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　生物の生命溝動に関与する酵素の触媒作用は物理的環境，或いは化学的作用などにより調

節されていることは周知の通りである。生体内のプロテアーゼインヒビターも或る条件下で

プロテアーゼ活性を特異的に阻害しつつ1生化学反応の1過程に関与している重要な物質で

ある。

　近年，微生物の培養液よリプロテア一議インヒビターを抽出，精製し，これを用いて代謝

調節機構を人為的につくり，醸酵生産物の蓄積1＞，或いは病気の解析，治療2）を行なう試み

がなされ，その有用性が認められている。したがって，多種多様な特異性をもつプロテアー

・ビイソヒビターの単離がi釜まれている。

　著者らは先に，土壌より分離同定したBαご沼鰐66紹鰐に属する菌株が，　トリプシンお

よびパパインを阻害する低分子性インヒビターを生産すること，およびそのインヒビターの

特性などについて報告した3＞。本報告はその後，子嚢菌，担子菌を対象にして，プロテアー

ゼインヒビター生産菌のスクリーニング，属の決定，インヒビターの生産条件，およびその

産生インヒビターの諸性質について検討を行ならた結果である。

実　験　方　法

　菌株の分離と属の決定：

　木材断片より，ポテト・グルコース寒天培地を用いで常法に従い単離後4），各種培養条件

下における形態的特性より属を決定した5）。

　トリプシンインヒビター生産菌株のスクリーニングおよび至適培養法の検討：

　各分離菌株！白金耳をMA培地（グルコース2．0％，ペプトンL5％，酵母エキス0．5％，

KH2Pq　O．1％，　MgSq・7H200．05％，　pH　7、0）10m♂を含む試験管（1．6×16cm）に接

種し，30。Cで7Ei問振盟培養後（120r．　P．1ロ），その培養濾液を用いて，前報3）同様にトリ

プシンインヒビター生産性の有無を検討した。また，至適培養法の検討に際しては，MA培

地100mZを500mZ野営盈フラスコに入れたものに接種し，先づ30。Cで24時間振盈培養した。

続いて，その培養液1mZを用いて，炭素源，窒素源，金属塩，初発pHおよび培養温度を

異にした各種培養条件下で10iヨ間振盈培養し，その間1E晦にトリプシン阻害活性を灘定し

た。その方法は前報に準じた3）。
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　インヒビターの部分精製：

　アセトン，硫酸アンモニウム，エタノールによる分別沈殿法により行なった。なお，その

精製度は本酵素反応系における50％阻害に必要なインヒビターの凍結乾燥重量（1．D50，　mg）

で表示した。

　分子量の推定：

　メンブレンフィルター（アミコン）を用いた限外濾過法により行なった。

　pHおよび熱安定性の検討：

　部分精製インヒビターを所定のpHの緩衝液に1％になるように溶解し，所定の条件で処

理し，その残存活性を測定することによりpHおよび熱安定性の検討を行なった。

　各種プロテアーゼに対する阻害性の検討：

　各種濃度に調整したインヒビター溶液0．5mZ，酵素溶液（ナガービ0．005％：長瀬産業，

α一キモトリプシソ0．005％：ベーリンガー，ペプシン0．1％：メルク，プμナービ0．01％：

科研化学，或いはパパイソ0．5％：メルク）0．5m♂および緩衝液1mZを加え37。Cで10分間

反応した後4％カゼイン溶液0．5mZを加えて，さらに10分間反癒した。続いて，その反応

液に5％トリクロル酢酸2．5mZを加えて反応を停止した。得られた各反応液について，ト

リプシンの場合と同様に阻害活性を算出した。なお，用いた緩衝液としては，ナガーゼの場

合は0．1M炭酸緩衝液pH　9．0，α一キモトリプシンの場合は0．1Mリン酸緩衝液pH：7．6，

ペプシンの場合は0．1M塩酸一塩化カリウム緩衝液pH　1．6，プロナービおよびパパインの場

合は0．1Mリン酸緩衝液pH　7．0である。

結果および考察

　1　インヒビター生産菌株の分離および属の決定

　木材より分離した担子菌（68株），子嚢菌（7株）から目的菌株として1菌株を得た。そ

の菌株の形態的特性より，本菌株はN6班。功。プαに属する菌株であることが認められた。

したがって，本菌株をN6卿05ρoブαsp．と称して以下の実験に供した。

　2　インヒビター一生産のための至適培養法の確立

　インヒビター生産のための至適培養法を決定した結果を表一1に，その条件下において培

養した際の培養時間に伴うインヒビター生産性について調べた結果を図一1に，それぞれ示

した。

Table　l　The　optimum　condition　for　cultivation．

Medium　composition

　　　　　　　　　　Sucrose
　　　　　　　　　　王）eptone

　　　　　　　　　　Yeast　extracts

　　　　　　　　　　KH2PO荏
　　　　　　　　　　MgSO4・7R20
hlitial　pH

Shakl無g（100m1／500職I　Shaking・最ask）

Temperature

Cultivation　day

2．0％

2．0％

1．0％

0．1％

0．1％

5．0

120r。　p．　m

30C
7days
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　すなわち，二一支に示した培地成分のよ

