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  A 緒     言

 白絹病菌Corticium Centrifugumは 廣 く世界各地に獲生する菌核菌の一一一i種にして

あらゆる草木の地上最下部に著生する白色絹繍 伏の菌類にして菌懸 を出 して菌核を形

成す.而 して自艦の生活には草木の樹皮並びに内部組織の繊維素3ζは繊維素類似物質

を分解 して之れを糖 となして養分 とするのである.此 の作用は菌艦内に繊維素或は之

れ と類似物質 を分解す る極々の酵素 を生産するに基 くことは易 く推知 し得 られること

である,

 斯 くの如 く繊維素,或 は,繊 維素類似物質を分解する酵素 を生産する菌類,並 びに,

下等動物の種類は相當多いが,特 に白絹病菌の分布は廣大であ る.そ れは恐 くは,此

の菌類が易 く養分 を撮取し得ること,帥 ち,此 の菌が繊維素類分解酵素を旺盛に分泌

す ることに原因するのであらう.斯 る考今の もとに恩師京都帝國大學農學部教授近藤

金助先生は同教授逸見武雄先生より本菌の分譲を受け られたのであ る,

 菌類,並 びに下等動物が分泌する繊維素分解酵素に關 して,從來研究護表せ られナニる

報文は多歎(1)あつT,其 の結果,Celluloseは 之等下等生物類が分泌する酵素の爲めに

分解せられて,先 づ可溶性の糖類 となることは明かになったが,此等酵素の性質に就い

ては充分明瞭にされ7ことは云ひ難い.是 に於いて,近藤数授は・白絹病丙の繊維幸類分

解酵素の分離,並 びに其の利用方法の研究に關 しで,上記白絹病菌株 と標題の如 き問題

を御指示下 されたのである.

  B 實 験 成 績

  1.f!A絹 病菌の護育 と培養基の水素 イオン濃度 との關係

 次の組織の二種の培養基を調製す.
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  第 一培 養基

   Cellulose・Suspension(2,  1000 ccm   Mg-Sulfat   O.25 gr

   K-Nitrat           lgr    Fecl3     spur

   K・Biphosphat         O5 gr   Agar-Agar   30 gr

  第 二 培養基

   Cellulose-Suspension   lOOO ocm  Mg-Sulfat   O.5 9r

   K・Nitrat           2gr    Fec13     spur

   K-Biphosphat         lgr

 此 等 の培養 基 を300ccm容 の三 角瓶 に約20 ccm宛 注 入 しKochの 滅 菌器 にて30分

間 三 日聞 間歌滅 菌 した る後,之 れ に菌 を接種 して30。Cに 保 ちて菌 の培 養 に不適當 な

る事 を確 めた る後,其 の水素 イオン濃度 を緩衝液 を以 て種 々に調節 しナこる物 に就 きて'

同様 の塵 理の後菌 を接種 して菌の獲育歌 態 と水素 イオン濃度 との關係 を實験 しずこ・其

の結果 は第 一表,及 び,第 二表 に示す通 りであ る.

    第 一 表 第 一 培 養 基      第 二 表 第 二 培 養 基

番號慰 1書㌘ 警.翻 慰1畿 鰐.
  1   2.0  -   一   一     1   2.5  -   一   一

 23.0-十 十 23.8_一 一_-

 3      4,5     -      +    十十十       3      5.0     -      _      -

 4      5.0     -      一      +         4'    6.0     -      一      一

 5      6.0     -      一      一         5      7.0     -      一      一

 6   7.0   -    一    一

                     以 上 の結果 に よれば,白 絹病菌 の磯育 但 し本表中 十 は白絹病菌の蛮育せし事を

  示 し・『は蛮育せざる事を示す・+の 数  に劉 する水素 イオン濃度 はpH=4.5叉 は
  は菌の登育の程度を示す・以下之れに準

  ず・               i其の附近 に有 ることを知 るのであ る.此

塵 に菌の獲育に勤 して不適當なる培養基を選鐸 しナこる理由は繁殖力の非常に盛 なる此

の菌は榮養贋の優秀なる培養基に在 りては,水 素 イオン濃度の僅少の差を無覗 して繁

殖し・共の結果菌の嚢育 と水素4オ ン濃度 との關係が不明瞭 となる事を顧慮しt:る に
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基 くのである.

  2,白 絹病菌 の獲育 と温度 との關係

 之れに就きては,從 來,生 物墨的に詳細なる實験が宥はれて居 るがω 私の實験結果

に依 ると28。-40。Cの 範園が適當であって,之 れより上下o)温 度に於いては,培 養

基の性質 にも依 るが獲育は一般に悪い.

