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Studies　on　DCPA　〈Propanil）　Hydrolase　in　Microorganisms

1．　With　special　reference　to　the　comparison　among　several　Paecilomyces　species．
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　　　　　　　　1．　緒　　　言

　土壌中における除草剤の分解に関する研究は数多い。

何故ならば，葉面散布とともに土壌処理剤としての使用

の可否が除草剤の価値を決定づける重要なfactorであ

るためである。さらに最近農薬公害との関連においてそ

れらの分解物，或は再合成された化合物が再び作物に吸

収され，入体にとり込まれる可能性を含むからである。

畑地土壌中でのDCPA分解はBarthai）・Chisaka・K：ear－

n。y・・等により詳細に研究剖％，堅調壌については鍬

塚3）によって詳しく研究されている。特に・Bordeleau

l等4）はDCPAから3，3ノ，4，4’一tetrachloroazob6nzene

へのtransformation　bS　Penicillium　piscaliblmやGeo－

trichecm　candiaumによって行われることを報告した。

しかしながら，微生物の酵素によるDCPAの水解に関

する研究は極めて少い。Keamey－5）は・Pseudomonas

striataを用いてCIPC及びDCPA分解酵素を精製した

報告があり，最近は遠藤等61によりMCC分解菌のスク

リー一・＝ソグを行い，その菌株を同定した結果Paecilo一

窺yCθs属の一菌株であり，DCPA分解酵素も含むことを

報告し，MCC分解酵素の部分精製を報告した・

　著者等は，数種のPaecilomyces菌を用いて菌を培養

し，菌体中のDCPA分解酵素の有無を検討した結果・比

較的強力な活性をもつ菌株としてPaecilomyces　varioti

Bainier　AHU　9254，　Paecilomptces　sp．　HUT　4017を発

見したので本酵素の予備的試験結果を報告する。

　　　　　　　　2．　実験方法

（A）　供試菌株

供試菌株として下記のものを使用した。

Paecilomyces　varioli　Bainier　AHU　9254

　　　　　　it　HUT　4018
Paecilomyces　sp．　HUT　4017
Paecilomyces　marquandii　Hughes　IFO　6120

Paecilomyces　elegnns　Mason　et　lfughes　IFO　6987

　　　　　　ti　IFO　6619
　（B）菌の培養

　馬鈴薯2009を水1，000　mlで煮出し，グルコース309

を添加してpH　7．0に調製した培地を用いSOO　m1の三

：角フラスコにこの培地100　mlを分注し・オートクレー

ブで殺菌し常法により菌を接種して30。Cの恒温器で7

田間静置培養した。

　（C）　酵素液の調製

　菌蓋をとり出し，裏面を蒸留水で洗浄した後，大型沸

紙の間にはさみ附着した水分を除き，六体：重量の1／109

の海砂を加え，菌体重量の1／2のphosphate　buffer　pH

7．0を加えて乳鉢中で充分磨砕する。

　磨砕物を三角フラスコに移し40。Cの恒温槽中に1時

聞放置して酵素を抽出する。1時間後に10，0GO×9・10

分，0。Cで遠心分離を行い上澄液を酵素液として実験に

用いた。

　（D）　基質及び基質緩衝液の調製

　酵素の基質は，主として3，4－DCPAを用いたが・本

実験に使用した二，三の関連化合物の略号は次の通りで

ある。基質はすべてM／15phosphate　buffer　pH　8・0

（1・／。ethanolを含む）に溶解し400μモル溶液となるよ

うに調製した。
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3，　4－DCPA

2，3－DCPA

2，3－DCAA

2，5－DCAA

3，4一一dichloropropionanilide

2，3－dichloropropionanilide

2，3－dichloroacetanilide

2，5－dichloroacetanilide

　（：Eノ　酵素力の測定法？＞

　DCPAが水解酵素の作用により，遊離放出されるdi・

chloroaniline　（DCA）　，　N一（1－naphthyl）　ethylenedi一

．amine（NED）とcouplingさせ比色定量する後藤等の定

量法を微量化した著者等の方法を用いた。実験法の要点

を摘記すれば次の様である。

　消化試験管に基質緩衝液2．O・mlをとり，所定温度

く40QC）に5分聞preincubationを行ない0。5m1の酵素

液を加えた晶晶を反応始発時間とする。一定時間毎に

・0．5m1宛を小試験管にとり，氷冷水2m1，20／。　NaNO2

溶液0．1　ml，酷酸，塩：酸，水（4：1：1）混酸L5m1を

加えて峻嶺し，20℃以下で5分間放置する。ついで1G％

INH40SO2NH2溶液0．　2　mlを加え10分後1％NED溶液

10．1m1及び，0。6　mlを加えて15分闘放置後550　mPSで

此色定量した。DCAとして0．02～0．2μモルの範囲で

満足すべき定量結果を得た。酵素活性の測定は，特記し

ない限りM／15phosphate　buffer　pB：8．0，反応温度

40。C，反応時間6時聞で行なった。酵素蛋白質の定量は

Lowry法により行った。

3．　実験結果と考察

実験結果は第1表，第H表及び第1図，第2図に示し

　　　第1表　数種のPaecilom夕CθS属菌の

　　　　DCPA分解活湿

た。

　第耳表の結果について