うに，木インヒビター生産用の培地は炭素

源，察三章共に有機体が好ましい。このこ

とは，一般に糸状菌の培地として朋いられ

ている　Czapek，　Helmellberg，　Pfe｛fer，

Raulinらの培地4）においては窒素源とし

て無機の硝酸塩が用いられていることと比

較し，非常に興味深い。

　また，図一1に示した経時的培養過程に

おける測定結果より，本インヒビターは培

養後3日目付近の定常期から生産され，7
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Fig，1　　　　　　　　　　　　the　inhibitor，

　　changes　of　pH　of　the　broth　and

　　Cell　yie1〔l　dUring　CUltiVatiOn　time

　　at　30　C．

日1ヨ付近の磨己死滅期に最高に達することが認められた。このことから，インヒビターはま

ず培養初期において菌体内に蓄積され，自己消化により菌体外に生産されることが推定され

た。したがって，各培養過程の菌体を収集，磨砕後，0。1N－HC1，0．85％NaCl，或いは0．1

Mリン酸緩衝液（pH　7．0）で車馬し，その抽出物のトリプシン阻審活性を測定したカミ阻害活

性は認められなかった。このことから，本インヒビターは菌体外に特異的に生麗されるイン

ヒビターであり，松島らにより報告されているカどの生産する菌体内アルカリプロテアー・ぜ

インヒビターとは本質的に異なった物質と思われる6）。

　3　インヒビターの部分精製およびその諸性質

　1）　部分精製

　表一1に示した棄適培養条件下で本菌株を培養し，その培養液を用いて表一2のように各

種溶媒を用いた分晒法により本インヒビターの部分精製を行なった。その結果，本インヒビ

Tab！e　2　Scheme　of　puri盃cat圭on　of　the　inhibitor．

Culture　broth

　↓ce1ユtrlfuged

Super葺atallt

　　concentrated
　
↓

　　80％Acetone
Prec量P圭tate

　　dissolved　in　distilled　
l　　water，70％saturated（N｝至4＞2SO‘
　↓cent・三f・g・d

Supernata駆t

　　dialysed　against　tapPing騨water

　　concentrated
　　50％　Ethano1
　↓　　centrifuged

Supernatant

　↓　　freeze－dried

Partial　purified　inhibitor

ID50（mg）＊　　Total　dry　weigh毛（g）

9．3

7．8

5。2

3．6

42．5　（2．5　1）

27．0

14．0

2．1

＊王D50：Dry　weight　of　the　i漁hibitor　to　inhlbit　50％of　the　proteolytic　activity　o£tryps撫．
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Fig．2　pH　and　heat　stabi鼓乞三es

