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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　芋、豆、または穀物類にアスペルギルス（Aspergi l lus）属の微生物を接種して固体培

養を行い、得られた培養物を２５℃～６０℃の水に浸漬し、ケラチナーゼを抽出すること

を特徴とするケラチナーゼの製造方法。

【請求項２】

　穀物類が米または麦である請求項１記載の方法。

【請求項３】

　アスペルギルス属が、酒造、焼酎、味噌、または醤油製造用のものである請求項１また

は２記載の方法。

【請求項４】

　培養物を５０～６０℃の水に浸漬する請求項１～３のいずれか１項記載の方法。

【請求項５】

　請求項１～４のいずれか１項記載の方法により得られる、至適ｐＨがｐＨ３．５～ｐＨ

５であるケラチナーゼ。

【請求項６】

　下記の特徴：

　ケラチンに作用し、エラスチン、コラーゲンに作用しない

　至適ｐＨがｐＨ３．５～ｐＨ５である

　ｐＨ４～ｐＨ６で２５℃、１６時間置いた後に失活が認められない
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　 ５ ５ ℃ ま で の 温 度 に て ｐ Ｈ ４ ． ５ で １ 時 間 置 い た 後 に 失 活 が 認 め ら れ な い

を 有 す る ア ス ペ ル ギ ル ス 属 由 来 の ケ ラ チ ナ ー ゼ 。

【 請 求 項 ７ 】

　 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の ケ ラ チ ナ ー ゼ を 含 有 す る 洗 剤 、 化 粧 品 ま た は 入 浴 剤 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ お よ び そ の 製 造 法 に 関 す る 。 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 芋 、 豆 、 穀

物 類 に Aspergillus属 の 微 生 物 を 接 種 し て 固 体 培 養 を 行 い 、 得 ら れ た 培 養 物 を 比 較 的 高 温

の 水 に 浸 漬 し 、 抽 出 を 行 う こ と を 特 徴 と す る ケ ラ チ ナ ー ゼ の 製 造 方 法 、 お よ び 該 方 法 に よ

り 得 ら れ る ケ ラ チ ナ ー ゼ に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 従 来 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ を 選 抜 ・ 取 得 す る た め の 方 法 と し て は 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る

菌 株 を 養 鶏 場 等 の 土 壌 か ら ス ク リ ー ニ ン グ し 、 得 ら れ た 菌 体 そ の も の を 利 用 す る 、 あ る い

は そ れ ら の 菌 体 が 有 す る ケ ラ チ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 組 換 え 発 現

さ せ る と い う も の で あ っ た （ 非 特 許 文 献 １ お よ び ２ ） 。 し か し ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 得 ら

れ た 菌 株 に は 病 原 性 を 有 す る 場 合 も あ り 、 安 全 性 に 問 題 が あ る 。 し た が っ て 、 安 全 性 の 高

い 菌 株 を 用 い て ケ ラ チ ナ ー ゼ を 製 造 す る こ と 、 な ら び に 安 全 性 の 高 い 菌 株 由 来 の ケ ラ チ ナ

ー ゼ に 対 す る 必 要 性 が 生 じ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 さ ら に 、 新 た な 性 質 を 有 す る ケ ラ チ ナ ー ゼ を 探 索 す る 必 要 性 も あ る 。 例 え ば 、 近 年 よ く

用 い ら れ て い る 洗 剤 は 弱 酸 性 の も の が 多 く 、 か か る 条 件 下 で も 十 分 に 作 用 す る ケ ラ チ ナ ー

ゼ を 洗 剤 に 配 合 す る 必 要 性 が あ る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Singh, C.J. "Characterization of an extracellular keratinase of

Trichophyton simii and its role in keratin degradation." Mycopathologia, 137, 13

-16 (1997)

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Descamps, F., Brouta, F., Vermout, S., Monod, M., Losson, B., Mi

gnon, B. "Recombinant expression and antigenic properties of a 31.5-kDa keratino

lytic subtil isin-like serine protease from Microsporum canis."FE MS Im munol Med M

icrobiol.38, 29-34 (2003)

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 安 全 な 微 生 物 菌 株 か ら 、 新 た な 性 質 を 有 す る ケ ラ チ ナ ー ゼ を 効 率 よ く 製 造 す

