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1．緒言

セルロースを加水分解するセルラーゼは多成分系であり、

作用機作の異なる酵素成分から構成されている。各セルラー

ゼ成分によるセルロースの加水分解速度は分解率の増大と共

に急激に低下する')。しかしながら、それらの成分の混合

系では分解速度の低下がかなり抑制されるので〈結晶セルロ

ースはより効果的に加水分解される。このような効果を相乗

効果と呼ぶカミその発現機構については不明な点力拶い。加

水分解速度の急激な低下を引き起こす因子については酵素活

性の失活や生成物阻害など種々考えられる舐それらの影響

を抑制するのみでは相乗効果の発現機構についての十分な説

明ができない。一五不溶性セルロースの加水分解ではセル

ラーゼの基質への吸着が前提条件となることから、我々は従

来より加水分解過程でのセルラーゼの基質への吸脱着挙動に

ついて検討してきた。その結果、セルラーゼの基質への吸脱

着過程を考慮した動力学モデルにより結晶セルロースの加水

分解過程を比較的良好にシミュレートできるものの2)、特

に、反応の初期段階は必ずしも満足にはシミュレートできな

かった3)。この結果はセルラーゼ反応に特有の相乗効果(作

用）という現象が考慮されていないことに起因している。

本研究では相乗効果を考慮した加水分解モデルを構築する

ために、まず初めに各セルラーゼ成分の動力学定数と相乗効

果との関係より相乗効果の有無の判別式を確立したので報告

する。

結保存した50。

2-2各種セルラーゼ活性

活性測定は基本的にはnn2dEa等の方法⑳に従った。各成

分の微結晶セルロースOvICCMe[ｃｋ社製）の加水分解活

性は３０℃で２時間振とうしながら反応後、上澄み中の全糖

量をフェノール硫酸法により測定して求めた。基質濃度は

１０９AとしたG10色becplotによる動力学定数を求める場合に

はＭ、濃度を適当な範囲で変化させた）。基質懸濁液は酵
素添加前に２４１時間振とうを行った．各成分のカルポキシメ

チルセルロース（CMC、和光純薬蛛）製）の加水分解活

性は３０℃で30分反応後､反応液中の還元糖量をSomOgyi
Nelson法により1N碇して求めた。基質濃度は４９１とした。
反応液および基質調製液には0.05Ｍ酢酸緩衝液(ｐＨ5.0）
を用いた。酵素活性の１UnitはＭＣ厄から１分間に１Umole

の全糖量、またはＣＭＣから１分間に１LZmolcの還元糖量

（いずれもグルコース相当量として）を生産する酵素量と定

義した。一方、各成分のβ-グルコシダーゼ活性はＯ３ｇｄＰ‐
ninDphenyMDguoopyIanosidcODmG)を基質溶液として、
３０℃で20分反応後､反応溶液中のpllP量を測定（１Ｍ炭
酸ソーダ溶液にて酵素反応を停止させるとともに，発色させ

