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アミラーゼ生産性枯草菌に於けるデオキシ

リボ核酸分解酵素活性

渡 辺 健 治

On the Desoxyribonuclease activity of a  Bacillus 
      subtilis strain producing amylase 

Kenji Watanabe

緒 言

核酸分 解酵素の 一つであ るDesoxyribonuclease(DNase)の 研 究の歴 史は浅 く,酵 素

の特異性や 作用機序に就いては現在 で も未知 の問題が多 く残 され ている・ 例えばDNase

を,膵 臓等に存在 し中性附近 に最適plIを 有 す るDNaseIと,胸 腺等 に広 く存在 し最適

pHを 酸性側に有 す るDNaseIIに 大 別す る事が 広 く行われてい るが,此 の区別 も厳密

なものではない.

細 菌 のDNaseは 一 般 にMgrで 活 性化 され,pH7.0-)7.5に 最 適値 を もち,DNaseIに

属 す る もの と考え られ ている.著 者は生物体内の核 酸代謝,特 にバイ ラスの誘発時や形質

転換現象 に於け る本酵素 の挙動追求を 目的 として研 究しつつあるが,本 報では先にphage

感 染 菌 として使用 したBacillussubtilisvar.amlyloliquefaciensFukumoto-K498)を 材 料 と

して,其 の無細胞菌体抽 出液 中に酵素活性 を検索 し得たので,其 の二三 の性質 に就 いて報

告す る・

実 験 方 法5)

高 重合DNA水 溶 液 の粘度低下現象 は,DNaseに 依 るDNA分 解 の最 も初期 に現わ

れ る変化 である と考え られてい るので,酵 素作 用の測定にはOstwald型 粘 度計 を用い,

基 質DNAのDNase作 用 に依 る粘度低下 を観 察 した・

(1)基 質1)NAの 調 製

常法4・6・7)に従 い牛脾 臓 を0.14M-NaCIで 処 理 して細胞 の核部分 を と り,1M-NaClで

抽 出後DNAを 含 む粘調 な上澄 を2倍 量のethylalcoho1に 加 え特有 の糸状沈澱 を生成 さ

せ る.

これ をoctylalcoho1を 含 むchloroformで 除 蛋 白し,更 に同様 のNaC1抽 出,alcoho1

沈 澱 を繰 り返 して精製 し,最 後 に無水alcohol,etherで 洗 浄,CaC12を 入 れたdesicator中

で 減 圧乾燥 してDNA標 品 とした.標utra中N=12.2%,P=6.7%.叉Emax(260)/Emin

(230)=2.1--2.6,ε(P):11!,Biuret反 応 陰性.FolinNは0.05%以 下 ・

(2)酵 素 溶液

菌体 を大豆粕 アル カ リ浸出培地を用い30℃ で約18時 間 振培養 す る.8)収 量 は100m1

の培 養基 より約1grの 菌 体沈渣.遠 心分離 して収菌,洗 浄後再 び菌体沈渣 の20倍 量 の蒸



溜水に懸濁し10KCの 音波発生装i置(久 保田製)で15分 処理して菌体を破壊する.つ い

で菌体残骸を遠心分離で除去 した乳光色の上澄を無細胞菌体抽出液 として用いた.後 述す

る如 く此の菌体抽出液を凍結乾燥す ると同程度の酵素活性を有する粉オミ状乾燥標品が 得ら

れる.こ れを酵素液 として使用する場合は約8mg/mlに 蒸溜水に溶かし菌体抽出液 と同

濃度にして使用した.

(3)粘 度測定実験操作法

基質 として0.1500DNAlm1(最 終濃度0.05%),緩 衝液1m1,0.1MMgSO40。15m1

(最終濃度5×10-3M)を32℃ の恒温槽中に 装置した粘農計内に入れ,ゴ ム管 より少量の

空気を吹き込み其の気泡で麗拝する.約15分 放置後,予 め32℃ に5分 保つていた酵素

液1mlを 直接大球内の基質に添加 同様にして混和する.此 の時を零時間 として以後5分

毎に常法に従つて落下所要時間を測定した.使 用粘度計はいずれも純水の同温度に於ける

落下所要時間が36-》38秒.又 粘度変化は通常30分 観察した.水 の粘度計数,比 重,落 下

時間を η',d',〆としDNA溶 液のそれを η,d,tと すると,相 対粘度(η回),比 粘度(ηの

は次式で与}xら れる.

