
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
DSM　 7003で寄託されたケラチン分解性のフェルビドバクテリウムペンナヴォランス微生
物の菌株Ｗ。
【請求項２】
請求項１記載の微生物を含む培養物から得られ、この場合
－最適な温度（ pH10で）は 70～ 90℃の範囲内にあり；
－最適な pH（ 80℃で）は pH7～ pH11の範囲内にあり；
－ゲル濾過は約 200000ダルトンの分子量を有する酵素または酵素複合体を示し、かつ SDS
活性ゲルを用いての分子量測定は約 200000～約 330000の範囲内の２つのバンドを示し；
－ E4 0 5値（盲検値に対して）は 60℃、燐酸塩緩衝液 pH7中の基質 0.2mMおよび酵素抽出液 0.
3mg/ml、測定区間 1cmで 17時間のインキュベーション後にＮ－スクシニル－ Phe－ pNA、Ｎ
－スクシニル－ Ala－ Ala－ Pro－ Phe－ pNAおよびＺ－ Arg－ pNAの場合に 0.5を上廻り、Ｈ－
Gly－ Glu－ pNAの場合に 0.3～ 0.5の間にあり、アセチル－ Ala－ pNAの場合に 0.1～ 0.3の間
にあり、かつベンゾイル－ DL－ Arg－ pNA、Ｚ－ Gly－ Pro－ pNA、ベンゾイル－ Lys－ pNA、
Ｚ－ Arg－ pNAおよびアセチル－ Tyr－ pNAの場合に 0.1以下であり；
－次の阻害剤は記載した濃度の際に例えば次の残留活性：

10

JP 3547434 B2 2004.7.28



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を示し；
－温度安定性は次の通り：
－ pH7および 8.5で 20時間に亘って 70℃および 80℃で安定、
－ 90℃で４時間後 10％未満で残留活性；
－ pH10、 80℃および 90℃で 15分後に活性の全損失、
－ 70℃で残留活性約 40％で６時間後、 20時間後に全損失
を示し、この場合培養物の上澄み液は分離されかつ場合によっては濃縮される酵素組成物
。
【請求項３】
請求項１記載の微生物を含む培養物から得られ、この場合
－最適な温度（ pH10で）は 70～ 90℃の範囲内にあり；
－最適な pH（ 80℃で）は pH7～ pH11の範囲内にあり；
－ゲル濾過は約 200000ダルトンの分子量を有する酵素または酵素複合体を示し、かつ SDS
活性ゲルを用いての分子量測定は約 200000～約 330000の範囲内の２つのバンドを示し；
－ E4 0 5値（盲検値に対して）は 60℃、燐酸塩緩衝液 pH7中の基質 0.2mMおよび酵素抽出液 0.
3mg/ml、測定区間 1cmで 17時間のインキュベーション後にＮ－スクシニル－ Phe－ pNA、Ｎ
－スクシニル－ Ala－ Ala－ Pro－ Phe－ pNAおよびＺ－ Arg－ pNAの場合に 0.5を上廻り、Ｈ－
Gly－ Glu－ pNAの場合に 0.3～ 0.5の間にあり、アセチル－ Ala－ pNAの場合に 0.1～ 0.3の間
にあり、かつベンゾイル－ DL－ Arg－ pNA、Ｚ－ Gly－ Pro－ pNA、ベンゾイル－ Lys－ pNA、
Ｚ－ Arg－ pNAおよびアセチル－ Tyr－ pNAの場合に 0.1以下であり；
－次の阻害剤は記載した濃度の際に例えば次の残留活性：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を示し；
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－温度安定性は次の通り：
－ pH7および 8.5で 20時間に亘って 70℃および 80℃で安定、
－ 90℃で４時間後 10％未満で残留活性；
－ pH10、 80℃および 90℃で 15分後に活性の全損失、
－ 70℃で残留活性約 40％で６時間後、 20時間後に全損失
を示し、この場合細胞は溶解される酵素組成物。
【請求項４】
微生物は酵素生産もしくは酵素誘導のためにトリプトン媒体中で培養されたものである、
請求項２または３記載の酵素組成物。
【請求項５】
請求項１記載の微生物を含む培養物から得られる酵素組成物において、酵素組成物がプロ
テアーゼ活性を有する１つまたはそれ以上の酵素を含有し、この場合
－最適な温度（ pH10で）は 70～ 90℃の範囲内にあり；
－最適な pH（ 80℃で）は pH7～ pH11の範囲内にあり；
－ゲル濾過は約 200000ダルトンの分子量を有する酵素または酵素複合体を示し、かつ SDS
活性ゲルを用いての分子量測定は約 200000～約 330000の範囲内の２つのバンドを示し；
－ E4 0 5値（盲検値に対して）は 60℃、燐酸塩緩衝液 pH7中の基質 0.2mMおよび酵素抽出液 0.
