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Themodeofce11ulaseactionllaSbeenstudied hy the analysis of theintermediates and  
prcductsoftt－ehydrolysisofcellu16ePOWder，Carl氾Ⅹymethylcelluloseandcellool；gosaecharides・   

Charcoalchromat喝rPhicexaminationoftheproductsfromhyomhydrolysisoftl－eCellulosic  

Sut触nc6indicatedthatcel）obiosewasthemajorllydrolyticproduct．butalsoitwasrecognized  

thattheamountofglucoseincreasedgraduallywith time．   

Withce11ulosecolumnchromatography，thecrudeenzyme preparation wasseparatedinto  
threemaincomponentsforsaccharifyingactivities towardcad）0Ⅹymethylcellul0紀・   

The危rstandthird cellulase compohent eluted contained B－glucosidase and＆1ter paper  

degrading activityreqectively．butthesecondwasshown tobefreefromth憬eaCtivities・   

前額一）において，mOliotanamekoは強いCartX）Ⅹymethylce］1ulase活性を有し，同時に基質  

異性の異なる．‘ろ託崩壊活性や植物組耗崩壊活性をも認めたのでCellulasecompnentsの分離を  

み，Ce11ulosepowder，CMCおよぴcelluloseに由来するオリゴ糖に対する作用様式について検討し  

た線果cellulaseの辞素的分解穐鰍ま，いわゆるReese2）らの提唱するCI－Cx誠に従うものと考え  

られた．  

実  験  方  法   

1．帝素液の調製  

j璃8Jfoね7‡の′Jど鳥のを12El間培養したろ液より前額l）のように調製した粉末酵素を0．1丸4acetate  

bu仔er（pH4．5）で0．1％iこ溶解した．  

2．酵素活性測定法  

作用条件はpH4．5，400cとした．  
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a．Cx活性およぴβ－glucosidase活性は前報l・3）に従った．   

b．ろ駄崩壊活性は東洋ろ紙No．51A（1×1m）2紋を酵某液5mlと共にL型管に入れ   

て，前報8）に従って6n分間振捜し，残存ろ耽の而積より崩壊率を算出した．  

3．Cellooligosacchride5の諷製   

Miller‘】らの方法に従って，粉末ろ祇を塩酸で部分加水分解し，中和後炭素カラムを用ちいて，  

Cellobiose，CellotricESe，CellotetraoseおよぴCellohexao父を分館調製した．基質として各々0．1％溶  

液を使用した．  

4．炭素カラムクロマトグラフィー  

粒状活性炭（和光）を使用し，真空侵親した後，カラム（1．2×18cm）を調製し100mlのCOnC．  

HClで洗浄，水洗を行いCl′の反応がなくなった綾，試料をカラムに吸着させて，永から5％のエ  

タノールに切り換え，ついで10％，15％，20％……40％と stepwise elution法により溶出した．  

各fraetionは10rnl宛集めて，phenol－H三SO一法iこより棺量喜glucoseとして測定し，paper  

Chromatog良phyにより同定した．  

5．Cellulose powderカラムクロマトグラフィー  

粉末ろ紙（東洋ろ駄100～200mesh）を水洗，微粒子をdecantingにて除いた綾，0．1Macetate  

bu鮎r（pH3．6）で絡衝化した改，カラム（1．2×25cm）を調製し酵素5ml（500mgを同上の  

bu仔erに溶解）与力ラム上端に加えて30分間吸着させた後に0．1MacetatebuHer（pH5．6）200  

ml，続いて乗溜永2（）Omlを用ちい流出速度1ml／minで溶乱 フラクションコレクターで5ml宛  

採取した．  

実  験  結  果   

1．Cellulose関連物賓に対する作用   

各基質に対する特異性を比較するために，水餅生成物の炭素カラムクロマトグラフィーを行っ  

た，CMCおよびCellulose powderに対する反応時間と水餅生成物の関係毒Tablelに示し，基  

質10mg当りの分解生成物（asnヽg gluco父）として表示した．   

CMCを基質とした場合，1O分反応捜すでにG5以下のオ））ゴ塘を認めた．30分反応後でG畠，  

G．およぴG5が減少し，120分反応後でほGlとG，を検出し経時的にGlおよぴG，の増加が認め  

られた．   

不溶性のCellulosepowderに対する活性も認められ，永解生成物としてGl，G2および高菜合皮  

のオリゴ糖類を認めたが，G．とG2以外は微量であった．更に480分応改も添加基質に対して約2  

％の分解率を示したにすぎなかった．   

Cellohexao父，Cellopentaose，Cellotetraose，Cellotrio茫およびcellobioseの水解生成物をまとめて  

Table2に示した．またhexaoseの60分およぴ120分後の水解生成物について炭素カラムクロマ  
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TablelHydrolytic products from cellulosic substances  

