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1nthe previouspaper，it was reported thatan enzyme preparation obtained from  
Agwicus bisi，OruS hydrolyzes hemice11ulose．prepared from rice straw，primarnyinto  

Xylo61igosaccharidesincluding xylobiose accompanied with the formation ofglucose  

and arabinose buL with no production of xylosc．   

The aim of this paperis to prcscnt a nlCthod forthepurificatjol10fxylanaseand  
to describe some ofits properties．   

Xylanasefromthewheatculture（）fA．bisporuswaspurifiedbytheammoniumsulfate  

fractionationfollowedbycolumnchromatography withCMLCe11ulose．（Tablel）   

The purified enzymeis stablc below45こandin the pH range from4．4to6，6，  

Whereasitisinactivatedcompletelyby maintaingat700forlOminutes．（Fig，3，4）   

Theopti】num PH and temperature for tlle enZyme aCtivity are5．4and45ロto50＝  

respectively．（Fig．5，6）  

TheenzymeactivityincreasesinthepresenceofNaCl（2．5×10－＝丸ノl）．whileinhibited  

by ZnCl立．（TableII）   

Majorenzymatichydrolysisproductsofx〉Tlanwcrcfoundtobexylo61igosaccharides，  

mainly xylobiose．（Fig．8）   

F．HoppE．SEYLERl）によってブナキシランが汚泥中の放生物によって分解されることが報告  

されて以来，キシランを分解する教生物は広く分布することが知られ，種々の分離菌株について，  

その酵素生成の条件，静其の精製，酵素作用穐作など多くの酵素化学的研究ご－8）が成されている．   

前報9）でマッシュルーム菌（4卿癌購沌毎w肌）は生育初期においては炭素源としてへミセルロ  

ーズを同化吸収していることを推論し，更にへミセルローズ分解酵素を抽出し，酵素化学的請性質  

について若干考察を与えたが，本報でほ，部分精製の方法を少しく変えて月gαrわ〝∫∂ゆ∂γ〟∫の生  

産するヘミセルラーゼのβ－1．4′キシランに対する活性について報告する．  
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実  験  方  法  

Agαrわ〟∫かゆ∂r〝∫（LANGE）SING  

小麦培地に接種し，25二Cで約1カ月問培養を行った．  

5倍量の蒸留永を加えて，室温で時々撹拝しながら2時間抽出し，さらに  

冷凍室に一夜放置して酵素の抽出を行った．この抽出液をまず木綿布で炉  

過し，ついで炉液を10．000rpm，15分の冷凍遠沈を行って透明な抽出液  

を得た，この透明炉液を粗酵素液とした．  

WflISTLERlO）の方法により調製した．P－1．4′キシランの1％懸濁液  

基質1nll，0．1Mクエン酪リン酸塩緩衝液0．4ml，酵素液0．6ml，の  

配合液を500Cで反応を遷め，生成還元力をキシローズとして計算した・  

酵素力は前記作用液を使用して，pH5．4で500Cにおいて30分間酵素作  

用を行い作用液1ml中にキシローズ0．1111gを生ずる酵素壷を1ullitと  

1．供 試 薗 株  

2．酵 素 試 料  

3．酵素液の調製法  

4．基  質  

5．酵素活性の測定  

した．  

6．Cl工セルローズカラムの調製  

CM．cellulose（0．72meg／gBl・oWn社製）を蒸留水に分敵 微粒子を上  

液と共に傾斜除去して沈下した部分は0．01M酢酸緩衝液（pモⅠ4・8）に  

て緩衝化し，吸着柱を調製した．  

前報9）に準じた．  

活性炭－セライト（1：1）柱を用いてオリゴ糖類を吸着させ，0％，5％，  

10％・・…・40％とそれぞれ濃度の異った酒粕液で順次溶出した，  

7．蛋白質の定量  

8．オリゴ糖の分離9）  

実験結果および考察  

1 酵素の部分精製   

小麦培地から抽揖して得た粗啓発液100mlに粉末硫安5‘1gを撹押しながら徐々に添加して生成  

した沈殿を遠心分離（12，000rpnl，15min）により集め，少畠の蒸留水に溶解して5¢Cにて蒸留  

水で24時間，さらに0．01M酢酸緩衝液（pH4．8）で48時間透析を行い，透析内液をC丸′tセル  

ローズカラム（3×30cm）に吸着させ，50Cで0．01M→0．2丸′Ⅰ酢酸緩衝液を用いて煩斜法にて  

溶出速度25ml／hrで10ml宛溶出した．各分画について蛋白畠とキシラナーゼ活性を測定した結  

果はFig．1に示すように吸着されたキシラナーゼは0．1丸rrl酢酸緩衝液で溶出された・当酵素部分  

梧盟の各操作過程における酵素癌性および比活性は Tablelに示した．   

2 キシラナーゼの酵素化学的諸性質   

上記部分精製ヰシラナーゼを用いて酵素化学的諸性質について検討した．  
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Fig．1Chromatography onCM ce11uloseco】umn  