　of　the　i捻hib圭tor．

ユOO

ターは，80％アセトン不溶，70％飽和硫酸アンモニ

ウム可溶，50％エタノール可溶などの性質を利用す

ることにより，約2．6倍まで精製された。

　2）分子量

　部分精製物の分子量を限外濾過法により測定した

結果，1～3万と推定された。

　3）pHおよび熱安定性

　各種pHおよび熱に対する安定性を測定した結果

を図一2に示した。図より，本インヒビターは60。C，

！0分の加熱では，酸性から中性溶液では安定である

が，アルカリ溶液では不安定であることが認められ

た。また，pH　7．0で5分閥の煮沸によって50％

の阻害活性が，30分聞の煮沸によって90％以上の阻

害活性が失活することが認められた。これらの結果

より，本インヒビターも既知のプロテアーゼインヒ

ビター同様に，酵素と比較して各種pHおよび熱に

対して安定であることが認められた7）。

　4）各種プロテアーゼに対する阻害性

　　　　　各種プμテアーゼに対する限害性につい
Peρsin

Chymo｛【’yps…n

　80

璽、。　　　　　　・一P
蓼
矯　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Papain
至4。

毒
舌2G

　　　　　　　　　　　　　　Tryps呈n

　　　　　　　　　　　　　　Nagase
　　I．252．55　 10

　　　　　　1論hibitor　（訂】9）

Fig．3　Eff㏄t　of　the　inhib童tor　oR　various

　　　proteases，

て調べた結果を図一3に示した。

　図より，本インヒビターはトリプシンの

他にナガーゼ，パパインおよびプロナーゼ

を阻害し，α一キモトリプシンおよびペプ

シンを阻害しないことが認められた。

　糸状菌の生産するプロテアーゼインヒビ

ターについては，これまで松島らによりカ

ビの酸性プロテアーゼインヒビターとアル

カリプロテアーゼインヒビターが報告され

ている6・7）。　これら両イγヒビターは，パ

パインおよびプPナーゼを阻害せず，著者

らが分離した本インヒビターとは異なった

阻害スペクトルを示している。また，梅沢らは放線菌の培養液より，多くのペプチド性プロ

テアーゼインヒビターを単離しているが，本インヒビターのような幅広い阻害スペクトルを

有するインヒビターは得ていない8～10）。これらのことより，本インヒビターは既知のプμテ

アーゼインヒビターとは明らかに異なった物質であり，加えて特異酵素阻害物質でありなが

らプロテアーゼに対して幅広い阻害スペクトルを有する特性から考え，今後の利用が期待で

きる。
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要 約

　木材断片より分離した子嚢菌，担子菌75株を血忌にトリプシンインヒビター一生産菌株のス

クリーニングを行ない，潔的菌株としてN廊プ。砂。㍑に属する1菌株を得た。本菌株のイ

ンヒビター生産のための至適培養条件，生産インヒビターの部分精製およびその性質につい

て検討を行ない，その結果は次の如く要約される。

　1．　本菌株はシュークμ一ス2．0％，ペプトン2．0％，酵母エキス1。0％，KH2Pq　O。1％，

魅よびMgSO岳・7H200，1％（初発pH5．0）よりなる培地100mZを500mZ容フラスコで30。C，

7日間の振盤培養（120r．　P．　m）において最：もインヒビター生産が高い。

　a　本菌株により生産されたインヒビターは，その培養濾液より，80％アセトン中で沈殿，

70％硫酸アンモェゥム可溶，50％エタノール可溶などの性質を利用することにより，約2，6

倍まで精製された。

　3．　インヒビターの分子量は1～3万で，60。C，10分の掬熱に対して酸性から中性溶液

では安定であるが，アルカリ溶液では不安定であった。また，pH　7．0で5分間の煮沸によ

って50％の阻害活性が，30分間の煮沸によって90％以上の阻害活性が失活した。

4．本インヒどターはさらに，トリプシンの伽こナガーゼ，パパイソ，プμナーービの活性

を阻害し，α一キモトリプシン，ペプシンを隠害しなかった。

　5．以上の結果から，本菌株の生産するプロテアーゼインヒビターは，既知の微生物起源

のものとは異なった幅広い阻害スペクトルを有した新物質と考えられる。

　本研究に際し，終始ご助醤をいただいた当学部助教授，細野明義博士に深謝いたします。

なお，本研究の概要は，昭和51年度灘本農芸化学会大会（京都）において発表した。
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Some Properties of a protease inhibitor produced by Neurospora sp.

           By Hajime OTANI and Fumisaburo TOKITA

  Laboratory of Animal Product Technology, Fac. Agric., Shinshu Univ.

                              Summaary

   For the purpose to obtain fungi which are capable of producing trypsin inki-

bitors, screening test was carried out. A strain, which beiongs to the genus of

ATezarosPora was obtained, and prodttction of the inhibitor by the strain and some

properties of the inhibitor produced were examined. Results obtained were summa-

rized as follows:

   1) The strain produced the inhibitor maximally, when it was cultivated with

shaking in a medium containing 2. 0% sucrose, 2. 0% peptone, 1. 0% yeast extracts,

O. 1% KH2POa and O. 1% MgS04･7H20 (pH 5. 0) at 30 C for 7 days.

   2) The inhibitor was partially purified wlth 80% acetone, 70% saturated

ammonium sulfate and 50% ethanol.

   3) Moiecuiar we!ght of the inhibitor was speculated to be 10000 to 30000.

Tlte inhibitor was stable both in acid and neutral solutions, and unstable in alt

alkaline soiution. Fifty percent of actlvity of the inhibltor was lnactivated by

bolling for 5 minutes in O. 1 M phosphate buffer, pH 7. 0 and more than 90% was

inactivated by boiling for 30 mlnutes.

   4) The inhlbitor inhiblted Nagase, papain and Pronase as well as trypsiR, but

not a-chymotrypsin and pepsin.

   5) The inhibitor obtained iR this experiment was quite different from other

pretease inhib!tors £rom microorganisms in tkeir properties.