3mg/ml、測定区間 1cmで 17時間のインキュベーション後にＮ－スクシニル－ Phe－ pNA、Ｎ
－スクシニル－ Ala－ Ala－ Pro－ Phe－ pNAおよびＺ－ Arg－ pNAの場合に 0.5を上廻り、Ｈ－
Gly－ Glu－ pNAの場合に 0.3～ 0.5に間にあり、アセチル－ Ala－ pNAの場合に 0.1～ 0.3の間
にあり、かつベンゾイル－ DL－ Arg－ pNA、Ｚ－ Gly－ Pro－ pNA、ベンゾイル－ Lys－ pNA、
Ｚ－ Arg－ pNAおよびアセチル－ Tyr－ pNAの場合に 0.1以下であり；
－次の阻害剤は記載した濃度の際に例えば次の残留活性：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を示し；
－温度安定性は次の通り：
－ pH7および 8.5で 20時間に亘って 70℃および 80℃で安定、
－ 90℃で４時間後 10％未満で残留活性；
－ pH10、 80℃および 90℃で 15分後に活性の全損失、
－ 70℃で残留活性約 40％で６時間後、 20時間後に全損失
を示すことを特徴とする、請求項１記載の微生物を含む培養物から得られる酵素組成物。
【請求項６】
蛋白質もしくはこの蛋白質を含む物質を酵素的に加水分解する方法において、加水分解を
請求項２から５までのいずれか１項に記載の酵素組成物および／または請求項１記載の微
生物を用いて実施することを特徴とする、蛋白質を酵素的に加水分解する方法。
【請求項７】
ペプチドを 50℃を上廻る温度でオリゴペプチドおよび／またはアミノ酸に加水分解する方
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法において、加水分解を請求項２から５までのいずれか１項に記載の酵素組成物および／
または請求項１記載の微生物を用いて実施し、加水分解を 50℃～ 105℃の温度および pH4な
いし 11未満で行なうことを特徴とする、ペプチドの加水分解方法。
【請求項８】
ペプチドを温度 70℃以上でオリゴペプチドおよび／またはアミノ酸に加水分解する方法に
おいて、加水分解を請求項２から５までのいずれか１項に記載の酵素組成物および／また
は請求項１記載の微生物を用いて実施し、分解を嫌気的に実施することを特徴とする、ペ
プチドの加水分解方法。
【請求項９】
加水分解を嫌気的に実施する、請求項７または８に記載の方法。
【請求項１０】
加水分解を pH4～ 12で実施する、請求項８記載の方法。
【請求項１１】
請求項１記載の中温生物の微生物を、 70℃以上で水性媒体中でペプチドと反応させるか、
または請求項１記載の微生物を水性媒体中で 70℃以上に加熱し、水性媒体に、場合によっ
ては沈殿した成分の分離後にペプチドを添加することを特徴とする、ペプチドの加水分解
方法。
【請求項１２】
ケラチンまたはケラチン含有物質を加水分解前に温度 120℃以上で前処理しない、請求項
７から 11までのいずれか１項に記載の加水分解方法。
【請求項１３】
使用した基質の少なくとも 50重量％の溶解後に１つまたはそれ以上のペプチダーゼを用い
て水解物を後処理する、請求項７から 12までのいずれか１項に記載の加水分解方法。
【請求項１４】
加水分解を、添加した溶解していない基質が早くとも３時間後に溶解するような酵素量、
pHおよび温度で実施することを特徴とする、請求項７から 13までのいずれか１項の記載の
加水分解方法。
【請求項１５】
加水分解を、添加した溶解していない基質が 24時間後に少なくとも 50重量％が溶解するよ
うな酵素量、 pHおよび温度で実施する、請求項 14記載の加水分解方法。
【発明の詳細な説明】
発明の技術分野
本発明は、蛋白質分解の性質を有する新規微生物、該微生物によって得られる酵素組成物
、蛋白質を酵素的に加水分解する方法ならびに殊にケラチンを加水分解する方法に関する
。
技術水準に関する記載
特殊な酵素のプロテアーゼは、蛋白質を加水分解し、その際にオリゴペプチドおよび最終
的にアミノ酸が生成されることが知られている。この酵素は、例えばシュードモナス（ Ps
eudmonas）属、バシルス（ Bacillus）属またはプロテウス（ Proteus）属の細菌類の中の
微生物によっても形成される。若干の酵素、所謂好熱性酵素は、≧ 70℃の温度の場合であ
っても上記の活性を示し、かつそれによって殊に工業的に重要な加水分解を可能にする。
このような好熱性酵素の源は、例えば好熱性微生物である。このことに関しての概要は、
K.Peek他の刊行物“ Thermophilic Ezymes as Industrial Catalysts?"BFE　９、 No.7/8、
第 466～ 470頁（ 1992）に記載されている。 70℃を上廻る温度でなおある程度の活性を示す
もう１つの酵素は、 Biosci.Biotech.Biochem.,56（ 10），第 1667～ 1669頁（ 1992）の記載
から公知である。この酵素は、通常の蛋白質分解の性質とともにある程度のケラチナーゼ
活性をも示す。即ち、この酵素を用いた場合には、実際に毛は 90℃までの温度で攻撃され
たが、しかし、この結果、酵素が記載された条件下で既に 10分間後に活性の半分を失って
いたとしても 11.1の pHで１時間の時間に亘って攻撃された（ Appl.Microbiol.Biotechnol.
（ 1989） 30、第 120～ 124頁、参照）。 80℃を上廻る温度でヒトの毛それ自体の Biosci.の
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第 2b図に記載された分解により、むしろなおいっそう高度な分解が示されるので、この分
解は、酵素失活のために化学的性質および非酵素的性質を示さなければならない。この記
載された酵素の 70℃で著しく減少する安定性のために、この酵素は不適当である。例えば
、羽、角または毛中に存在するようなケラチンは、工業的尺度で、即ち数時間ないし数日
内で分解を生じる。それというのも、完全に酵素的な分解のために、３時間未満、殊に明
らかに１時間の場合よりも急速に分解するケラチン量のみを添加することができるからで
ある。
発明の開示
本発明の課題は、蛋白質分解の性質を使用し、ならびに天然産物中のケラチンを比較的短
時間で分解することができる微生物を単離しかつ提供することにある。従って、本発明の
課題は、この微生物によって得られるケラチン分解性の酵素組成物および殊にケラチンを
分解する方法でもある。
微生物に関連して、課された課題は、請求項１に記載された対象によって解決される。
微生物の菌株Ｗは、トイチェン　ザンムルング　フュア　ミクロオルガニスメン　ウント
　ツェルクルトゥーレン社（ Deutschen Sammlung fuer Mikroorganismen und Zellkultur
en GmbH）、マッシェローダー通り（ Mascheroder Weg） 1b、Ｄ－ 3300　 Braunschweig、に
1992年３月 12日付けで寄託され、かつ寄託番号 DSM　 7003を得た。この微生物は、その性
質のために、フェルビドバクテリウム　ペンナヴォランス（ Fervidobacterium pennavora
ns）の名称を得た。
この微生物は、生存可能であり、かつブダペスト条約により特許法の目的のために微生物
の寄託の国際的承認に関連して寄託され、かつ自由に取得される。相応する基本的書類、
説明書および正式文書 PCT/RO/134は、本明細書に添付されている。
この微生物ならびにこの微生物から形成されるプロテアーゼは、良好な活性を提供し、し
たがってこの微生物から得ることができる酵素組成物も蛋白質、殊にケラチンもしくはケ
