibitor did not inhibit the proteases produced. It seems that

the strain does not produce a trypsin-Iike and a papain-like protease.


