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緒 言

森林植物 の 主成分 で あ る リ グ、 ニ ン は茶色 の 特性 を持つ芳香族生体 ポ リ マ ー で あ る 。 パ ル プ製造業界
に お い て ， パ ル フ。中 の リ グ、 ニ ン の 除去は必須 の こ と で あ る 。 リ グ ニ ン を化学的に分解す る こ と は難 し

く ， さ ま ざ ま な化学的分解方法が考 え ら れ て い る が環境へ悪影響を及ぼす も の が多い。 こ の よ う な 問
題に対 し て ， 近年 ， 環境へ の 影響を減少 さ せ る こ と を 目 的 と し て リ グ、 ニ ン を 生物学的 に 分解す る こ と

が注 目 さ れ て い る 。 自 然界 に お い て 木材 中 の リ グ ニ ン は様 々 な徴生物 ， 特に ， 担 子菌 Phanerochaete
chrysosporium と Coriolus versicolor ( カ ワ ラ タ ケ 〕 に よ っ て 分解 さ れ る こ と が知 ら れ て お り 1.2) こ れ ら

の 菌株は リ グ、 ニ ン の 生物学的分解に関す る 研究 に は必要不可欠 の も の で あ る 。 こ の 担子菌類 ( 白 色腐
朽菌) に よ る リ グ、 ニ ン の 分解は菌体外へ分泌 さ れ る 酵素 ( ラ ッ カ ー ゼ ， リ グ、 ニ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ ，
マ ン ガ ン ベ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど) に よ っ て 行われ る 。 し か し な が ら ， こ れ ら の酵素は天然 ポ リ マ ー で

あ る リ グ、 ニ ン に対 し て ど の よ う に作用 を及ぼす の か は複雑な反応が多 い た め現時点 に お い て完全には

解明 さ れ て い な い が ， リ グ、 ニ ン 分解に は必須 の 酵素 で あ る 。 3)

本研究 で は ， 過去 の デ ー タ か ら 最 も リ グ、 ニ ン 分解酵素 を 生産 し た担子菌 C.versicolor を 使用 し ， 培
養条件 お よ び各種 フ ェ ノ ー ル系化合物 の 添加 に よ る 誘導的生産 に つ い て 検討 し た 。 具体的 に は ， 振 と
う 培養 と 静置培養 の 比較 ， フ ェ ノ ー ル系化合物を添加す る こ と に よ る ラ ッ カ ー ゼ等 の リ グ、 ニ ン 分解酵
素 の 誘導 ， さ ら に異な る C. versicolor 株へ の 添加剤 に よ る ラ v カ ー ゼ の誘導効果に つ い て 検討 し た 。

2 . 実験材料お よ び方法

2 . 1 使用菌株
本研究 で は ， 担子菌 Coriolus versicolor IFO 4937 (Insititute o f  Fermentation， Osaka， japan) を 使

用 し た 。 ま た ， リ グ ニ ン 分 解 酵 素 の 生 産 能 力 お よ び 誘 導 剤 の 効 果 を 比 較 す る た め に Coriolus
versicolor IFO 8954， 9791 ，  30340， 30388 の 4 種類 の 菌株を使用 し た 。

2 . 2 培養の 方 法

本研究 で使用 し た 液体培地 の 組成 を 以 下 に 示 す 。 グ、 ル コ ー ス ; 1 0g/l ， ポ リ ペ プ ト ン ; 1 0g/l ， 
KH2PO， ; 1 .  5g/l ， MgSO， . 7H20 ; O .  5g/l ， チ ア ミ ン塩酸塩 ; 2 . O mgjl ， CuSOdH20 ;  1 6mg/l ， 培地

は pH をO . l N 塩酸を用 い て 5 . 6に調整 し ， メ リ ク ロ ン用 三角 フ ラ ス コ (100ml) に25ml ずつ加 え た 。 こ

れ ら を 121 'c で15分間 オ ー ト ク レ ー ブす る こ と に よ り 滅菌 し た。 冷却後 ， 約 5 日 前 よ り 培養 し て お い
た ペ ト リ デ ィ ッ シ ュ よ り 菌糸 を採取 し ， 生理食塩水に懸濁 さ せた後 ， ホ モ ジ ナ イ ザ ー を用 い て 細分化