  3・培養基の選鐸

 從來,白 稲病菌の培養に關 しては杏寒天,叉は麹寒天培養基が適當 とせ られて居るの

であるが,私 は,人工的 に安慣にして,榮 養償の優れ,而 も使用に便なる もめを作 り度

いと希望 し,先 づ,之 等二種の培養基の持っ糖量,杢 窒素量,及 び,水 素 イオン濃度

等を測定し†二.

 然 る後,稻 藁を細断 して之れの200grを2時 間水で煎出し濾過 して1立 となし,之

れにCellulose・Suspension 400 ccmを 添加し,之 れに封 し藤糖を5%の 割合に加ふ.

之れを第三培養基 とな し,此 の第三培養基1立 にMc Collum氏 櫓類混合物第185號

を185gr加 へたるものを第四培養基Aと なす.

 杏寒天一 麹寒天一 並びに,第 四培養基Aの 成分 を比較すれば次の如 レ

              第   三   表

    
        

    

    

    

 上記の通 り杏寒天,及 び,麹 寒天培養基の各成分の卒均値は第四培養基Aの それ と

大艦に於いて一致 して居る.特 に第四培養基Aの 全窒素量は,寧 ろ杏寒天培養基のそ

れに酷似して居る・叉水素 イオン濃渡 は第一表に示す通 り,最 適水素 イオン濃度を有

して居 るのである.

 第四培養基A 100 ccmに 照内ペプ トンを2gr叉 は1gr加 ヘテニるものを,夫 々,第 四

培養基B,叉 は第四培養基Cと なす.
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 斯 くして,調 製 したる四種の培養基,並 びに,杏 寒天,及 び,麹寒天培養基を同様に虞

理 しt二る後30。Cに 保 ちて菌の獲育歌態を験 しナこる結果を第四表に示 す.

              第   四   表

    
    

    
    
    
    

    

    

    

 以 上 の結果 によれば,第 四培 養基A,B, C並 び に杏寒 天,及 び,麹 寒天培 養基 の開 に

は殆 ん ど大 差は ない 但 し,第 三培養 基 とはかな りの差 の有 る事 が解 る.故 に,以 後の

實験 に於い ては第 四培 養基Aを 使用 する事 となす・

  4.白 絹 病菌株か ら調 製 した粗酵素液 につ いての實験

 上 記 の方法 に依 りて,白 絹病菌 を300ccmの 三 角瓶 内にて10日 間 培養 し†二る もの60

本 を取 りて菌艦 と塘養基 とを分別秤量 しナニ.そ の量は次 の通 りであ る・

        菌     艦        58gr

        培 養 慶 液         342ccm

 菌 艦 は少量宛 乳鉢 内 にて磨 り潰 し,之 れに培 養壌液 を加へ て充分携搾 す,之 れ に更

に水200ccmを 混 和振盈 したる後遠心分離器 に依 りて固形物 を除去 し450 ccmの 粘 稠

褐 色不透 明の溶液 を得た.之 れ を粗酵素溶液 となす.

 次 にKarrer(4)氏 の 方法 に依 りて150。Cに 加熱 した るLi-Chloridの 濃 厚溶液 に,

純 檸 のCeliuloseを 溶 解 し,之 れを水中にそ5ぎ てCellulose・ を再生 せ しめ,之 れ を完

全 に水 洗 し,水 に懸 游せ しめて其 のr ccmが6-9 mgのCelluloseを 含 む様 にす る.

 斯 くして粗 酵素溶液10 ccmに 再 生Cellulose・Suspension 5 ccmを 加 へ,更 に之 れ に

第五表 に示 す種 々の緩衝 液 を5ccm宛 加へ て其の全 容 を20 ccmと な し,之 れを50 ccm

容 の三角瓶 に 入れToluo1を5滴 宛滴下 しコル ク栓 を施 して30。Cの 恒温 器 中に静 置
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し,一定時間後に其の内容を振盟濾渦 し 其の2ccmを 以 てCelluloseの 分解に依bて

生成せ られたる葡萄糖の量をBertland氏 法に依 りて定量しt:のである.今 酵素反鷹

液 に添加 した る緩衝液の種類,並 びに反慮結果を示せば次の通 りである.