ラチン含有物質に対する良好な試験管内での活性を提供する。従って、この酵素組成物は
、微生物から単離されて使用することができる。
フェルビドバクテリウム　ペンナヴォランス（ F.pennavorans）は、最初の公知の好熱性
微生物であり、羽（例えば、鶏の羽）は基質として使用され、かつこのことは、極めて良
好である。
新規の微生物ならびに酵素組成物を用いた場合には、不溶性の構造蛋白質が処理されるだ
けでなく、可溶性の蛋白質も処理される。分解は完全に行なうことができるが、しかし、
一般に個々のアミノ酸とともに短いペプチド配列も生成され、このペプチド配列は、必要
に応じて工業的にさらに使用することもできる。この生物学的分解は、従来の方法と比較
して特に、蛋白質の化学的処理および／または機械的処理を不用にすることができるとい
う利点を有する。新規の微生物もしくは酵素組成物を使用した場合のもう１つの利点は、
酵素の熱安定性のために高い温度で有利にペプチド結合の加水分解を行なうことができ、
かつそれによって生物学的処理を全体的に汚染から保護し、したがって特に病原性の微生
物による汚染に不利に作用しうるということにある。蛋白質分解で得られるオリゴペプチ
ドもしくは個々のアミノ酸は、多数の微生物に有利な基質であるので、本発明により可能
な処理形式は、殊に工業的使用に著しく好ましい。より高い温度により、より良好な基質
可溶性および基質に対するより軽い攻撃が得られる。更に、本発明による酵素組成物は、
とにかく、例えば SDSおよび尿素に対して著しく安定性である。
新規の微生物もしくは酵素組成物は、ケラチン含有物質の有利な分解とともに、例えば蛋
白質含有廃棄物の除去のために使用することもでき、この場合には、例えばメタン細菌類
のような別の微生物との組合せ物でさらに利点を生じる。形成されるペプチドまたはアミ
ノ酸がさらにメタンに反応される場合には、同時にエネルギーの節約を行なうことができ
る。その上、例えばアルコールまたは別の酸を形成させることもできる。
本発明に属する酵素組成物は、微生物の菌株Ｗを含有する培養物から得ることができ、こ
の場合
－最適な温度（ pH10で）は 70～ 90℃の範囲内にあり；
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－最適な pH（ 80℃で）は pH7～ pH11の範囲内にあり；
－ゲル濾過は約 200000ダルトンの分子量を有する酵素または酵素複合体を示し、かつ SDS
活性ゲルを用いての分子量測定は約 200000～約 330000の範囲内の２つのバンドを示し；
－ E4 0 5値（盲検値に対して）は 60℃、燐酸塩緩衝液 pH7中の基質 0.2mMおよび酵素抽出液 0.
3mg/ml、測定区間 1cmで 17時間のインキュベーション後にＮ－スクシニル－ Phe－ pNA、Ｎ
－スクシニル－ Ala－ Ala－ Pro－ Phe－ pNAおよびＺ－ Arg－ pNAの場合に 0.5を上廻り、Ｈ－
Gly－ Glu－ pNAの場合に 0.3～ 0.5の間にあり、アセチル－ Ala－ pNAの場合に 0.1～ 0.3の間
にあり、かつベンゾイル－ DL－ Arg－ pNA、Ｚ－ Gly－ Pro－ pNA、ベンゾイル－ Lys－ pNA、
Ｚ－ Arg－ pNAおよびアセチル－ Tyr－ pNAの場合に 0.1以下であり；
－次の阻害剤は記載した濃度の際に例えば次の残留活性：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を示し；
－温度安定性は次の通り：
－ pH7および 8.5で 20時間に亘って 70℃および 80℃で安定、
－ 90℃で４時間後 10％未満で残留活性；
－ pH10、 80℃および 90℃で 15分後に活性の全損失、
－ 70℃で残留活性約 40％で６時間後、 20時間後に全損失
を示し、この場合培養物の上澄みは、分離されかつ場合によっては濃縮される。同様に、
１つの酵素組成物は、微生物の菌株Ｗを含有する培養物から得ることができ、この場合
－最適な温度（ pH10で）は 70～ 90℃の範囲内にあり；
－最適な pH（ 80℃で）は pH7～ pH11の範囲内にあり；
－ゲル濾過は約 200000ダルトンの分子量を有する酵素または酵素複合体を示し、かつ SDS
活性ゲルを用いての分子量測定は約 200000～約 330000の範囲内の２つのバンドを示し；
－ E4 0 5値（盲検値に対して）は 60℃、燐酸塩緩衝液 pH7中の基質 0.2mMおよび酵素抽出液 0.
3mg/ml、測定区間 1cmで 17時間のインキュベーション後にＮ－スクシニル－ Phe－ pNA、Ｎ
－スクシニル－ Ala－ Ala－ Pro－ Phe－ pNAおよびＺ－ Arg－ pNAの場合に 0.5を上廻り、Ｈ－
Gly－ Glu－ pNAの場合に 0.3～ 0.5の間にあり、アセチル－ Ala－ pNAの場合に 0.1～ 0.3の間
にあり、かつベンゾイル－ DL－ Arg－ pNA、Ｚ－ Gly－ Pro－ pNA、ベンゾイル－ Lys－ pNA、
Ｚ－ Arg－ pNAおよびアセチル－ Tyr－ pNAの場合に 0.1以下であり；
－次の阻害剤は記載した濃度の際に例えば次の残留活性：
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を示し；
－温度安定性は次の通り：
－ pH7および 8.5で 20時間に亘って 70℃および 80℃で安定、
－ 90℃で４時間後 10％未満で残留活性；
－ pH10、 80℃および 90℃で 15分後に活性の全損失、
－ 70℃で残留活性約 40％で６時間後、 20時間後に全損失
を示し、この場合細胞は、溶解される。記載した種類の酵素組成物を取得するために、微
生物の菌株Ｗを酵素生産もしくは酵素誘導のためにトリプトン媒体中で培養することは有
利である。
また、本発明には、殊に上記の記載のように得ることができる酵素組成物も属し、この場
合この酵素組成物は、１つまたはそれ以上の酵素を維持することができ、かつ蛋白質活性
を有することができ、この場合、
－　最適な温度（ pH10で）は、 70～ 90℃の範囲内、殊に 80℃であり；
－　最適な pH（ 80℃で）は、 pH7～ pH11の範囲内、殊に pH9～ pH10の範囲内にあり；
－　ゲル濾過は、約 200000ダルトンおよびそれ以上の分子量を有する蛋白質分解酵素また
は酵素錯体を示し、 SDS活性ゲルを用いての分子量の測定は、約 200000～約 330000の範囲
内の２つのバンドを示し；
－　 60℃、燐酸塩緩衝液 pH7中での基質 0.2mMおよび酵素粗製抽出液 0.3mg/ml、測定区間 1c
mで 17時間のインキュベーション後の E405値（盲試験値に対して）は、Ｎ－スクシニル－ P
he－ pNa、Ｎ－スクシニル－ Ala－ Ala－ Pro－ Phe－ pNaおよびＺ－ Arg－ pNAの場合に＞ 0.5
であり、Ｈ－ Gly－ Glu－ pNaの場合に 0.3～ 0.5の間にあり、アセチル－ Ala－ pNaの場合に 0
.1～ 0.3の間にあり、かつベンゾイル－ DL－ Arg－ pNa、Ｚ－ Gly－ Pro－ pNa、ベンゾイル－
Lys－ pNa、Ｚ－ Arg－ pNaおよびアセチル－ Tyr－ pNaの場合に 0.1よりも低く；
－次の抑制因子は、記載した濃度の際に次の残留性を生じ：
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－　熱安定性は、次の通りである：
－　 pH7および 8.5で 20時間に亘って 70℃および 80℃で安定性、
－　 90℃で６時間後に残留活性 10％未満、