即ち
η8P=一/rel-1==η/η'-1==dt/d'〆-1

溶液の濃度が小 さい時に酵素を作用させるとtは 急速に減少するがdは 殆ど…・定で1で

あるか ら,近 似的にdを 省略して簡単に,%).p=t/t'-1と して見倣 される.2)従つてこの

式に依 りDNA分 解様式を比粘度一時間曲線 として表わす、'_}j.にした,

実 験 結 果

(1)音 波処理菌体抽出液のDNase活 性の検索

菌体抽出液に依る反応液の粘度低下を比粘度一時間曲線で示す と第1図 の如 くなる.

Fig. 1. Change of viscosity of DNA solution. Reaction mixture 
   contained 1  ml of 0.15 % DNA, 1 ml of M/5 Atkins-Pantin's 

   buffer (H3BO3•KCH-Na2CO3) pII8.5, 0.15 ml of M/10 MgSO4 
   and 1ml of enzyme solution (cell free extract).



対耶 としては抽 出液 を沸騰水 中に5分 浸漬 した ものを使 用 した.100℃ で5分 加熱す る

Jに 依 り菌体抽 出液のDNase作 用 は完全 に失われ る.反 応の初期程 単位 時間内の粘度降

下 は大で通常測定 時間30分 で比粘度一時 間曲線 は殆 ど水平 に近 くな る・

(2)酵 素 の活性度表示法

Laskowskieta1.3)は 酵 素活性 を示 すのに次式 のK-1×10_3を もつてoneviscosity

unit(V.U.)と した.即 ち

但 し η,。ト。,η,、、1.aは夫 々0,t時 間後 の相対粘度(relativeviscosity)・ 著 者 は η・。1

の代 りに/tip,時 間 として分 をと り20分 間の 平均値を与 え られた条件 下に於 けるV.U.

(K×103)と し て表示す る 幅 こした.

.ff:の方 法の妥 当性 を確認 す る為 にKの 値 と酵素量,DNA量 と の関係 を調 べたが第2

図,第3図 に示 され る如 く酵素量は菌体抽 出液の濃度 以下 で,又DNAは 通 常用い られ る

範囲 内で ・分子反応 の式 にほぼ従 う.即 ち上述 の方法は酵素活性 の表示 法 として適当であ

る事を確証 した.

(3)温 度処 理と酵 素活性との関係

此 のDNaseは 熱 に対 して非常 に不安定 である.第4図 に菌体抽出液 を各温度で5分 処

理 した場合 の活性度 との関係を示 す.図 か ら明 らか な如 く,40℃ で5分 間力熱 す る事 に

依 つて活性 は半減 し,70℃ で は殆 ど完全 に失活す る・

Fig. 2. Relation between the value of K and the amount of 
   enzyme used (mg of lyophilized powder). Reaction mixture 

   was the same as in the experiments of Fig. 1., except the 
   concentration of the enzyme N (nitrogen). Cell free extract 

   generally containes  0.7---1.1  mg N per ml.



Fig. 3. Relation between the value of K and the amount of 

   DNA employed. Reaction mixture was the same as in the 

   experiments of Fig. 1., but the DNA  concentration varies 

   from 0.5 to 4.5 mg.

Fig. 4. Heat inactivation curve of DNase action. Incubation 

   mixture was the same as in Fig. 1.. except that the enzyme 

   solution was treated for 5 minutes at the temperature stated.

(4)DNase活 性に及ぼすMgr,Mn什 の影響

DNaseの 多くはMgrで 賦活されるので本酵素に対する{;の作用を知る為にMgSO4

の濃度を種々変えて菌体抽出液のDNase活 性を測定 した.結 果を第5図 に示す.