- 125 -



富 山大学工学部紀要第47巻 1 996 

し た懸濁液を 三角 フ ラ ス コ に等量植菌す る こ と に よ り 培養 を 開始 し た。 培養は28 'C に コ ン ト ロ ー ル し
た イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で行 っ た。

2 . 3  乾燥菌体重量

各 サ ン プ リ ン グ時間 ご と の 菌体の増殖量を調べ る た め ， 菌体 の 培地当た り の 乾燥菌体重量を測定 し
た。 具体的に は ， ろ 紙 (Advantec ， ろ 紙 NO. 1 3 1 ) を 用 い て 三角 フ ラ ス コ 内 の 菌体 と 培養液を 分離 し
た。 そ の 後 ， 菌体重量は ， ろ 紙上 の 菌体を蒸留水で 5 "" 6 回洗浄 し ， 80 'C で一晩乾燥 し た あ と 秤量す
る こ と に よ り 調べた。 こ の 重量を培養液 の 体積で割 っ た値を乾燥菌体濃度 と し た。

2 . 4  酵素活性

2 . 4 . 1  ラ ッ 力 一 ゼ 活性41 ラ ッ カ ー ゼ、活性は反応、基質 で あ る シ リ ン グ ア ル ダ、 ジ ン の 酸化速度 よ り

測定 し た 。 測定は527nm に お け る 吸収の増加を 分光光度法を用 い て 行 っ た。 反応は分光光度計 の セ ル

中 で以下 の試料を加 え る こ と に よ り 行 っ た。 セ ル 中 で の 各組成 は以下の通 り で あ る 。 O . l M酢酸緩衝

液 (pH 6.0) 2 . 8ml ， 0 . 1% シ リ ン グ ア ル 夕、、 ジ ン エ タ ノ ー ル溶液O . lml ， 組酵素液O . lml。 ラ ッ カ ー ゼ の
活性 (kat) は反応基質 で あ る シ リ ン グ、 ア ル ダ、 ジ ン を 1 秒間に 1 mol 酸化す る 酵 素 量 と 定義 し た 。 ま
た ， ラ ッ カ ー ゼ活性は シ リ ン グ ア ル ダ ジ ン酸化物 の 分子吸光係数65 ， 000M- 1cm- 1 を使用す る こ と に よ
り 計算 し た。

2 . 4 . 2  リ ゲ ニ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 活性5) リ グ、 ニ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ活t性 は Tien & Kirk 法 に 改
良 を 加 え た方法を用 い て 測定 し た 。 反応はO . lMグ リ シ ン 一 塩酸緩衝液 (pH 3.0) 1 . 5ml ， 12mM ベ ラ
ト リ ル ア ル コ ー ル0 . 5ml ， 0 . 3mM 過酸化水素水0 . 5ml ， 粗酵素液0 . 5ml を順に 加 え て 行 っ た。 ラ ッ カ ー
ゼ活性 と 同様に ， 分光光度法を用 い て 310nm に おけ る 吸収 の 増加 を 測 定 し た 。 リ グ ニ ン パ ー オ キ シ
ダ ー ゼ の 活性 (kat) は 1 秒間に 1 mol の ベ ラ ト リ ル ア ル コ ー ル を ベ ラ ト リ ル ア ル デ ヒ ド に変換す る 酵
素量 と 定義 し た。 ま た ， 活性 の 計算に は ， 生成物 で あ る ベ ラ ト リ ル ア ル デ ヒ ド の 分子 吸 光 係 数 9 ， 30 0
M- 1cm- 1 を使用 す る こ と に よ り 計算 し た 。

2 . 4 . 3 マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ 夕、 ー ゼ活性6) マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ活性は Glenn & Gold 法 に 改
良 を 加 え た方法を 用 い て 測定 し た 。 反応はO . 6mg/ ml BSA， 200 μ M  MnS04， 80 μ g/ml 2 ，2 ' -Azino-bis 