る 方 法 を 開 発 す る こ と 、 な ら び に そ の よ う な 方 法 に よ り 得 ら れ る ケ ラ チ ナ ー ゼ を 提 供 す る

こ と を 課 題 と し た 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 現 状 お よ び 課 題 に 鑑 み て 鋭 意 研 究 を 重 ね 、 芋 、 豆 、 穀 物 類 に Asperg

illus属 の 微 生 物 を 接 種 し て 固 体 培 養 を 行 い 、 得 ら れ た 培 養 物 を 比 較 的 高 温 の 水 に 浸 漬 し

、 抽 出 を 行 う こ と に よ り 得 ら れ る 抽 出 液 が ケ ラ チ ナ ー ゼ を 含 有 す る こ と 、 得 ら れ た ケ ラ チ

ナ ー ゼ が 酸 性 領 域 に お い て 高 い 活 性 を 有 す る 新 規 な タ イ プ の も の で あ る こ と 等 を 見 出 し 、

本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の も の を 提 供 す る ：

　 （ １ ） 芋 、 豆 、 穀 物 類 に Aspergillus属 の 微 生 物 を 接 種 し て 固 体 培 養 を 行 い 、 得 ら れ た
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培 養 物 を ２ ５ ℃ ～ ６ ０ ℃ の 水 に 浸 漬 し 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ を 抽 出 す る こ と を 特 徴 と す る ケ ラ チ

ナ ー ゼ の 製 造 方 法 。

　 （ ２ ） 穀 物 類 が 米 ま た は 麦 で あ る （ １ ） 記 載 の 方 法 。

　 （ ３ ） Aspergillus属 が 、 酒 造 、 焼 酎 、 味 噌 、 醤 油 製 造 用 の も の で あ る （ １ ） ま た は （

２ ） 記 載 の 方 法 。

　 （ ４ ） 培 養 物 を ５ ０ ～ ６ ０ ℃ の 水 に 浸 漬 す る （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

　 （ ５ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る ケ ラ チ ナ ー ゼ 。

　 （ ６ ） 至 適 ｐ Ｈ が ｐ Ｈ 約 ３ ． ５ ～ ｐ Ｈ 約 ５ で あ る （ ５ ） 記 載 の ケ ラ チ ナ ー ゼ 。

　 （ ７ ） 下 記 の 特 徴 ：

　 ケ ラ チ ン に 作 用 し 、 エ ラ ス チ ン 、 コ ラ ー ゲ ン に 作 用 し な い

　 至 適 ｐ Ｈ が ｐ Ｈ 約 ３ ． ５ ～ ｐ Ｈ 約 ５ で あ る

　 ｐ Ｈ ４ ～ ｐ Ｈ ６ で ２ ５ ℃ 、 １ ６ 時 間 置 い た 後 に 失 活 が 認 め ら れ な い

　 約 ５ ５ ℃ ま で の 温 度 に て ｐ Ｈ ４ ． ５ で １ 時 間 置 い た 後 に 失 活 が 認 め ら れ な い

を 有 す る Aspergillus属 由 来 の ケ ラ チ ナ ー ゼ 。

　 （ ８ ） （ ５ ） 、 （ ６ ） ま た は （ ７ ） 記 載 の ケ ラ チ ナ ー ゼ を 含 有 す る 洗 剤 、 化 粧 品 ま た は

入 浴 剤 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 効 率 的 な ケ ラ チ ン の 製 造 方 法 、 な ら び に 酸 性 領 域 お よ び 高 温 に お い て

高 い 活 性 を 有 す る 新 規 ケ ラ チ ナ ー ゼ が 提 供 さ れ る 。 し か も 本 発 明 に お い て 使 用 す る 菌 株 は

麹 菌 な ど の 食 品 醸 造 用 の 菌 株 で あ る た め 安 全 性 が 高 く 、 得 ら れ る ケ ラ チ ナ ー ゼ の 毒 性 に 関

し て も 心 配 は な い 。 ま た 本 発 明 に よ り 得 ら れ る ケ ラ チ ナ ー ゼ は 、 廃 棄 物 中 の 毛 髪 な ど の ケ

ラ チ ン 含 有 タ ン パ ク 質 の 分 解 や 皮 膚 、 爪 及 び 毛 髪 の ケ ア 用 化 粧 品 ・ 入 浴 剤 な ど に 適 用 可 能

で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ 活 性 の 経 時 的 変 化 を 示 す 。

【 図 ２ 】 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ の 至 適 ｐ Ｈ を 示 す 。

【 図 ３ 】 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ の ｐ Ｈ 安 定 性 を 示 す 。