－　 pH10、 80℃および 90℃で 15分後に活性の全損失、
－　 70℃で６時間後に残留活性約 40％、 20時間後に全損失。
１つまたはそれ以上の酵素を表わすことができる“酵素組成物”の名称が選択された。そ
れというのも、蛋白質分解活性抽出液は、極めて高い分子量を有するからである（ゲル濾
過の場合にスーパーデックス（ Superdex） 200に対して約 200000および SDS－ PAGE（ナトリ
ウムドデシルスルフェートポリアクリルアミド勾配ゲルスラブ電気泳動法）の場合に基質
としてのゲランチン 0.1％を有するアミド黒色染色ゲルに対して約 330000）。このことは
、酵素錯体が存在する可能性を暗示するが、しかし、この酵素錯体は、記載した条件下で
は分離不可能であり、同一かまたは異なる副次的単位を有する。
原理的に、本発明による酵素組成物ならびに本発明による方法は、他の酵素もしくは酵素
組成物を用いて相応する安定性の際に直接に組み合わせることができ、他の場合には、前
接続されてかまたは後接続されて組み合わせることができる。それによって、例えば本発
明により大きいペプチド、殊に不溶性のペプチドの分解によって生成されるオリゴペプチ
ドのアミノ酸への分解は、促進することができる。
微生物の菌株Ｗおよび／または記載された酵素組成物は、蛋白質、例えば殊にケラチンの
分解に使用されるか、もしくはこの蛋白質を含むような物質、殊に羽、角または毛の分解
に使用される。この場合、特に有利なのは、羽の分解である。それというのも、まさにこ
の分解は、羽およびその組成物の特殊な分解のためにこれまで酵素的に調整することは特
に困難であったからである。
養鶏場からは羽の廃棄物 10000t/a以上が生じかつ羽の約 95重量％はβ－ケラチンからなる
ので、本発明は、アミノ酸への羽の純粋な化学分解に対する有利な選択性を提供する。
更に、微生物の菌株Ｗは、ケラチナーゼをコード化する遺伝子を分離するためおよび／ま
たはケラチナーゼをコード化する遺伝子を別の微生物中に挿入するために使用される。こ
の場合には、ヴィンナーカー（ Winnaker E.L.）著 ,Gene und Klone:Eine Einfuehrung in
 die Gentechnologie,VCH,Weinheim,1985;マニアティス（ Maniatis），フリッチュ（ Frit
sch），サムブロック（ Sambrock）著 ,Molecular Cloning,A Laboratory　 Manual,Cold Sp
ring Harbour Lab.New York,1989の記載と同様に通常実施されるかもしくは実施可能な方
法が重要であり、この場合ケラチナーゼをコード化する遺伝子は、微生物の菌株Ｗから、
例えば大腸菌（ E.coli）またはバシラス（ Bacillus）中に挿入され、次に大腸菌は、ケラ
チナーゼの取得のために培養される。更に、ケラチナーゼは、温度安定性のために容易に
この大腸菌またはバシラスから加熱によって分離されることができる。微生物の菌株Ｗは
、嫌気性微生物として緩徐にのみ培養されることができるので、容易に培養することがで
きる大腸菌またはバシラスへの本発明による挿入は、迅速な培養およびより高い酵素収量
を可能にする。
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ペプチド、殊にケラチンまたはケラチン含有物質、例えば羽、角または毛をオリゴペプチ
ドおよび／またはアミノ酸に＞ 50℃の温度で１つまたはそれ以上の酵素を用いて加水分解
するための本発明に属する方法は、加水分解を 50℃～ 105℃の温度で行ない、この場合 pH
は４～＜ 11に調節されかつこの場合には添加される酵素量の選択、殊に温度および pHの選
択によって配慮され、酵素分解が場合により随伴される化学的分解の数倍の規模であるよ
うに実施される。この場合、特に好ましいのは、最高で 10.5の pHである。 pHが高くなれば
なるほど、化学分解の割合はますます高くなり、この場合には、同時にラセミ化されたア
ミノ酸の量またはラセミ化されたアミノ酸を有するオリゴペプチドの量は、増大する。
更に、本発明によれば、ペプチド、殊にケラチンまたはケラチン含有物質、例えば羽、角
または毛をオリゴペプチドおよび／またはアミノ酸に≧ 70℃の温度で１つまたはそれ以上
の酵素を用いて加水分解するための１つの方法を実施することができ、この場合酵素分解
は、嫌気性である。特に有利なのは、嫌気性分解を最初に記載した方法に転用することで
ある。原則的に、嫌気性の方法は、 pH4～ 12で実施することができ、この場合には、さら
に 11以下、殊に 10.5までの pHが有利である。嫌気性の分解を用いた場合には、特に清潔な
アミノ酸を取得することができ、殊に硫黄含有アミノ酸、例えばシスチンおよびシステイ
ンは酸化されない。
また、第３の変法も有利であり、この場合ペプチド、殊にケラチンまたはケラチン含有物
質、例えば羽、角または毛は、１つまたはそれ以上の酵素によりオリゴペプチドおよび／
またはアミノ酸に加水分解され、この場合には、上記の記載のように得ることができかつ
≧ 70℃で活性のプロテアーゼ、殊にケラチナーゼをコード化する１つの遺伝子を含有する
中温生物の微生物が使用され、この場合中温性の微生物は、≧ 70℃で水性媒体中で蛋白質
、殊にケラチンまたはケラチン含有物質と反応されるか、または記載された遺伝子を含有
する中温性の微生物は、水性媒体中で≧ 70℃に加熱され、この水性媒体には、場合により
例えば中温性の微生物の一部のような沈殿した成分の分離後に蛋白質、殊にケラチンまた
はケラチン含有物質が添加される。プロテアーゼ、殊にケラチナーゼをコード化する遺伝
子は、殊に上記のように中温生物の微生物に挿入された遺伝子である。この方法は、殊に
羽の工業的ペプチド加水分解に殊に適当である。
この方法は、実際に汚染不含の作業を可能にし、この場合得られたアミノ酸および／また
はオリゴペプチドは、比較的清潔に生じるか、もしくは例えば微生物の一部のような場合
による汚染物と、簡単に、例えば濾過によって分離されることができる。
本発明によれば、特に不溶性の蛋白質、例えばケラチンまたはケラチン含有物質、例えば
羽、毛または角を＞ 50℃の温度で１つまたはそれ以上の酵素を用いてオリゴペプチドおよ
び／またはアミノ酸に加水分解するためのもう１つの方法が好ましく、この場合加水分解
は、添加された不溶性の基質、殊に羽、毛または角が早期に３時間後に溶解するような酵
素量、 pHおよび温度で実施され、この場合特に有利には、この基質は、 24時間後に少なく
とも 50重量％が溶解している。好ましくは、この方法は、１～４時間後に中断され、この
場合には、さらに殊に少なくとも 80重量％、特に 90重量％を超えて、特に有利には実際に
全体の基質が溶解されている。
前記方法でケラチンまたはケラチン含有物質、殊に羽を使用する場合には、有利に例えば
オートクレーブ処理のような前処理、殊に≧ 130℃の温度での処理、特に有利に≧ 120℃で
の前処理は不用とされる。このような前処理は、羽の加水分解の場合にこれまで常用され
てきたものであるが、しかし、この場合には、アミノ酸の著量がラセミ化される。
本発明によれば、前記方法は、２工程で実施されることができ、即ち使用される基質の少
なくとも一部の溶解後、殊に使用される基質の 50重量％を上廻る溶解後に、水解物は、場
合によっては別の条件（温度、 pH）下で１つまたはそれ以上の別のペプチダーゼを用いて
後処理される。この結果、生成されるオリゴペプチドの迅速な加水分解または概して先行
する加水分解が使用される。
また、本発明には、蛋白質、殊にケラチンを酵素的に加水分解するかもしくはこの蛋白質