                    第六表 酵素反慮結果

                   (0.5%過満掩酸加里液滴定量)

麟熱 鷹
                                            りむ    ず  むむの      むむア      ごリロユ

  番 號 緩衝液のpH債           Ig.0 ・ 9.3  10.05  9.9
     へ                      

   a  彗桟9      8・9 9・3 10・OO 9・9

   b  5.98 ㎜  1} 9・0 4・9 9・19・45
     ___                          9.0      9,3     9.1     9.50

   c_坐_   9.・i ・.・8.・9.・ ・
   d8.08  c9.059.19.29.65

                    8。95  9,2   8.9  9.00
                 d      I一
       第  七  表        以上の結果に依れば反鷹溶液に酸

   鷹 溶液100ccm中 の舗 勧 職 性の弓量い舗 液を加ふ、1、從つて酵

  番 號 反 憾 時 間 素鷹 は催 せられて居・・故喋

     0時 間 24時閻 48時間 フ2時間   の最適を知 らんと欲 して,更 に酸性
      ビロ      ヨじ       ヱ      ピじ

   ・;:191;:lll l:lll l::1;嚇 ・繍 を加一て實験を反復・
                    て 見 た.其 の時 の酵 素反慮溶液の組  
準 均2.2862.381 2.581 2.547

                    成 は 前 と同様の方法 に依 りて調製 し
     2.300   2.408   2.327   2.423

   b 2.3002.3812.3272.436 了こる粗 酵素溶液IO・ccmに5ccmの

  卒 均 2.300 2.395 2.327 2.430  再 生Cellulose'Suspensionを 加 へて

     2.300 2.381 2.245 2.422  之 れ に第八表 に示 す種 々の緩衝液 を

   c  2・312 2・327 2・354 2・476  5ccm宛 添 加 して其 の全容 を20 ccm

  李 均 2・306 2・354 2・300 2・449  とな し,前 の揚 合 と同様 の慮理,及 び

     2・286 2・354 2・272 2・300  操 作 の許 に實験 しiこのであ る.酵 素
   d     2

.300   2.354   2.300   2.313                    
反 癒 溶 液 に加へた る緩衝液 の種 類並

  李 均2・2932・35422862・307 び に 反慮結果は次 の渤 であ る.
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               昂 !1翻
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 分解試験の條件,並 びに糖の定量方法は前の揚合 と杢 く同様である.

                      第九表 酵素反鷹結果

                     (0.5%過浦俺酸加里液滴定量)

     第 八 表     反 磨 時 間

   酵素反鷹液に加ヘナこ   番 號
                      0時 間 24時間 48時間 72時間
   る緩衝液のpH債      cem ccm 。。m 。。。、
                      8.9     9.0     8.9    一

  番 號 徽 液のpH傾   9 8.9 9.0 9.0 _
         pH

   g  1・04      8.6 9ゴ 8.8 93

   h  1.93m'-   h 8.6 9.・ 9.・ 9.2

    i        3,36                 ,     8・55    8・8     8・8     95
                          "T'rm"      -r                  8 .65    8.9     8.6     9.4

    j    4.16

            --                  8.5     9.3     9.5    -

   k4・96  j8.69.09.693

                      8。8    8.7   9。5   9.3
                   k                      8.8   8,9   9.7   9.3

 上掲二組の實験は別々に培養し江る菌株から調製 し7こ所の粗酵素液 に就いての實駒

結果であるけれ ども其の結果は概括 すれば分解は主 として酸性の側 に於いて行はれ る

ものであって,粗 酵素溶液にpH 5。28の緩衛液を第八.表に示す割合に加へ仁る反慮溶
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    第  十  表       液は最適水素イオン濃度を布するこ

反慮溶 液100ccm中 の 葡萄糖 の瓦数   と とな る
.而 してpH 5.98_3.36の

番 號 反 慮 時 間 鵬 夜を同楼の舗 ・力綜 ・もの

   0時 間24綱48繭72繭 は,働1當 の分鰍 績 を示す.pH
    ビな      どヱ      ほセ      ピア

,1:1;ll:;:ll:lll= 切 趾 叉は3・98以下の纐 液を

                 加へたる反慮溶液 に於いては分解は李 均2 .27223272.286 -

   2.188 2.300 2272 2.381  殆 ん ど行 はれないので あ る・
 h
   2・188 2・300 2・300 2・354   以 上 に依つて上述 の様 に して調製

李 均 2・188 2・300 2・286 2368  せ る溶 液はCeilulaseを 含 む事 を知

    2・174 2・245 2・245 2・436  るの で あ る.