(3-Ethylbenz Thiazoline-6-Sulfonic Acid) (以下 ABTS) を含むO . lM酢酸緩衝液 ( pH 4.5) 1 .  5 ml ， 

1 00 μ M過酸化水素水1 . 4ml ， 粗酵素液O . lml を順に加 え て 行 っ た。 ラ ッ カ ー ゼ活性 と 同様に ， 分 光 光
度計 を用 い て 415nm に おけ る 吸収の増加を測定 し た 。 マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 活性 (kat) は反応
基質 で あ る ABTS を l 秒間 に 1 mol 酸化す る 酵素量 と 定義 し た。 ま た ， マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ、 活
性は ABTS 酸化物 の 分子吸光係数36 ， 000M- 1cm- 1 を使用 す る こ と に よ り 計算 し た 。

2 . 5 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳動

C. versicolor が培地中へ分泌す る リ グ、 ニ ン 分解酵素 の 分布を調べ る た め に ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
電気泳動を行 っ た。 電気泳動は ア ト 一 社製 の電気泳動 キ ッ ト を使用 し ， 標準 タ ン パ ク 質 と し て の 分子
量 マ ー カ ー キ ッ ト MW-SDS-70 ， MW-ND-500 (Sigma.Co. ) を 使 用 し た 。 培 養液 を 濃 縮 す る た め に
microcon 1 0 ( グ レ ー ス ジ ャ パ ン社〕 を用 い て 遠心分離操作 に よ り 約 2 "" 3 mg-protein/ml に な る ま で
濃縮 し た 。 こ れ ら の処理を し た後 ， 分離 ゲル と し て 10% ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ、ル を用 い て 電気泳動を
行 っ た。 ま た ， 泳動後の タ ン パ ク 質 の 染色 は ク マ ジ ー プ リ リ ア ン ト ブソレ ー G に よ る タ ン パ ク 質染色法
に よ り 行 っ た。
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2 . 6  培養液の定量

培養液 中 の 残存 グ、ル コ ー ス 濃度は ， グ、ル コ ー ス ー c n ー テ ス ト (和光純薬工業〕 を 用 い た 酵 素 比 色
法に よ り 測定 し た。 ま た ， 生成 し た酵素 の タ ン パ ク 質濃度は Lowry 法に よ っ て 測定 し た 。 7)

3 . 結果お よ び考察

3 . 1 静置培養 と 振 と う 培養の比較

図 1 は ， C .versicolor を 20 日 間振 と う 培養 ， お よ
び静置培養 し た 時 の 菌体の増殖 ， ラ ッ カ ー ゼ\ お よ
び リ グ、 ニ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ活性 ， 培養液 の 炭素源

( グル コ ー ス ) 濃度変化を調べた結果で あ る 。 菌体
は静置培養に お い て 培養液 の 表面上 で カ ー ペ ッ ト 状
に ， ま た ， 振 と う 培養 では培養液 中 でペ レ ッ ト 状に
な っ た。 グル コ ー ス の枯渇 と と も に菌体の 増殖は停
止 し ， 各酵素 の 培地 中 へ の 分泌生産 が始 ま っ た。 ま
た ， ラ ッ カ ー ゼ活性 は ， 静置培養 に お い て は培養20
日 目 で 16 . 7nkat/ml と な り ， 振 と う 培養 に 比 較 し て
約 2 倍 の 活性を示 し た 。 リ グ、 ニ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ

活性 も 同様に静置培養が振 と う 培養 の 約 4 倍高 い活
性を示 し た。 す な わ ち ， 本菌株は炭素源 の 枯渇 と と

も に ラ ッ カ ー ゼ\ リ グ ニ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ を 分泌
生産 し始め る こ と ， さ ら に振 と う 培養 よ り も 静置培
養を行 っ た方 が リ グ ニ ン 分解酵素 の 生産 が 良 好 で あ
る こ と がわか っ た。 振 と う 培養で酵素 の 分泌量が低
く な っ た主な原 因 は ， 菌体が培養液中 でペ レ ッ ト を
形成 し た た め物質移動が低下 し た こ と ， 振 と う に よ