as mg glucose   

Table2Hydrolytic products from various eellooligosaccllarides  

as mg glucose 

トグラフイ一によって分別したパターンの一例  

をFig．1に示した．   

各オリゴ糖の分解率はhexaose，pentaOSeお  

よぴtetm鴨eが90％以上を示したがtri（蔦eと  

bi鴨eは10％程度で両オリゴ糖に対する活性は  

低かった．このことから重合度の低いオリゴ糖  

に対する永解は困発であると推定出来る．G。  

以上のオリゴ糖からはいずれもcellol）ioseの生  

成が最も多かった．   

hexa鵡e，PentaPSeおよびtetra憬eからの生   

0．8  

雪0・5  

0，1  

Fr8⊂tionIlumkr  
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EtOH％  

Fig．1ChromatographicSeparationof  

hydrolytic produets from  

cellolleXaOSe  

O一060min  ●－●120min  

成韓畳の関係ほそれぞれGヱ＞G▲＞Gl＞（ニ8，  

G2＞Gs＞Gl＞G4，G，＞Gl＞G3の慣序であった．   

hexaoseは中央部と両端の結合がまたpenta侭eは両端の結合が水餅されにくく，tetraO㌍は両端  

のいずれの結合よりも中央部の結合を水師し易すいという特性を認めた．  

2．Cellulose powderに対するPholiota celll】1aseの吸着性   

Ce11ulascがCe11ul闇e分子に作用して加水分解が遊行する条件として，先ず酵素が基質である  

Cllulo父分子の表面に物理的に吸着される必蟄があると仮定して，Cellulosepowderに対する吸着性  

を測定した．   

1％辞素液2．5ml，Cellu）ose powder500mg，Macllva；nbuffer2．5ml％共栓試験管に採り，  
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室温で30分間振丑（200rpm）後，遠心分離を  

行い朱吸着部のCellula父残存塁をCx活性で表  

示した．Fig．2に示すようにpH3においては  

92％吸着されたが，pH6で最も弱く43％を示  

した，また吸着したCx活性は誅潜水で容易に  

離脱することを認めた．  

3．CelluIose powderによるcellulase  

eomponentsの分別   

Cellul0詑POWderに対する吸着性を利用して  

各成分の分別を行いFig．3に示した．0．1M  

acetatebu茸erで溶乾を行うと明確に2つの  

Peak（1．2）に分離した．5～12のfaction  

（Peikl）はCxのほかにβ－gluc鵡idase活性  

が混在したが，28～37のfraction（Peak2）  

ほCxだけを含み，続いて蒸潜水で溶離した46  

～53のfraction（アeak3）はろ紙崩壊活性（Cl）  

を混在し白濁を呈した．   

Peal（2はCx活性だけを有する1essrandom  

な成分であったが，Salicinやcellulo父POWder  

だ研こ特異的な成分を単離することは出来なか  

った．  

4．各成分によるCMC水解生成物の分別   
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Fig2 Absorption of Cx activity on eellulose  
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Fig・3 Fractiomation of pholiota nameko  

cellulase with ce11ulase column  

O－O Cl  ●－●Cx  
O・・・○β－g】ucosidase   

各cellulasecomponents（Peakl，2およぴ  

3）の内Peak2はC文語性だけを示したが，他の2成分はβ－glucosidaseまたClを混在した．  

これら3成分の作用特異性を比較するためにC丸ヰCを基質として120分間作用させた水杯生成物を  

Table3に示した．   

CMCの分解率はPeaklが最も高く約87％，Peak2，Peak3はそれぞれ43％，60％を示した．  

永解生成物に占める∝11dbioseの割合はいずれも約60％に達しcel】ulose分子鎖の末端から2分子  

Table3 Hydrolytic products by some fractions of Pholiota cellulase  

1  

Fraction  Gl  
Degradat；on  

％  G！  G3  G▲  

as mg glucose   
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ずつ水解されることを暗示した、   

β一gluc岱idase活性を含まないPeak2とPeak3によってもgluc6eの生成が認められたが，お  

そらく分解過程におけるglucos残逓と考えられる．しかし，その畳はpeaklに比較して少く  

CMCの水解にはCxとβ－glucosidこISeの共存がより効果的であることを暗示した．   

地上わね〝α7雛鳥0の托Ilulaseは基層特異性の異なった数種類の成分の混合物であろうと推定さ  

れる．bio父やtrioseに対する活性は低く，それよりも蚕合皮の大きな少糖類や可溶性ceuulo父誘  

導体に対する活性が商いことを認めた．また不溶性のce11ulosepowderに対する活性ほ低く，おそ  

らく 托11ulo配分解の最初のStepが最も遅く行われるものと推定される．   

水師生成物として，多くのCel】obioseを生ずるので高要合皮のCe11ulos；csul蔦tanCeからCelldbio父  

単位で分解することを推定した．例えば，60分間作用後のCelldヽeXaOSeからの水解生成物である  

tetra（裕e，tri心ebio父の生成比は1：0．3：3を示したが，  

G－GGGG－G  
こI t） C  

上図において，aとcの結合における被水鮮度の項度が等しいものとしてもb結合における水解が  

著るしく困難であると推定出来る．  

要   

j知Iiofanamekoの生産するCe11ulaseの作用様式をCe11ulosepowder，CMCおよび少糖類中  

間生成物から換討L，た．その結恩tri鵡e，Cetld〕io紀および不溶性のcellulosepwderに対する活  

性は低く，tetraO父以上の少糖類や可溶性のCellul0紀誘導体には作用し易すく，少量のglueo父の  

他は圧倒的にCellobio父を生成した．このことから，Ce11u】憬icsutBtanCeをceudbiose単位で水絆す  

るものと推定した．   

cellulosepowderを用いたカラムクロマトグラフイ，ではCMC糖化力を有する3成分に分離した  

が，Peak2はCx活性のみを有する区分と考えられたがPeaklおよび3はそれぞれβ－glucosidase  

やClを混在し単独の活性を有する成分を得ることば出来なかった．Cx活性はβ－gluc00王daseと共  

存した時に活性が高まった．  

本研究を行うに当たって終始有益など教示を賜わった高橋善次郎先生に深く感謝の意を表する．  
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