【 図 ４ 】 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ の 温 度 安 定 性 を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 、 １ の 態 様 に お い て 、 芋 、 豆 、 穀 物 類 に Aspergillus属 の 微 生 物 を 接 種 し て 固

体 培 養 を 行 い 、 得 ら れ た 培 養 物 を 約 ２ ５ ℃ ～ 約 ６ ０ ℃ の 水 に 浸 漬 し 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ の 抽 出

を 行 う こ と を 特 徴 と す る ケ ラ チ ナ ー ゼ の 製 造 方 法 に 関 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ の 製 造 方 法 の 第 １ の 工 程 は 、 芋 、 豆 、 穀 物 類 に Aspergillus属 の

微 生 物 を 接 種 し て 固 体 培 養 を 行 う 工 程 で あ る 。 Aspergillus属 の 微 生 物 を 接 種 す る 芋 、 豆

、 穀 物 類 は Aspergillus属 の 微 生 物 が 増 殖 し ケ ラ チ ナ ー ゼ を 産 生 し う る も の で あ れ ば い ず

れ の 種 類 で あ っ て も よ く 、 限 定 さ れ な い 。 芋 の 例 と し て は バ レ イ シ ョ 、 サ ツ マ イ モ 、 キ ャ

ッ サ バ な ど が 挙 げ ら れ る 。 豆 の 例 と し て は ダ イ ズ 、 ア ズ キ 、 ナ タ マ メ な ど が 挙 げ ら れ る 。

穀 物 類 の 例 と し て は 米 、 麦 、 ア ワ 、 キ ビ 、 ヒ エ 、 コ ウ リ ャ ン な ど が 例 示 さ れ る 。 Aspergil

lus属 の 微 生 物 を 接 種 し て 固 体 培 養 を 行 う の に 好 ま し い 穀 物 類 は 米 お よ び 麦 で あ り 、 な か

で も 米 が 好 ま し い 。 芋 、 豆 、 穀 物 類 へ の Aspergillus属 の 微 生 物 の 接 種 方 法 は い ず れ の 方

法 で あ っ て も よ い が 、 好 ま し く は 胞 子 を 形 成 し た Aspergillus属 の 微 生 物 の 菌 体 ま た は Asp

ergillus属 の 微 生 物 の 胞 子 を 適 量 接 種 す る 。 接 種 後 、 よ く 混 合 す る こ と が 好 ま し い 。 典 型

的 に は 種 麹 を 芋 、 豆 、 穀 物 類 に 適 量 接 種 す る 。 芋 、 豆 、 穀 物 類 は 加 熱 処 理 を し て い な く て

も よ く 、 蒸 煮 な ど の 加 熱 処 理 を し た も の で あ っ て も よ い 。 接 種 量 は 、 使 用 す る 芋 、 豆 、 穀

物 類 の 種 類 、 量 お よ び 加 熱 処 理 の 有 無 、 接 種 さ れ る Aspergillus属 の 微 生 物 の 種 類 、 固 体

培 養 条 件 な ど に 応 じ て 当 業 者 が 適 宜 決 定 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】

　 固 体 培 養 は 、 Aspergillus属 の 微 生 物 の 発 芽 お よ び 増 殖 、 な ら び に ケ ラ チ ナ ー ゼ 産 生 に

適 し た 条 件 下 で 行 う こ と が 好 ま し い 。 温 度 、 培 養 時 間 、 水 分 量 、 通 気 量 な ど の 固 体 培 養 の

諸 条 件 も ま た 、 使 用 す る 芋 、 豆 、 穀 物 類 の 種 類 、 量 お よ び 加 熱 処 理 の 有 無 、 接 種 さ れ る As

pergillus属 の 微 生 物 の 種 類 な ど に 応 じ て 当 業 者 が 適 宜 決 定 す る こ と が で き る 。 固 体 培 養

中 は 培 養 物 の 温 度 を 適 温 に 保 ち 、 通 気 を 図 っ て 菌 の 増 殖 お よ び 酵 素 の 産 生 を 促 進 す る た め

に 、 い わ ゆ る 「 切 返 し 」 「 盛 り 」 「 手 入 れ 」 等 の 作 業 を 適 宜 行 う こ と が 好 ま し い 。 菌 株 や

培 養 条 件 に よ り 異 な る が 、 十 分 な 菌 糸 の 生 育 が 見 ら れ た 時 点 な い し 十 分 な 胞 子 の 着 生 が 見

ら れ た 時 点 で 、 次 の 浸 漬 工 程 に 移 す 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 上 で 説 明 し た 固 体 培 養 は 、 公 知 の 製 麹 方 法 に 従 っ て 行 う こ と も で き る 。 麹 は 、 糸 状 菌 を