り 菌糸 が刺激を受け炭素源の 消費か ら 作 り だ さ れ る エ ネ ル ギ ー (ATP 等) を蘭体の維持に利用 し た た
め と 考 え ら れ る 。 し た が っ て ， 以上 の こ と か ら 菌体の増殖 ， 各 リ グ ニ ン 分解酵素 の 生産 に お い て静置
培養 の 方 が適 し て い る と 考 え ら れ る た め ， 以下の実験で は静置培養 に つ い て 検討 し た 。
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図 2

3 . 2  添加剤 の誘導効果

リ グ、 ニ ン は一般に フ ェ ニ ル プ ロ パ ン 系化
合物が重合 し た 高分子 で あ る た め に ， 培養

初期 に お い て フ ェ ノ ー ル系化合物を 添加 し
て お く こ と に よ り リ グ ニ ン 分解酵素 の 培地
へ の 分泌量を増大で き る と 期待 さ れ る 。 そ
こ で ， リ グ ニ ン 分解酵素 を効率 よ く 培地へ
分泌生産す る た め に フ ェ ノ ー ル系化合物 の

培地へ の 添加効果に つ い て 検討 し た 。 添加

剤j と し て 表 1 に示 し た 37種の フ ェ ノ ー ル系

化合物を培養初期 に そ れぞれ 1 mM に な る
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A ヘ ス ペ リ ジ ン a ヒ ド ロ キ ン 安 息 香 酸N て ニ リ Jレ ア セ ト ノ

B 1 ，  3 ン ヒ ド ロ キ シ ナ フ タ レ ン b 3 ヒ ド ロ キ ン チ ラ ミ ン

c ベ ン ジ ル ア ル コ ル

ロ パ ニ リ ン

c ピ ロ ガ ロ ル

o ナ リ ムノ ギ ン

p ン 'J ノ グ ア ル ダ ン ン

G カ テ コ ル d ア セ ト ノ ミ 二 ロ ノ

E :: 3 .  4 ジ ヒ ド ロ キ ン 桂 皮 酸 R L - D O P A  e ベ ラ ト リ ル ア ル コ ー ル

F t r a n s 桂 皮 酸

G '1 ク ロ ロ ゲ ン 酸

H 1 4 ヒ ド ロ キ ン 3 メ ト キ ン 桂 皮 酸

" 3 フ ェ ニ ル 2 ブ ロ ペ ン 1 オ jレ

j I L チ ロ シ ン

K l' L ラ ム ノ ス

し L フ ェ ニ ル ア ラ ニ ムノ

M 没 童 子 酸

s プ ロ ト カ テ キ ュ 酸

T ，1 -; ロ ロ グ ル シ ン

υ l レ 、ノ jレ ン ン

v セ サ モ ー ル

f i キ シ リ ン ン

g p ク ロ ロ フ ェ ノ lレ

h p ヒ ド ロ キ ン ビ 7 ェ ニ ル

4 ク ロ ロ 1 ナ フ ト j レ

J フ ヱ ノ ノレ

k " p ク レ 、� - )レ

W i p ア ニ ン ジ ノ

X A B 丁 E
y ヒ ド ロ キ ノ ノ

z p メ ト キ ン フ ェ ノ ー j レ

表 l 添加剤 の 名 称

よ う に培養液 中 に 加 え た。 図 2 は添加剤 の 入 っ た培地で、
C. ver sicolor を 2 0 日 間 培養 し た と き の 菌体 濃 度 お よ び
ラ ッ カ ー ゼ活性を 示す。 破線は添加剤 を 加 え な い と き の
結果で あ り ， 菌体濃度 は3 . 94g/1 ， ラ ッ カ ー ゼ活性 は 1 9 . 4
nkat/ml で あ っ た。 ラ ッ カ ー ゼ活性 の誘導に有効 で あ る
と 従来報告 さ れ て い る ナ リ ン ギ ン8) ， P ア ニ シ ジ ン9) よ
り も フ ラ ボ ノ イ ド の 一種で あ る へ ス ペ リ ジ ン ， 1 ， 3ー ジ ヒ
ド ロ キ シ ナ フ タ レ ン 〔 図 3 に示す〕 の 添加 で顕著 な誘導