を含むような物質、殊に羽、角または毛を酵素的に加水分解するための方法も属しており
、この場合加水分解は、上記の加水分解組成物の１つおよび／または微生物の菌株Ｗを用
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いて実施される。原則的に上記の酵素組成物は、全ての本発明による方法に使用可能であ
る。
【図面の簡単な説明】
次に、本発明を実施例および図面につき詳説する。
図１は、本発明による酵素組成物の pHの最適値を示し；
図２は、図１による酵素組成物の温度の最適値を示し；
図３は、この酵素組成物の酵素活性を示し；
図４は、トリプトンの添加下での図３と同様の酵素活性を示し；
図５は、可溶性基質の酵素的分解を示し；
図６は、不溶性基質の酵素的分解を示し、かつ
図７は、２日間での羽の分解を示す。
発明を実施するための詳細な記載／方法
菌株の特性決定
新規の微生物の菌株Ｗをアゾレン（ Azoren）の熱い源から分離した。この菌株は、窒素雰
囲気下で 70℃で培養することができる。このために、フンガテ（ Hungate）小管を使用す
ることができ、この小管は、次の組成の媒体で充填される：
K2 HPO4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.6g
NaH2 PO4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　  1.0g
（ NH4） 2 SO4　　　　　　　　　　　　　　　　　  1.5g
NaCl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 3.0g
CaCl2× 2H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　　  0.1g
MgSO4× 7H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　　  0.3g
FeCl2× 6H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　　 6.0mg
トリプトン　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.0g
酵母抽出液　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.0g
痕跡要素　　　　　　　　　　　　　　　　　　  1.0ml
ビタミン　　　　　　　　　　　　　　　　　　  1.0ml
レサズリン（ Resazurin）（ 1mg/ml）　　　　　　 1.0ml
NaHCO3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.0g
システイン HCl　　　　　　　　　　　　　　　　  0.5g
1.0リットルになるまでの蒸留水（ aqua dest）の添加
pH（ 6N　 HClで） 6.0（オートクレーブ処理後に約 6.3）
痕跡要素：
MnCl2× 4H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.0 g
CoCl2× 6H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.0 g
NiCl2× 6H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.5 g
ZnCl2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.5 g
CuSO4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.5 g
H3 BO4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.2 g
Na2 MoO4× 2H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　 0.1 g
Na2 SeO3× 5H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　 0.1 g
VOSO4× 5H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.03g
1.0リットルになるまでの蒸留水（ aqua dest）の添加
ビタミン溶液：
ビオチン　　　　　　　　　　　　　　　　　　  0.2 g
葉酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　  0.2 g
ピリドキシン /HCl　　　　　　　　　　　　　　  1.0 g
チアミン /HCl　　　　　　　　　　　　　　　　  0.5 g
リボフラビン　　　　　　　　　　　　　　　　  0.5 g
ニコチン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　  0.5 g
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DL－カルシウムパントテネート　　　　　　　　  0.5 g
ビタミン B12　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.01g
ｐ－アミノベンゾエート　　　　　　　　　　　  0.5 g
リポン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　  0.5 g
1.0リットルになるまでの蒸留水（ aqua dest）の添加
1Nの NaOHで pH　 7.0
基質として、媒体にトリプトンまたは不溶性蛋白質 0.2％が例えば羽の形で添加される。
引続き、フンガテ（ Hungate）小管を窒素で通気する。その後に、滅菌を例えば 120℃で 30
分間のように一般に常用の条件下で行なう。勿論、構造蛋白質を使用する場合には、天然
の蛋白質を変性しないようにするために、より低い温度、例えば 100℃で 60分間滅菌する
。引続き、インキュベーションは、高い温度、殊に 70℃で行なうことができる。細胞は、
嫌気性の条件下で約８～ 12時間成長し、この場合構造蛋白質の分解は、３日後に確認する
ことができる。
胞子の形成は、胞子媒体上での培養の際にグルコースを用いてもグルコースを用いなくと
も検出することができなかった。ペルオキシダーゼ試験により、カタラーゼは検出するこ
とができなかった。
更に、新規の微生物の菌株Ｗは、次の分解性の性質を示す；

ラクトース　　　　　　　　　　　　　　　　　－
グルコース　　　　　　　　　　　　　　　　　－
フルクトース　　　　　　　　　　　　　　　　－＊
マルトース　　　　　　　　　　　　　　　　　＋
キシロース　　　　　　　　　　　　　　　　　＋
アミラーゼ　　　　　　　　　　　　　　　　　＋
アラビノース　　　　　　　　　　　　　　　　－
イヌリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
トウィーン（ Tween） 80　　　　　　　　　　　  －
HEC（セルロース）　　　　　　　　　　　　　  －
プルラン　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋
グリコーゲン　　　　　　　　　　　　　　　　＋
澱粉　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋
ゼラチン　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
ペプトン　　　　　　　　　　　　　　　　　　－＊
バクトペプトン　　　　　　　　　　　　　　　－＊
コラーゲン　　　　　　　　　　　　　　　　　－
カゼイン　　　　　　　　　　　　　　　　　　－＊
トリプトン　　　　　　　　　　　　　　　　　＋
アミロペクチン　　　　　　　　　　　　　　　－
スクシネート　　　　　　　　　　　　　　　　－
酵母抽出液　　　　　　　　　　　　　　　　　＋
グラム性の性質　　　　　　　　　　　　　グラム陰性
KOH試験　　　　　　　　　　　　　　　　  反応なし
キシラナレバン（ Xylanaleban）　　　　　　　  －
＊　不明瞭
HPLCを用いて DNAのグアノシン＋シトシン含量を測定することにより、平均的でＧ＋Ｃ＝ 4
0.0± 0.6モル％（３回の測定）が明らかになった。測定は、 DNAの分離に関しては Anal.Bi
ochem.81,（ 1977） ,461～ 466の記載と同様に行なわれ ;DNA分解、対照 DNAならびにＧ＋Ｃ
測定に関しては Int.J.Syst.Bact.39,（ 1989） ,159～ 167の記載と同様に行なわれ、かつク
ロマトグラフィー条件に関しては FEMS Microbiology Letters 25,（ 1984） ,125～ 128の記
載と同様に行なわれた。
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前カラムのヌクレオシル（ NUCLEOSIL） 100－ 5C18（ 20× 4mm）を有する分析用カラムのヌ
クレオシル（ NUCLEOSIL） 100－ 5C18（ 250× 4mm）；温度 26℃、展開剤 0.6モルの（ NH4） H2
PO4:アセトニトリル 80:6（ v/v）、 pH4.4、 0.7ml/min、圧力約 120バール、非メチル化λ－
DNAを用いての校正（Σ）、Ｇ＋Ｃ含量 49.858モル％、 P1ヌクレアーゼを用いての DNA分解
および牛血清（牛アルカリホスファターゼ）からのアルカリホスファターゼを用いての脱
ホスホキシル化。
粗製抽出液の製造
発酵器培養の細胞（約 1g/Na燐酸塩 20ml、 50mM、 pH6.8－緩衝液）を超音波につき分解する
。（ 15分間、ズッフェ（ Sufe）、平均超音波処理ピーク、ブランソン　ソニフィーア（ Br
anson Sonifier））。得られた分解物に対して顕微鏡的検査を行なった後、粗製抽出液を
４℃で 20分間 35000×ｇ遠心分離する。こうして得られた上澄み液を酵素試験に使用する
。
活性：約 0.3～ 0.8U/ml、分解に応じて。
蛋白質：約１～ 2mg/ml。
蛋白質分解活性の測定
可溶性蛋白質に対する蛋白質分解活性の測定
可溶性蛋白質に対する蛋白質分解活性の測定の原理は、例えばカゼインまたは牛血清アル
ブミンのような蛋白質からの酵素活性によって芳香族アミノ酸が遊離されることに基づく
ものである。このことは、反応の停止および 280nmで上澄み液中でのトリクロル酢酸での
非分解蛋白質の沈殿の後に測光法により検出することができる。
反応配合物
相応するＢ＆Ｒ－緩衝液（ Britton ＆  Robinson,J.Chem.Soc.（ 1931） ,p.1456.H3PO4　 0.
4モルにつき CH3 COOHおよび H3 BO3を含有する１つの溶液を 0.2Nの NaOHで望ましい pHに調節
する。）中の 0.25％（ w/v）のカゼイン溶液 0.45mlを氷上で酵素含有試料 0.05mlを用いて
Ｅカップ中にピペットで供給し、活性に応じて 60分まで酵素に最適な温度（ 80℃）および
pH値（ 10）でインキュベートする。引続き、この配合物に蛋白質の停止および沈殿の後に
10％の（ w/v）のトリクロル酢酸（ TCA） 0.5mlを添加し、室温で 15～ 30分間インキュベー
トし、次いで 13000rpmで 10分間エッペンドルフ（ Eppendorf）遠心分離器（ Heraeus Sepat
ech,Osterode）中で遠心分離する。澄明な上澄み液の吸光係数を 280nmで石英キュベット
中でインキュベートされてない盲検値に対して測定する。
酵素活性の測定のために、チロシン較正曲線を０～１μ M/配合物の範囲内でプロットする
。酵素活性（１単位）を、芳香族アミノ酸１μモル /minを遊離する量として定義する。較
正曲線の上昇により、次の計算式が明らかになる：
　
　
　
　
　
酵素組成物の製造
本発明による酵素組成物を得るために、純粋培養または混合培養で引用された細胞を 1000
0×ｇで分離し、したがって酵素組成物が上澄み液中に存在する。このことから、濃縮は
、例えばクロス－フロー－フィルトレーション（ Cross－ flow－ Filtration）またはアミ
コン（ Amicon）室を用いて行なうことができる。
しかし、酵素組成物中に存在する酵素の一部は膜結合されており、したがって酵素の取得
のために細胞が有利に分解されることが判明した。この分解は、例えば超音波またはフレ
ンチプレスを用いて行なうことができる。引続き、上記のように、酵素のもう１つの濃縮
は行なうことができる。
酵素組成物の特性決定
本発明による酵素組成物は、１つの酵素または多数の酵素からなることができる。この組
成物を新規の微生物を含有する混合培養から得る場合には、別の微生物の異質酵素が含有
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されていてもよい。
多数の試験において、酵素組成物のプロテアーゼ活性が測定された（ Klingeberg M.,Hasw
a F.,Antranikian G.,（ 1990） ,Properties of extremely thermostable protease from 
anaerobic hyperthermophilic bacteria.Appl.Microbiol.Biotechnol.43:715－ 719）。こ
の場合には、 0.25％の基質溶液（望ましい pH値のＢ＆Ｒ－緩衝液中のカゼイン）を使用し
、活性を上記の記載のように測定する。図１は、 80℃での pH最適値を示す。これは、 pH4
～ pH12の範囲内、特に pH7～ pH11の範囲内、殊に pH9～ pH10の範囲内にある。図２による温
度最適値を pH10で測定した。酵素活性を 50～ 105℃の広い範囲内、特に 70～ 90℃の範囲内
、殊に 80℃で確認する。熱安定性を測定するために、 15′後、 30′後、１時間後、２時間
後、３時間後、４時間後、５時間後、６時間後に試料を取り出し、活性を測定する。６時
間～ 20時間の間に云うに値する程（＞ 10％）の活性損失が生じないことは、安定を意味す
る。
プロテアーゼ活性に対する種々の阻害剤の影響
プロテアーゼ活性に対する種々の阻害剤の阻害効果により、酵素の活性中心および反応機
構により分解が生じ、フェニルメチルスルホニルフルオリド（ PMSF）およびジイソプロピ
ルフルオロホスフェート（ DFP）は、セリンプロテアーゼの活性中心でセリンの OH基に結
合し、かつセリンプロテアーゼの不可逆性を阻害する。エチレンジアミンテトラアセテー
ト Na2塩（ EDTA）は、金属キレートであり、かつ金属プロテアーゼを阻害する。システイ
ンが活性中心に存在するプロテアーゼは、ヨード酢酸によって不可逆的に阻害することが
できる。熱安定性プロテアーゼの活性中心を測定するために、 DFPおよび PMSFの加水分解
を阻止する目的で、この熱安定性プロテアーゼを相応する阻害剤と一緒に室温および pH7.