本酵素は図から判 るように10-3MのMgrで 明らかに活性化 され る.同 様にMn*の

影響をMnSO4を 用いて調べたがやは り同程度の濃度で賦活される事が明らかにされた.

しかし対照として同酵素の活性を同条作でMgr添 加で測つた所に依るとMn一ｵの 効果は

Mgrの それに比較すると梢々弱い(第6図).



Fig. 5. Effects of magnesium ion on DNase action. Reaction 
   mixture contained  1ml of 0.15% DNA, lml of M/10 phosphate 

   buffer (pH 8.5), 0.15 ml of M/10---M/200 MgSO4 and lm/ of 
    enzyme solution.

Fig. 6. Effects of manganese ion on DNase action. Reaction 
   mixture contained 1 ml of 0.15 06 DNA, lm/ of Atkins-Pantin's 

   buffer (pH 8.6), 0.15 ml of M/10---M/200 MnSO4 and 1 ml of 
    enzyme solution.

(5)種 々のpH値 に 於け る酵 素活性

pH8.5以 下 ではS6rensenのM/10phosphatebuffer,8.5以 上 ではAtkins-Pantin

のM/5borate-carbonatebufferを 用 いて酵素作用の最適pHを 検索 した.第7図 に

其 の結果 を示す.

Hakim1)はβ-hemolyticstreptococcusgroupのcellularalkalineDNaseの 最 適

pHは8.5で あ る事 を認 めているが,多 くの細菌DNaseは中性 附近 に最適 条件 をもつて

い ると言われ ている.本 酵素は図か ら明 らかな如 くpH8.5附 近 に最 適値を有 しcellular



Fig. 7. Activity curve of crude extract of DNase from B. subtilis 

   strain at different pH values. Reaction mixture the same 

   as in Fig. 1.

Fig. 8. Enzyme activity of lyophilized preparation at various 

   pH values. Reaction mixture was the same as in Fig. 7. One 
 ml of enzyme solution contains 10 mg-lyophilized powder.

alkalineDNaseの カテゴ リーに属するものである.し かし抽出液中の酵素は1種 と限ら

ず,叉 阻害剤の影響も考えると此の値が真の細菌DNaseの 最適pHと は必ずしも言えな

い.此 の事は次の凍結乾燥剤を用いた詳細な曲線及び アセ トン分別の操作中確められたが

これに就いては次報に報告する.

(6)凍 結乾燥標品の酵素作用と最適FH

菌体抽出液を凍結乾燥す ると綿状の粉末標品が得 られる.放置 後 これを水に溶 して元に

戻し,其 の酵素活性を検べpH曲 線を描いた所,菌 体抽出液の活性を其の まま保持 してい

る事が判明した(第8図).従 つて以後本酵素は凍結乾燥して保存する事に した.



要 約

ア ミラーゼ生産菌Bacillussubtilisvar.arrtyloliquefaciensFukumoto-K49の 音 波処理

菌体抽出液巾にDesoxyribonuclease活 岡iを粘度法で確認 した.こ れ はMgr,Mn升 で

賦活 され,PH8.5附 近 に最適値 を有す る非耐熱性 の酵素であ る事 を明 らか にした・

終 りに臨み貴重な る菌株使 用の便宜 を与 え られた大阪市 立大学福本教授 に厚 く御礼 申し

上げ ます.御 指 導 を頂いた本 学山藤教授 に謹 んで感謝 の意 を表 します.
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 Summary 

   The existence of a DNase in the supernatant fluid of sonorated Bacillus subtilis 

strain was confirmed by the viscosimetric determination. The reaction is roughly 

of the first order and the value of the velocity constant, K, was used to compare 

the enzyme activity. The optimum pH of this DNase is 8.5. The enzyme is 

activated by both magnesium and manganese ions. The enzyme is completely 

destroyed by heating at 70'C for 5 minutes.