米 、 麦 等 の 穀 物 類 、 大 豆 等 の 豆 類 、 あ る い は 芋 類 な ど の 食 品 素 材 に 接 種 し て 発 育 さ せ た も

の を い う 。 本 発 明 に お い て 用 い る 芋 、 豆 、 穀 物 類 は １ 種 類 で あ っ て も よ く 、 ２ 種 類 以 上 を

混 合 し て 用 い て も よ い 。 本 発 明 に 使 用 さ れ る Aspergillus属 の 微 生 物 の 菌 株 は 、 ケ ラ チ ナ

ー ゼ を 産 生 し う る 菌 株 で あ れ ば い ず い れ の 菌 株 で あ っ て も よ い が 、 Aspergillus属 の 微 生

物 が 好 ま し い 。 な か で も 酒 造 、 焼 酎 、 味 噌 、 醤 油 製 造 用 の 麹 菌 が 安 全 性 の 点 か ら 特 に 好 ま

し い 。 好 ま し い 麹 菌 の 具 体 例 と し て は 、 Aspergillus awamori、 Aspergillus saitoi、 Asp

ergillus saitoi var. kagoshimaensis、 Aspergillus usami、 Aspergillus sojae、 Asper

gillus oryzae、 Aspergillusvar. kawachiiな ど が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に 用 い る Aspergill

us属 の 菌 株 は １ 種 類 で あ っ て も よ く 、 ２ 種 類 以 上 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 に 使 用 す

る Aspergillus属 の 菌 株 と し て 、 種 麹 を 用 い て も よ い 。 種 麹 は 市 販 さ れ て お り 、 適 宜 選 択

し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 使 用 で き る 好 ま し い 種 麹 と し て は 、 株 式 会 社 菱 六 か

ら 市 販 さ れ て い る 「 菱 六 も や し 　 糖 化 マ イ テ ィ 」 、 「 菱 六 も や し 　 改 良 長 白 菌 」 、 「 菱 六

も や し 　 SR-108」 、 「 菱 六 も や し 　 長 白 菌 」 、 「 菱 六 も や し 　 A-27」 、 「 菱 六 も や し 　 白

夜 」 、 「 菱 六 も や し 　 月 下 氷 吟 」 、 「 菱 六 も や し 　 焼 酎 用 白 麹 菌 No.198」 、 「 菱 六 も や し

　 焼 酎 用 く ろ 」 、 「 菱 六 も や し 　 醤 油 用 旭 菌 」 、 「 菱 六 も や し 　 特 撰 自 動 製 麹 用 」 ま た は

「 菱 六 も や し 　 特 殊 吟 醸 用 」 な ど が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ の 製 造 方 法 の 第 ２ の 工 程 は 、 上 記 工 程 で 得 ら れ た 培 養 物 を 約 ２ ５

℃ ～ 約 ６ ０ ℃ の 水 に 浸 漬 し 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ を 抽 出 す る 工 程 で あ る 。 浸 漬 は 培 養 物 と 水 が 十

分 に 混 ざ る よ う に す れ ば よ い 。 浸 漬 の 態 様 は 特 に 限 定 は な い が 、 培 養 物 を 水 に 浸 し て も よ

く 、 懸 濁 し て も よ い 。 水 の 量 は 、 浸 漬 中 に ケ ラ チ ナ ー ゼ の 抽 出 が 十 分 に 行 わ れ る よ う な 量

と す る 。 浸 漬 中 に 適 宜 撹 拌 し て ケ ラ チ ナ ー ゼ の 抽 出 を 促 進 し て も よ い 。 浸 漬 中 に 菌 が 増 殖

し て も よ く 、 増 殖 し な く て も よ い 。 浸 漬 に 用 い る 水 の 温 度 は 約 ２ ５ ℃ ～ 約 ６ ０ ℃ 、 好 ま し

く は よ り 高 温 の 約 ４ ５ ℃ ～ 約 ６ ０ ℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ５ ０ ℃ ～ 約 ６ ０ ℃ で あ り 、 例 え