る）して求めた。酵素液および基質溶液の調製には上記の緩

衝液を用いた。酵素活性の１Unitは１分間に１Umolcのp‐
NPを生産する酵素量と定義した。

各ｾﾙﾗｰｾﾞ成分のＣＭＣ分解に対するランダム性につい
てはThnaka等の方法０に従って測定した。2．実験法

２－１セルラーゼの精製

Ｚ肱ｿioZjemzz,"ｹitteの生産するセルラーゼOVleicelaseCEP‐

6000,明治製菓株式会社製）がカラム分画法により部分精製

何～ＷおよびＰＶＰされた4)。得られた５画分のそれぞ

れについてスラブ電気泳動を行った．各画分の泳動後，主成

分部分のみを切り取り，ホモジナイズした後，０．０５Ｍ酢酸

緩衝液仙5.0)にて抽出した｡各抽出液を濃縮後bSDS-デ

ィスク電気泳動にて単一バンドとなることを確認し、精製セ

ルラーゼ成分OFmB～FIVEおよびＷ正と仮称）として東

２－３セルラーゼ成分間の相乗効果

精製されたセルラーゼ成分中の２成分を組合わせた混合

系と各成分単独系との加水分解量の比より相乗効果の大きさ

を検討した。Ｍ、濃度を１０ｍｇⅢとし、Ｚ成分の混合比を変

化させた。ただし、反応液中の全タンパク濃度は合計０，１９Ｕ
とした。反応は振とうしながら３０℃で２時間行い、生成し

た全糖量を測定した。相乗効果の値は次のように計算して求

めた。即ち、相乗効果の値=混合系での生成全糖量／それぞ



田中三男・鴫原泰二・尾嶋洋彰7６

れ単独系での生成全糖量の和である。ただし、分母の生成全

糖量は混合系でのそれぞれの成分の濃度の場合に生成される

全糖量に換算後の和である7)。

相乗効果が現われている。相乗効果の大きさはMCCase的

成分とＣＭＣａｓｃ的成分の添加量比に依存することが明らか

であり、MCChse的成分の添加量比が大きいほど大きくなる

カミ最適値が存在するようである。

3．結果と考察

３－１各種セルラーゼ成分の反応動力学定数

ｍｌｃｌは電気泳動的に単一バンドにまで精製した各種セ

ルラーゼ成分の各種基質に対する比活性、およびＭＣＣに対

するＫｍ値(即ち、Mchaelis定数）およびVmax/bｂ（即ち、

反応速度定数）を示している。ここで、Ｋｍ値の大きさから

セルラーゼ成分をＺ大別できる。即ち、ＦⅢと、ｍはＫｍ

値が大きく、ＦｍとＦＩＶＥはＫｍ値が小さい成分である。ま

た､前２成分はCMC分解活性が高く、CMasc的成分であり、

後２成分はＣＭＣ分解活性が低く伽C厄分解活性は前２成

分と同程度である)､MCUse的成分であると思われる｡ＰＶ皿

のＫｍ値は中間的な値であるが、plqPGに対する活性が極

めて高く、βguoosidaseであると思われる。

3-3相乗効果と反応動力学定数の関係０理論的考察）

相乗効果と反応動力学定数との関係を求めるため、次の

仮定をした｡即ち､各セルラーゼ成分は､単独系においても、

組合わせ系（混合系）においても、ＭＣＣ加水分解では

Mchaelis-Mentem型の反応に従うものとする。一般的に、酵

素反応はMichaeIisMenten型の反応に従うとして解析的に扱

われる。単独系⑮１．，１値が大きい方の成分））またはE２

０，１値が小さい方の成分））における素反応式は(1)および

(2)式で与えられる。
Ｋｍｌｋ+ｚ

Ｅ１＋Ｓ＝Ｅ１Ｓ→Ｅ１＋Ｐ （１）
Ｋｍｌｋ+Ｚｏ

Ｅ２＋Ｓ＝とＥ２Ｓ→Ｅ２＋Ｐ （２）

ここ江ＳはＭＣ℃((VWV)96Ｍmmと腕はそれぞれE1(g

pMein/I）によるＭＣＣ加水分解におけるMchaclis定数

《w/V)96)と反応速度定数(gtotalsugamIgprotcin/h）を表わし、

Km2とＭ１はそれぞれ、(gploteiM)によるＭＣ℃加水分

解におけるMichadiS定数((w/V)%）と反応速度定数(gtotal

sugangpmtein/h）を表わしている。また、Ｅ１ＳおよびＥ２Ｓは

酵素基質複合体濃度〈gPMein/I)を表わし､Ｐは反応生成物

濃度(gtotalsuganDを表わす｡一方､混合系の場合にはＥ１
の存在によりＥｚの反応速度定数が高められると仮定すると、

素反応式として(3)おより１６)式がえられる。
Ｋｍｌｋ+Ｚ

Ｅ１＋Ｓ芭Ｅ１Ｓ→Ｅ１＋Ｐ （３）
Ｋｍｌｋ２０＋ｋ+2n

E2＋Ｓ＝Ｅ2Ｓ→Ｅ２＋Ｐ （４）

３－２２成分組合わせ系での相乗効果

精製セルラーゼの２成分組合わせ系でのＭ、加水分解に

おける相乗効果の結果をFig.１に示している。CMCBse的成
分とMCnsc的成分の組合わせ系ではいずれの場合も

、〕ＩＣ1.sPedncacnvitiesandkinelicconsIantsoflBactionfOrQudc

ceUulascandpuliEedoeUulasecomponents．
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ここで､(3)式は(1)式と同じ式である。ｋ+2+k+２１は混合系
でのE2によるＭ、加水分解における反応速度定数である。

従って､単独系および混合系の反応速度ⅥおよびV2(gtotal

sugaIMDは(5)および(6)式で表わせる。

Ｖ１＝ｋ+ｚＥ１Ｓ＋ｋ+ZiE2S （５）

Ｖ２=k+zE1S＋(k+２１+刷りEzS （６）
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ハ また､Ｅ10およびE20(初期酵素添tlU量)は(7)および(8)式で、

E1SおよびE2Sは(9)および(10)式で表わすことができる.
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相乗効果の定義より､相乗効果(Ｍ())は(5)~(10)式より(11）
式で与えられる。