0でインキュベートする。
反応配合物：
緩衝液 50mM、 pH10中の 0.25％（ W/V）のカゼイン 470μｌ
酵素溶液 25μｌ
阻害剤菌株溶液５μｌ（下記参照）
阻害剤菌株溶液５μｌを使用する場合には、最終濃度は 1mMに相当する。阻害剤溶液 25μ
ｌ（最終濃度 5mM）を使用する場合には、相応して基質溶液 450μｌのみが使用される。配
合物を差当たり基質なしに室温で（１時間）インキュベートし、かつ引続き基質と一緒に
１時間酵素に適当な温度でインキュベートする。
インキュベート後、この反応を 10％（ w/v）のトリクロル酢酸溶液 500μｌを用いて停止さ
せ、残存する活性を上記の記載のように測定する。次の阻害剤溶液を使用する：
PMSF　　　　エタノール中 17.3％（ w/v）
EDTA　　　　２回蒸留した H2O中 3.56％（ w/v）
ヨード酢酸　２回蒸留した H2O中 14.4％（ w/v）
培養上澄み液のプロテアーゼによる色原体ペプチド基質の加水分解（ E4 0 5値）
プロテアーゼの基質特異性を測定するために、記載した色原体ペプチド基質を 0.2mMの最
終濃度で細胞不含の粗製抽出液と一緒にインキュベートする。
インキュベーションは、ペプチド物質の熱的加水分解もしくは pH依存の非酵素的加水分解
を阻止するために、プロテアーゼの温度最適値および pH最適値以下で行なわれる。
反応配合物：
Na－Ｐ－緩衝液 50mM、 pH7.0中の 0.2mM（ w/v）の基質溶液 900μｌ
酵素試料 100μｌ
60℃で 17時間のインキュベーション
引続き、遊離されたｐ－ニトロアニリンを直ちにインキュベートされてない盲検値に対し
て 405nmの吸光係数で測定する。
SDS－ゲル電気泳動
SDSゲルは、 1.5mmの層厚を有する。捕集ゲルの濃度は 4.5％（ w/v）であり、分離ゲルの濃
度は 11.5％（ w/v）である。ゲルの製造のために、次の溶液を使用する：
アクリルアミド溶液：
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アクリルアミド　　　　　　　　　　　　　　　  29.2g
N,N－メチレン－ビスアクリルアミド　　　　　　  0.8g
蒸留した H2 O　　　　　　　　　　 100mlになるまでの量
溶解されてない粒子を除去するために、この溶液を濾過する。
分離ゲル緩衝液：
トリス（α，α，α－トリス（ヒドロキシメチル）－メチルアミン）　　　　　　　　　
　　　　　　　 18.15g
SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.40g
蒸留した H2 O　　　　　　　　　　 100mlになるまでの量
SDSの添加前に、 pH値を濃 HClで 8.9に調節する。
捕集緩衝液：
トリス　　　　　　　　　　　　　　　　　　　  6.05g
SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.40g
蒸留した H2 O　　　　　　　　　　 100mlになるまでの量
SDSの添加前に、 pH値を濃 HClで 6.8に調節する。
ペルオキシ硫酸アンモニウム溶液：
ペルオキシ硫酸アンモニウム　　　　　　　　　  0.10g
蒸留した H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.94g
電気泳動緩衝液：
トリス　　　　　　　　　　　　　　　　　　　  3.00g
グリシン　　　　　　　　　　　　　　　　　　 14.40g
SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.00g
蒸留した H2 O　　　　　　　　　　 100mlになるまでの量
ペルオキシ硫酸アンモニウム溶液を使用前に新しく配合するかまたは滴下法でエッペンド
ルフ反応容器中で－ 20℃で貯蔵しかつ使用直前に溶解する。電気泳動緩衝液を常に新しく
配合する間に、全て別の溶液を数週間４℃で貯蔵することができる。
ゲルの製造
板ゲルを製造するために、差当たり分離ゲルを注型する。そのために、
分離ゲル緩衝液　　　　　　　　　　　　　　　  1.4ml
アクリルアミド溶液　　　　　　　　　　　　　  2.1ml
蒸留した H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　　 2.6ml
を十分に混合し、水流ポンプを用いて脱ガス化する。
ペルオキシ硫酸アンモニウム溶液を　　　　　　 40μｌ
TEMED　　　　　　　　　　　　　　　　　　　  ６μｌ
を添加することによって、重合を開始させ、溶液を、捕集ゲルのための空間がなお 1.5cm
残存するまで、室内に充填する。蒸留した H2 O1mlを有するゲルの上層は乾燥を回避する。
約 60分後、重合過程は終結し、捕集ゲルは注型することができる。そのために、
捕集ゲル緩衝液　　　　　　　　　　　　　　　 0.70ml
アクリルアミド溶液　　　　　　　　　　　　　 0.26ml
蒸留した H2 O　　　　　　　　　　　　　　　　  1.04ml
を混合し、脱ガス化し、重合を
ペルオキシ硫酸アンモニウム溶液を　　　　　　 10μｌ
TEMED（ N,N,N′ ,N′－テトラメチルエチレンジアミン）２μｌ
を添加することによって開始させる。捕集ゲルの注型前に、差当たり水を分離ゲルからデ
カントさせる。吹込空気なしになお液状ゲル中に挿入された櫛型部材はポケットの形成に
使用される。
試料の前調製
蛋白質 50μｇまでを有する蛋白質 50μｌまでに次の成分：
SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 2.00g
２－メルカプトエタノール　　　　　　　　　　  3.00g
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NaP緩衝液 10mM、 pH7.0　　　　　  100mlになるまでの量
を含有する変性緩衝液 10μｌを添加する。
この配合物を 100℃で５分間インキュベートし、引続きこれにブロモフェノールブルー溶
液２μｌならびにスパチュラの先端の量のサッカロース添加し、かつハミルトン（ Hamilt