ば 、 約 ５ ０ ℃ ～ 約 ５ ５ ℃ 、 約 ５ ３ ℃ ～ 約 ５ ７ ℃ 、 あ る い は 約 ５ ５ ℃ な ど の 水 に 浸 漬 す る こ

と が で き る 。 浸 漬 温 度 が 低 す ぎ る と ケ ラ チ ナ ー ゼ 以 外 の 酵 素 の 失 活 が 抑 制 さ れ 、 得 ら れ る

ケ ラ チ ナ ー ゼ の 純 度 が 低 下 す る 。 さ ら に 酵 素 の 抽 出 効 率 も 低 下 す る 。 浸 漬 温 度 が 高 す ぎ る

と ケ ラ チ ナ ー ゼ の 失 活 も 進 み 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ の 収 量 が 低 下 す る 。 浸 漬 時 間 は 、 ケ ラ チ ナ ー

ゼ が 十 分 に 抽 出 さ れ る 時 間 で あ れ ば よ い 。 通 常 は 約 ２ ４ 時 間 ～ 約 ９ ６ 時 間 、 好 ま し く は 約

３ ６ 時 間 ～ 約 ９ ６ 時 間 、 例 え ば 約 ３ ６ 時 間 ～ 約 ８ ４ 時 間 、 約 ４ ０ 時 間 ～ 約 ４ ８ 時 間 、 約 ４

８ 時 間 ～ 約 ７ ２ 時 間 な ど で あ る 。 浸 漬 時 間 が 短 す ぎ る と ケ ラ チ ナ ー ゼ の 抽 出 が 不 十 分 と な

り 、 そ の 収 量 が 低 下 す る 。 浸 漬 時 間 が 長 す ぎ る と ケ ラ チ ナ ー ゼ の 失 活 が 進 み 、 さ ら に は 雑

菌 が 繁 殖 し て ケ ラ チ ナ ー ゼ が 分 解 さ れ 、 雑 菌 酵 素 の 混 入 に よ り ケ ラ チ ナ ー ゼ の 純 度 が 低 下

し て し ま う 。 浸 漬 の 水 温 お よ び 浸 漬 時 間 は 上 記 範 囲 で な く て も よ く 、 当 業 者 が 諸 条 件 に 応

じ て 適 宜 決 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 浸 漬 ・ 抽 出 が 終 了 し た ら 抽 出 液 を ケ ラ チ ナ ー ゼ 酵 素 液 と し て 得 る 。 抽 出 液 を 固 液 分 離 し

て 上 清 を ケ ラ チ ナ ー ゼ 酵 素 液 と し て も よ い 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 製 造 方 法 に お け る 抽 出

は 、 上 清 を 得 る 操 作 も 包 含 し う る 。 上 清 は 、 公 知 の 固 液 分 離 方 法 、 例 え ば 、 遠 心 分 離 、 ろ
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過 、 布 で 絞 る 等 の 方 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 得 ら れ た ケ ラ チ ナ ー ゼ 酵 素 液 を そ の ま

ま ケ ラ チ ナ ー ゼ と し て 使 用 し て も よ い が 、 酵 素 液 を 硫 安 等 で 濃 縮 し て も よ く 、 凍 結 乾 燥 等

の 処 理 を 行 っ て か ら 用 い て も よ い 。 さ ら に 、 酵 素 液 を 公 知 の 手 段 、 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 電 気 泳 動 な ど の 手 段 に て 精

製 し て 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ の 純 度 を 高 め て か ら 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー の 製 造 方 法 に お い て 、 例 え ば ５ ０ ℃ 以 上 の 生 体 に お い て は 高 温 と さ

れ る 温 度 で 、 例 え ば ４ ８ 時 間 以 上 の 比 較 的 長 時 間 の 浸 漬 ・ 抽 出 を 行 う こ と が 特 徴 で あ る 。

こ れ ら の 条 件 下 で 安 定 し て 存 在 す る 酵 素 は 少 な い の で 、 比 較 的 簡 単 な 操 作 、 か つ 低 コ ス ト

で 、 か つ 遺 伝 子 組 換 え 技 術 等 を 用 い る こ と な く 純 度 の 高 い ケ ラ チ ナ ー ゼ を 得 る こ と が で き

る 。 ま た 、 か か る 比 較 的 高 温 で の 工 程 は バ イ オ リ ア ク タ ー に お け る 酵 素 生 産 に お い て 冷 却

エ ネ ル ギ ー を 削 減 で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 製 造 方 法 は 、 既 存 の 清 酒 や 味 噌 、 醤 油 な ど に