1００

■
▲
●

ＦＩＥ：ＦＩＶＥ，kO2000＝６．４

ＦIIE：ＦＩＶＥ，ｋ+2000=３.O

FIIIE：ＦＩＶＥ，ｋ+2000＝４．６

６＝1/３

０１

（
』
三
巨
一
①
］
。
』
ロ
ロ
Ｅ
而
・
ト
ロ
Ｅ
）

二
Ｎ
＋
］
ｐ
ｏ
ｌ

Seff＝Ｖ２Ⅳ1＝１＋ (11）Ｅ１ｏｘ E2ox

ところで、(6)式よりMiE2sの反応速度で生成される糖量

が相乗効果分であると考えられ、これは(11)式の右辺第２項
に反映されている。この効果分はＥ２の相手方であるＥ１に

よる何らかの作用で加水分解速度が促進されて生じると考え

るのが妥当である。そこで､Ｍｉ'(gtotalsuga17gp,otcin/h）
を(12)式のようにE1S/ECなる因子で表わした｡ここでEC=E１０

+E20で初期添加酵素濃度(gplotcin/Ｄである。

１

0.2 1０－１１
１

日S/日(-）

Iogk+2Ｍ＝６１０９(ＢＳ/E､)+Iogk+2１１１

k+２m＝Ｍ１'(E1S/EC)β (12）
Fig.2．Relationshipbetweenk+2QandE1S/E0．

指数､βの値を求めるために､実測値よりＭ１Ⅱ(gtotalsugamIg
pmtein/h）とE1S/ＢＯＯとの相関関係を求めた。Ｈ9.2が得
られた結果である。

肥OE1)とFIVE⑪)の混合系ではk十２１１１=６４(gtotalsugal7g
pmtein/h)、Ｆ皿佗1）とFIVE⑱2）の混合系ではｋ+２１１=3.0

(gtotalsugalｿgpmteiMl)、およびｍｍＣＥ１）とFIVE⑪

の混合系ではｋ+Z1ii=4.6(gtotalsugal7gpmtein/h)が得られる。
即ち､ｋ+２１１１の値は成分の組合わせ方に依存しているカミー方､

βの値(直線の傾き)は成分の組合わせ方に依存せず〈β=1/３

の一定値が得られた。このようにして、（12)式とβ=１日の関
係から、（11)式を変形すると(13)式が得られる。
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組合わせた両成分の反応動力学定数（Ｋｍ値および反応速度

定数）が与えられても､ｋ+２１１１が成分の組合わせ方によって

変化するので、相乗効果の大きさは(13)式により求めること

ができない。しかしながら、相乗効果の有無の判別は('3)式
を変形した(14)式で行うことができる。

F堰.3．ThcvalucsofYcalQdatedwiIhlhcdiscliminantofEq(14)．
ThccomponemthavinghigllcrKmvalucintwooeUulasc

componentswasusedasE10．

3-4相乗効果有無判別式の有効性

（M)式を用いて、２成分組合わせ系での各種混合比におけ
るＹ値を求めた結果をFig.３に示している。ここでは、仮に

E10:Ｅ２０＝，：１の場合に得られるＹ値を１としたときの値

を示している。相乗効果のある組合わせ系では最適組合わせ
比での値(WYD:1）が大きく、相乗効果のない組合わせ系

ではその値が小さくなることが分かった。この結果はFig.１
（実験値）の相乗効果の結果と非常によく一致している。従
って、各セルラーゼ成分の反応動力学定数を求めるだけで、
２成分を組合わせた場合の相乗効果の有無が容易に判定でき
るので非常に有効な式と考えられる。

Y＝(Scff‐１)/k+２１m＝ (14）1,2＋、

ここで、Ｙ（‐）を相乗効果有無判別式とよぶ。
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4．結論

1)ZWlOd巳,7,,ﾉｉ７ｉＺｌＢの生産するセルラーゼを精製して得ら
れた各セルラーゼ成分の反応動力学定数を求めた。

2)精製セルラーゼのＺ成分混合系でのＭＣＣカロ水分解にお
ける相乗効果を実測した。相乗効果の起こる組合わせと、

起こらない組合わせがあり少なくとも各成分のＨ、値力湘

乗効果発現に影響を及ぼしていると思われる。

3)理論的考察により、各セルラーゼ成分の反応動力学定数
を用いた相乗効果有無判別式を誘導し、実測値とよく一致

した判定ができることが分かった（但し、より大きいＫｍ

値を持つ成分の方をＥ１Ｏとし、より小さいＫｍ値を持つ成

分の方をE20とする）。
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