が認め ら れた。 図 2 よ り こ の 2 種類 の 化合物を添加 し た
と き の 菌体濃度 は添加 し て い な い場合 と 比較 し て 大 き な
差 は な い も の の ， ラ ッ カ ー ゼ活性に お い て は へ ス ペ リ ジ
ン 添加 で無添加 の 約 2 倍 の ， ま た ， 1 ， 3ー ジ ヒ ド ロ キ シ ナ
フ タ レ ン 添加では約1 . 5 倍 の 生産 向上が認め ら れた。 し
た が っ て ， こ れ ら の 誘導剤 の 添加 は菌体の 増殖に影響を
与 え ず ， 酵素 の 分泌生産量を増大 さ せ る 効果が あ る も の
と 考 え ら れ る 。 へ ス ペ リ ジ ン の 構 造 に つ い て 検討 す る
と ， 従来 ， 誘導効果が あ る と さ れ て い る ナ リ ン ギ ン と よ
く 似た フ ラ ボ ノ イ ド構造を し て お り へ ス ペ リ ジ ン と ナ リ
ン ギ ン の 違い は ベ ン ゼ ン環 の 置換基だけ で あ る 。 一方 ，
へ ス ペ リ ジ ン ， ナ リ ン ギ ン と も に 2 糖 の ラ ム ノ グル コ シ
ド を 有す る 配糖体 で あ る が ラ ム ノ ー ス ( 図 2 ， 添 加 剤
K ) だ け で は誘導が認め ら れ な か っ た。 以上 の こ と よ り
C. ver sicolor の ラ ッ カ ー ゼ分泌生産 は へ ス ペ リ ジ ン の フ
ラ ボ ノ イ ド に よ っ て 誘導が引 き 起 こ さ れ る も の と 考 え ら
れ る 。 今後 ， ラ ッ カ ー ゼ、生産 に対 し て へ ス ペ リ ジ ン が し 、
か に誘導に影響 し て い る の か を詳細 に検討す る 予定 で あ
る 。

RHQ λ 。な:ア CO、
図 3 添加剤 の 構造式
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図 4 C. versicolor IFO 4937 に よ る ラ ッ
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に よ る 影響〕

。

図 4 は ， さ ら に多量 の ラ ッ カ ー ゼ を 分泌生産 さ せ る た
め に ， 最 も 誘導効果が認め ら れた へ ス ペ リ ジ ン の 至適濃度を調べた結果で、 あ る 。 ま ず ， 図 よ り 菌体の
増殖速度 は へ ス ベ リ ジ ン 添加量に依存せず ， ほ ぼ一定の 増殖曲線を示 し た 。 し か し ， ラ ッ カ ー ゼ の 培
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地への 分泌量は へ ス ペ リ ジ ン濃度 の増加 と と も に 向上す る こ と がわか っ た。 最大酵素活性で比較す る
と 添加 な し の 培養で は培養20 日 目 に40 . 5nkat/ml で、 あ っ た が へ ス ペ リ ジ ン を0 . 5 ， 及び1 . 0 mM 添 加 す
る こ と に よ り ， 培養20 日 目 に97 . 9 ， 10 1nkat/ml に ま で達 し約2 . 5倍 に 向上す る こ と が で き た。 し か し ，
0 . 5mM 以上の添加で は最大酵素活性 は ほ ぼ等 し く 過剰に添加 し て も 誘導効果 は 上 が ら な い こ と が わ
か っ た。 し た が っ て ， ラ ッ カ ー ゼ、 を 効率 よ く 分泌生産 さ せ る た め に は ， 培地へ0 . 5mM に な る よ う に へ
ス ペ リ ジ ン を添加す る こ と が有効 で あ る こ と がわか っ た。
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図 5 各種菌株に よ る リ グ、 ニ ン 分解酵素 の 生産 ( へ ス ベ リ
ジ ン 濃度に よ る 影響〕