　Paecilomツces属菌6株について実験方法の項2一　Cに

従って酵素を調製し，3，4－DCPAを基質として水解活性

を測定した結果第1表に示した通りである。この結果か

らPaecilomyces属菌の菌体内DCPA水解酵素力は各菌

株により，その差が著しかった。分解強力菌としてPae－

cilomyces　sp．　HUT　4017カミ比活性113を示し，最も強

く，ついで．Paecilom夕ces　varioti　AB：U　9254が比活性65

を示した。ついで．Paecilomyces　varioli　H：UT　4018では

比活性9を示し，微弱な活性を示すにすぎなかった。そ

の他の菌株は全く活性を示さなかった。また培地に3，4－

DCPAを10－4　M濃度になるように添加して，これら6

株のPαθoゴ10〃2夕663二二を培養した結果，全く活性を示

さなかった3菌株は全く菌の生育がみられなかった。こ

れに対して酵素活性を示した3菌株はいつれも10－4M

DCPAを含む培地に生育したことは興味深い。

　第1図について

　Paecilomyces　variotiの菌体内DCPA分解酵素に対す

るpHの影響について調べた結果である。　pH　6．0から

pH　10．◎までの5点について試験した結果，作用至適

pHはpH：8．0附近にあることが判った。　P｝110．0では

酵素は完全に失活することも判明した。

　第2図について

　第1図の場合と同じ酵素を用いて各温度即ち20。C，

30。C，40。C，50℃の4点について試験した結果40。C附

近で最大活性を示した。

菌 種

Paecilomyces　varioti

　　　AHU　9254

Paecilomptces　varioti

　　　HUT　4018

Paecilomyces　sp．

　　　HUT　40i7

Paecilomyces　marquondii
　　　王FO　612◎

Paecilomyces　ele．crans

　　　IFO　6987

Paecilomyces　elegans
　　　IFO　6619

DCA　mpt　moles

30．　5

2．　5

55．　0

o

o

o

比活性

65

第1図　Paecilomyces　varioti菌体内DCPA分解酵素

　に対するpHの影響
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（註1）基質は3，4－DCPA　400μM／pH　8．0（M／15）

　　　phosphate　buffer．

（註2）反応条件は，40。C，6時間である。

6．0 7．0

pH

8．0 g．e　／o．o
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第2図　Paecilomyces　varioti菌体内DCPA分解酵素
　に対する温度の影響

200

051

001

＜
Q
Q
ω
①
囲
○
霞
詳

50

第H表　Paecilomyces　varioti菌体内DCPA加水
　分解酵素の二，三の基質に対する作用

基 質 f
3，　4－DCPA

2，　3－DCPA

2，　3－DCAA

2，　5－DCAA

相対活性度　（％）

100

69

44

　0

（註1）3，歩DCPAを100とした場合の相対活性度で

　　　示した
（註2）反応条件はpB：8．0（M／15）phosphate　buffer

　　　20。C，　61時Si．間

20

第H表について

30　40
Temp．　“c

orO

　2，3のDCPA関連化合物に対する活性を予備的に試

験した結果である。この結果3，4－DCPAに対する活性

が最大を示し，2，3－DCPA，2，3－DCAAの順に減少し，

2，5－DCAAに対する活性は全くなかった。この結果は

高等；植物等のaryl　acylamidaseの基質特異1生とは異な

り注目される。今後さらに詳細な検討が期待される。

　終りに保存菌株を提供されました北海道大学農学部，

広島大学工栄部，醗酵研究所に対し謝意を表します。ま

た適切なる御助書，御指導をいただいた副島正美教授に

深謝します。
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Summary

　　We　studied　on　a　DCPA－hydrolase　of　Paeci／omyces　with　special　reference　to　the　com－

parison　among　six　species　and　the　results　obtained　were　shown　Table　1．

　　　From　the　resiilts　ef　the　survey，　the　activity　of　the　DCPA－hydrolase　was　greatly

・different　according　to　the　several　species　of　Paecilomyces　used，　and　Paecilomyces　varioti

AHU　9254　and　Paecilomyces　sP．　HUT　4107　were　selected　for　this　study．

　　　The　pH　optimum　for　the　hydrolysis　of　DCPA　by　this　enzyme　was　found　to　be　near

pH　8．0　and　the　optimum　temperature　fer　incubation　was　feund　to　be　near　40　eC　（Figs．　1

．，and　2）．

　　　Further　investigations　of　this　enzyme　will　be　published　in　the　near　future．
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