on）噴射装置を用いてゲル上に塗布する。
電気泳動の実施
試料の移入のために、差当たりゲルの厚さ 1.5mmおよびゲル幅 10cmにつき 10mAの一定の電
流の強さを印加する。試料を捕集ゲル中に移入した後に、電流の強さを 20mAに上昇させる
。
銀着色
極めて僅かな蛋白質量をゲル電気泳動により分離する場合には、蛋白質の検出は、銀で着
色することによって行なわれる。そのために、ゲルを電気泳動後に次の記載した溶液中で
振盪機上でインキュベートし、
定着液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 60分間
50％（ w/v） EtOH　　　　　　　　　　　　  ３× 20分間
0.03％（ w/v） Na2 S2 O5　　　　　　　　　　　　１分間
蒸留した H2 O（３回交換した）　　　　　　　　  １分間
銀溶液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 20分間
蒸留した H2 Oで２回洗浄する。引続き、ゲルを蛋白質バンドが明らかに目で見ることがで
きるようになるまで弱い旋回下に現像液中でインキュベートする。呈色反応を EDTA溶液 50
mM中へのゲルの装入によって停止させる。ゲルは、 EDTA溶液中で数週間に亘って貯蔵する
ことができる。
定着液：エタノール　　　　　　　　　　　　　　 30ml
酢酸　　　　　　　　　　　　　　　　　 10ml
ホルムアルデヒド溶液（ 37％）　　　　 50μｌ
蒸留した H2 O　　　　　　 100mlになるまでの量
銀溶液 :AgNO3　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.1g
ホルムアルデヒド溶液（ 37％）　　　　 75μｌ
蒸留した H2 O　　　　　　 100mlになるまでの量
現像液 :Na2 CO3　　　　　　　　　　　　　　　　　  6g
Na2 S2 O5　　　　　　　　　　　　　　　 0.4mg
ホルムアルデヒド溶液（ 37℃）　　　　 50μｌ
蒸留した H2 O　　　　　　 100mlになるまでの量
SDS－ポリアクリルアミドゲル中での蛋白質分解活性の検出
蛋白質分解活性を有する酵素は、間接的にゲル中に注入されるゼラチンの着色により検出
することができる。そのために、上記の記載のように 11％の SDS－分離ゲルを注型する。
しかし、異型の場合には、 H2 O　 2.6mlの代わりに専ら H2 O　 2.0mlを使用し、残分 0.6mlを
グリシン緩衝液 100mM中のゼラチン１％によって代替する。それによって、ゲル中でゼラ
チン 0.1％の最終濃度が判明する。捕集ゲルを上記の記載のように、ゼラチンなしに注型
する。試料の前調製および電気泳動の実施を上記のように行なう。ゲルから SDSを溶解す
るために、電気泳動に４℃で 2.5％のトリトンＸ－ 100溶液中でのゲルの 60分間のインキュ
ベーションを接続する。引続き、このゲルをプロットされた活性に応じて５～ 30分間 50mM
の緩衝液中で最適な条件（ pH10、 80℃）下でインキュベートし、引続き着色溶液中で 60分
間定着し、かつ着色する。蛋白質分解活性を有するバンドは、約３時間の脱色の後に青色
に着色されたゲル中の明色のバンドとして目で見ることができるようになる。
着色溶液：アミド黒　　　　　　　　　　　　　　 0.1g
エタノール　　　　　　　　　　　　　 30ml
氷酢酸　　　　　　　　　　　　　　　 10ml
蒸留した H2 O　　　　　 100mlになるまでの量
脱色剤：エタノール　　　　　　　　　　　　　　 30ml
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氷酢酸　　　　　　　　　　　　　　　　 10ml
蒸留した H2 O100mlになるまでの量スーパーデックス（ Superdex） 200（ HPLC）上でのゲル
濾過
酵素粗製抽出液：
蛋白質 1mg/ml
0.6U/ml
カラム：スーパーデックス（ Superdex）高負荷型 200　 16/60（ 120ml）
緩衝液 :NaP　 pH6.8
流速 :0.5ml/min
活性蛋白質のピーク：排除容量の場合には、（最大の校正蛋白質 :200000）即ち 200000を
上廻る。
蛋白質分解活性に対する金属イオンの影響
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
金属イオンを緩衝液の Na－Ｐ　 50mM;pH6.8に溶解する。この溶液 50μｌを粗製抽出液 50μ
ｌと一緒に室温で１時間インキュベートし、次に基質 400μｌ（ 0.25％、 pH10）を添加し
、かつ 80℃で１時間インキュベートする。 TCA沈殿および活性測定を上記の記載のように
実施する。
もう１つの試験の場合には、新しい微生物の成長を基質としての羽 0.25％を有する複合媒
体上で試験し、かつ同時に酵素活性を測定する（図３）。複合媒体にトリプトン 0.25％を
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添加した場合（図４）には、酵素活性は明らかに上昇する。
最後に、図５および図６は、可溶性および不溶性基質の分解を示す。定義された酵素量（
0.1U/ml）を添加した後、百分率での基質の分解率を測定し、この場合には、それぞれ羽
基質上で新しい微生物の成長した細胞（左側の棒グラフ、 F1）をトリプトン上で成長した
細胞（右側の棒グラフ、 F2）と比較した。
酵素的蛋白質の分解は、特に新規の微生物の菌株Ｗの全細胞を用いて実施することができ
るか、または試験管内で本発明による酵素組成物の存在下に実施することができる。この
場合、試験管内での処理は、蛋白質分解を嫌気的条件下で 50～ 100℃で例えば pH10で実施
することもできるという可能性をなおも有しており、この場合には、嫌気的変法（上記参
照）が有利である。 10

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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