1 2 3 4 5 6 7 B 9 1 0  1 1  

ラ ッ カ ゼ →

← 2 4 kDa 
← 1 8 kDa 

← 1 3 1  kDa 

55. 1 kDa 

← 66 kDa 
← 4 5 kDa 
← 3 4  kDa 

図 6 各種菌株が生産す る リ グ、 ニ ン 分解酵素 の 分子量分布
※本電気泳動は 10% ア ク リ ル ア ミ ド ゲ、ル を 使用 し ，
SDS は 添 加 し な か っ た 。 レ ー ン l は C.ver sicolor 
IFO 4937 株でへ ス ベ リ ジ ン を 添加 し な か っ た場合 ，
2 は添加 し た場合 ， 3 ，  4 は IFO 8754 株 5 ， 6 
は IFO 9791 株 7 ， 8 は IFO 30340 株 ， 9 ， 1 0 は
IFO 30388 株 ， 1 1 は分子量マ ー カ ー の 結果を示す。
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4 . ま と め

(1) C . versicolor IFO 4937 に よ る ラ ッ カ ー ゼ ， リ グ、 ニ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ分泌生産 は振 と う 培養 よ り
も 静置培養が適 し て い た 。
(2) ラ ッ カ ー ゼ、 は フ ラ ボ ノ イ ド の 一種で あ る へ ス ペ リ ジ ン を培地中 へ0 . 5mM 添 加 す る こ と で 最大 酵
素活性 は約100nkat/ml ま で 向上 さ せ る こ と が で き た。
(3) C .versicolor 株が分泌生産す る リ グ、 ニ ン 分解酵素 は ， へ ス ペ リ ジ ン を添加す る こ と に よ っ て 増 大
す る こ と がわ か っ た。
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I nductive Production of Coriolus Ligninoltic E nzymes 

by Adding Phenolic Compounds 

Kaoru Matsunaga， Kazuhiro Hoshino， Setuko Akakabe， 
Shoichi Morohashi， Toshisuke Sasakura， 

Coriolus versicolor stain producuces extracellarly lignin-decomposing enzymes such as laccase， 
lignin peroxidase， and Mn peroxidase. To achieve the high yield of these enzymes， we studied 

on the condition of culture method and/or the effect of several inducers on lignin-decomposing 
activities to effectively produce these enzymes. As a result， the production of lignin-decomposing 
enzymes by C. versicolor was higher using surface culture method than that using shaking culture 

method. Moreover， by adding hespersin to culture medium， the production of these enzymes was 

remarkably increased. Especially， in the case with O .5mM hespersin， laccase produced by 
C .versicolor IFO 4937 achieved at ca. l 00nkat/ ml， which was about 2 .5-fold higere than that 

without one. 

〔英文和訳〕

フ ェ ノ ー ル系化合物添加 に よ る Coriolus リ ゲ ニ ン 分解酵素の誘導生産

松永 薫 ， 星野 一宏 ， 赤壁 節子 ， 諸橋 昭一 ， 笹倉 寿介

C.  versicolor は細胞外に ラ ッ カ ー ゼ ， リ グ ニ ン パ オ キ シ ダ ー ゼ ， マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ 夕、、 ー ゼ な ど

の リ グ、 ニ ン 分解酵素 を 生産す る 。 そ こ で ， それ ら の酵素 の 生産量を増大す る た め に ， 培養条件 と フ ェ

ノ ー ル系化合物 の 添加効果に つ い て 検討 し た 。 そ の 結果 ， リ グ ニ ン 分解酵素 を効率 よ く 生産す る に は

振 と う 培養 よ り も 静置培養が有効で あ る こ と がわか っ た。 ま た ， へ ス ペ リ ジ ン の添加は リ グ ニ ン 分解

酵素 の 分泌生産量を増大す る こ と がわか っ た。 特に ， C.versicolor IFO 4937 に よ っ て 生産 さ れ る ラ ッ

カ ー ゼ は へ ス ペ リ ジ ン を O . 5mM 添加す る こ と で最大酵素活』性が約lOOnkat/ml に達 し ， 無 添 加 の 場 合

の 約 2 . 5倍 ま で 向 上す る こ と が で き た。
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