 1    2.200   2.272   2.188   2.408                  
-一・ee Substratが 酵 素溶液 に溶 存

李 均2.1872.2592.2172.422                 
す る揚合 には酵 素溶液の稀繹率 は分

    2.161   2.381   2.436   -

 j  2」88 2300 2.463 2381  解 速 度 に殆 ん ど影響 しないので あ る

卒 均 2.175 2.341 2.450 2.381  が 肛生Cellulose-Suspensionの 揚

    2.245 2226 2.436 2.381  介 の様 に酵素溶液 に不溶 性の ま、存
 k

    2●245 2272 2●490 2.381  項…す る時 には,其 の糖 化作用は共 の

雫 均 2・245 2249 2・463 2・381  表 面 に於 け る反慮 であつ て
,表 面 に

            妄a'Q'

   彰

  蒸  露
記や  囎  

  や一  

   ld.4.   ミ

  潔     t-   

  聖 ～ヲ・

  へぐ
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o       a4       49      Pt

     一 時洞

              (37)



            白絹病菌の繊維素分解酵素に就きて

針 しては酵素溶液の濃度に無關係であ り得ないのであ   第 十 一 表

る.其 虞でKarrer(5)氏 は酵素溶液の濃度が幾何級数  番 號 粗酵素溶液の稀糧度

的 に稀繹 され る時はSubstratの 分解速度は今で:術級敷   1     Vl

的に減少する事を報告 して居る.           2     112

 此の事を確める爲めに次 の如 き實験を行つて見ナこ.   3    1/4

EPち 菌の克 く繁殖 したるものを塵理 して376 grの 菌   4    1!8

饅 と 370ccmの 培養廣液 とを分離 し,之 れを上記 と   5     1/16

同様の操作の もとに得たる粗酵素溶液を30。C以 下で   6     1!32

減 屡濃縮 して125 ccmの 粗 酵素溶液 を得 ナニ.此 の溶液 を第 十一 表 に示 す様 に種 々に稀

繹 し各稀鐸液20ccmに 再 生Cellulose-Suspension I O ccmを 加 へ,之 れ に種 々の緩

衛 液1 .5 ccm宛 加 へ て各,反 慮溶液 の水素 イオ ン濃度 をpH 550附 近 とな し,全 容 を

45ccmと して各cに 就 きて同様の方法で分解試 験 を行 ひ,其 の直 後,及 び,24時 聞 後

に於 ける糖 の生成量 を定量 したのであ る.但 し實験 に際 しては1/1の ものは反鷹溶液

のlccm他 は2ccmを 用 ひ7:の で あ る・今粗酵素溶液 の稀繹 度 並び に實験成績 を示せ

              第  一ト ニ  表
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ば次の通 りである・(第 十一表容照)

 此の實験成績 に依って見れば,24時 間後に於 ける糖の増加量は一つの例外を除 きて

粗酵素溶液の稀繹率の増加に從つてSubstratの 分解速度は算術級敷的に減少す る事

が解るのである.

  C 要   約

 (1)稻 藁 を材料 として調製せる培養基は,其 の糖量5.14%,全 窒素O.Ol1 %, plI

債444に して之れは白絹病菌の最適水素 イtン 濃度 を保 ち而 も之等の各條件は從來最

適 とされた る杏寒天、叉は麹寒天培養基のそれに大罷に於いて一致 し,共の獲育成績 は

之等培 養基 に比較 していさ、かの遜色な く寧ろ優るのである.

 (2)白 絹病菌の菌膿,並 びに培養塵液から粗酵素液を作 り,之 れに再生Cellulose-

Suspensionを 加へ,更 にpH 5.28の 綾衝液を加へて仮癒を調節せばよ く繊維素の分

解が進み,反 慮 に依 りて生ずる萄葡糖の増加量に依 りてCel!uloseの 存在を確めるこ

とが出來 る.pHL93以 上叉は5.98以 下の緩衝液 を加へたるものに於いては,分 解は

殆 んど起 らない.

 (3)粗 酵素溶液 を幾何級数的に稀繹する時は繊維素の分解速度は算術級数的に減少

する.

 斯 くの如 くして白絹病菌はCelluloseを 分泌することを知 り得†このであるが,本 實

験に使J-1;せる酵素溶液は極めで粗なるものにして,此 慮には唯本菌中にCellulaseの

存在を謹明 し†こに過 ぎないが,今 後の研究に依って之れが精製分離に向ふ と共に共存

すると考・〉られる・Cellobiase・Lichenase, Xylase 3ζはmannase或 は共他の酵素に

就 きて も實験を進め度いと思ふ・

 絡 りに臨み,本 實瞼 を行ふに際して,絡 始御懇篤なる御指導 と御校正を賜 はりし恩

師京都帝國大學農學部教授近藤金助先生に封して深謝すると共に,本 菌の分譲 と種々

文献の御教示 とを仰 ぎナニる京都帝國大學農學部教授逸見武雄先生,並 びに同助手瀬戸

房太郎氏 に謝 して厚 く謝意を表すると共に,實 験上種 々助力下 され し逝藤研究室浜才

藏君に封 して も亦感謝する次第である・(第八回大阪講演會に於て登表)
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