－○－ Xylanase  
－●－ prOlein  

TablelPurification of xylanase  

1）酵素量と活性   

酵素原液を稀釈し，作用液に配合し，反応後の生成キシローズと酵素濃度との関係は Fig．2に  

示すように酵素量と癌性は比例したので，酵素活性はこの範囲内で測定することとした．  
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Fig．3 pH stabilityof thexylanase   
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2）酵素の安定性   

a）酵素の安定性におよばすpH価の影響   

酵素液長層々のpHの緩衝液に360C，18時間放置し残存酵素力を測定した，Fig3に示す   

ように当酵素はpH4．4～6．6の問で安定であった・   

b）酵素の安定性におよぽす温度の影響   

酵素液をpH5．4で種々な温度にて10分間処理し，急冷後残存酵素力を測定した，Fig・4に   

示すように，450C附近より不活性化が認められ700Cで全く失活した．  
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Fig．4 ThermalstabiliLy of the xylanase  
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Fig．5 pH activities of the xylanase   

3）最適pHと最適温皮   

Fig．5のpH活性度曲線よりpH5．4に最  

適pHを有することが認められた，同時にpH  

5，4における最適況度はFig．6に示すように  

45～50二Cであった．   

4）酵素作用におよぽす塩類の影響   

種々の金属塩を作用液に添加して，反応後の  

生成キシローズ畳をTable 2 に示した．ここ  

で強い阻害作用を示したものはZn＋＋で．丸4g＋＋  

も阻害の傾向が見られた，NaClにより当酵素  

は活性化された．しかし他の塩類による影響は  

殆ど受けなかった．   
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Fig．6 Activities of the xy】anase at  

Various ternperature  

5）キシランの分解と生産物   

部分精製酵素液を稀釈して3．4unitの酵素液を調整してpH5．4，500Cの条件で基質と反応を  

謎続し，各時間毎に作用液から 2mトを採殺し生成還元力をキシローズとして測定した分解曲線は  
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Tablc2Influence of salts on the xylar）aSe aCtivity  

Fig．7 に示すように，反応2時間までは還元  

力が急速に増加し，24時間後iこおいても還元力  

の増加が認められた．  

6）キシラン分解過程小の生成機の分布   

PfI5．4，50CCの条件で24時間および48時間  

酵素反応を行い，それぞれの作用液は前報0）に  

従って未反応キシランを70％エタノールを加え  

遠沈除去し，上澄液を減圧濃縮し，活性炭：セ  

ライト（1：1）カラムを用いてエタノールの  

濃度を徐々に増加して各オリゴ糖の分離を行っ  

た，そのl例はFig．8 に示した，フラクショ  
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Fig．7 Hydrolysis curvc of xylan  

ン上部の数字はヰシローズの重合度を示す．反  

応の進行と共にキシロビオースの割合が増加しキシロトリオース以上の重合変の高いオリゴ糖は減  

少した．またキシローズの増加は認められず，当キシラナーゼは基質分子の内部からキシランを分  

解していく，所謂エンド塑酵素でキシロビオースからヰシロースヘの分解は行わないようである．  

Table3にA．bis？orus t既報の他の微生物からのキシラナーゼの作用条件を比較した．  

Table3 Comparison of properties of xylanase from Agt2ricusbi＊orusand  
Otller Orga11isms  

Organisms  t Opt．pH lOpt．Temp．1  Stabilities  

Aspergi11us foetidusll）  

Bacillus subtilis5）  

＾spcrgi11us niger12）  

Bacillus fimis13）  

Aspergillus botataelJr）  

Streptomyces xylophagas8）  

Agaricus bisporus   

Illactivated at 650C for 5 min 

at70こC for 5min  

at60〇C forlO min  

Notinactivated atlOOOC  

for 10 min 

Inactivated at70OC forlO min  

at700C forlO min  

37－＝C  

37－450C   

450C  

55－60ロC   

50ロC  

50－608C  

45－50〇C  
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要   

A諭東研初のキシラナーゼを小麦培地より抽出し，部分精製を試みて，当酵素の一般的性質を検  

討した．  

1．β一－1．4′キシランに対する作用はpH5．4温度45⊂－50⊂Cにおいて最適を示した・   

2．pHに対する安全性は4．4～6．6であり，温度に対する安定性は50⊂C以上10分の処理では急  

速に不安定となり，70⊂C以上10分の処理では失活した・   

3．塩類による影響はNaClによって活性化され，Zlュ÷十で阻害される・   

4．キシランの分解酪物として，最終的にはキシロビオースを生成し，エンド製であると推定さ  

れる．   

当月．毎ゆ〝！（∫のキシラナーゼ作用様式はイナワラヘミセルローズに対するへミセルラーゼ作用  

様式と殆ど同様の結果を得た．   

終りに臨み，本研究に勧協力された岡信子さん，篠木豊秋氏，今村英市民に厚く御礼申し上げま  

す．  
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