代 表 さ れ る 発 酵 食 品 を 製 造 す る 糖 化 の 工 程 を 流 用 あ る い は 部 分 的 に 改 変 す る だ け で 実 施 し

う る と い う 利 点 も あ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 そ の う え 、 酒 造 、 焼 酎 、 味 噌 、 醤 油 製 造 用 の 麹 菌 を 用 い て ケ ラ チ ナ ー ゼ を 製 造 す る 場 合

に は 、 得 ら れ る ケ ラ チ ナ ー ゼ 製 品 の 安 全 性 が 保 証 さ れ て い る の で 、 ヒ ト や ペ ッ ト が 日 常 使

用 す る 洗 剤 、 爪 ま た は 毛 髪 の ケ ア 用 化 粧 品 、 入 浴 剤 な ど へ の 適 用 に お い て 有 利 で あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 に よ り 得 ら れ る Aspergillus属 由 来 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は 、 酸 性 ・ 高 温 条 件 下 、 例 え

ば ｐ Ｈ 約 ３ ． ５ ～ ｐ Ｈ 約 ５ 、 約 ５ ５ ℃ に お い て 高 い ケ ラ チ ン 分 解 活 性 を 有 し 、 安 定 で あ る

等 の 従 来 の ケ ラ チ ナ ー ゼ に は 見 ら れ な い 特 徴 を 有 す る 。 す な わ ち 、 本 発 明 に よ り 得 ら れ る

ケ ラ チ ナ ー ゼ は 、

　 ケ ラ チ ン に 作 用 し 、 エ ラ ス チ ン 、 コ ラ ー ゲ ン に 作 用 し な い

　 ケ ラ チ ン 分 解 活 性 の 至 適 ｐ Ｈ が ｐ Ｈ 約 ３ ． ５ ～ ｐ Ｈ 約 ５ で あ る

　 ｐ Ｈ ４ ～ ｐ Ｈ ６ で ２ ５ ℃ 、 １ ６ 時 間 置 い た 後 に ケ ラ チ ン 分 解 活 性 の 失 活 が 認 め ら れ な い

　 約 ５ ５ ℃ ま で の 温 度 に て ｐ Ｈ ４ ． ５ で ６ ０ 分 間 置 い た 後 に ケ ラ チ ン 分 解 活 性 の 失 活 が 認

め ら れ な い

と い う 特 徴 を 有 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 上 述 の ご と く 、 従 来 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は 中 性 か ら ア ル カ リ 性 領 域 で 活 性 を 有 す る も の が 多

い が 、 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は 酸 性 領 域 に お い て 安 定 で 高 い 活 性 を 有 す る 。 最 近 の 洗 剤 や

化 粧 品 は 弱 酸 性 の も の が 多 く 、 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は こ れ ら の 洗 剤 や 化 粧 品 に 好 適 に 用

い ら れ る 。 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は 、 廃 棄 物 中 の 毛 髪 な ど の ケ ラ チ ン 含 有 タ ン パ ク 質 の 分

解 、 例 え ば 、 廃 棄 物 処 理 剤 や 水 質 改 善 剤 、 下 水 処 理 剤 の 有 効 成 分 と し て 用 い ら れ る ほ か 、

皮 膚 、 爪 お よ び 毛 髪 の ケ ア 用 化 粧 品 、 入 浴 剤 、 洗 剤 な ど に 添 加 し て 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 以 下 に 実 施 例 を 示 し て 本 発 明 を さ ら に 詳 細 か つ 具 体 的 に 説 明 す る が 、 実 施 例 は あ く ま で

も 例 示 説 明 で あ り 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ２ １ 】

実 施 例 １ ： ケ ラ チ ナ ー ゼ の 製 造

　 洗 米 、 浸 漬 、 蒸 煮 が 終 了 し た 原 料 米 を ４ ０ ℃ 程 度 に 冷 却 し 、 種 麹 「 菱 六 も や し 　 糖 化 マ

イ テ ィ 」 を 所 定 重 量 比 （ ０ ． ３ ％ ｗ ／ ｗ ） だ け 接 種 し 、 両 者 が 均 一 と な る ま で 混 合 し た 。

そ の 後 、 混 合 物 を 製 麹 装 置 内 に 投 入 し て 、 初 期 温 度 を ３ ２ ～ ３ ４ ℃ 程 度 に 加 温 し た 状 態 で

固 体 培 養 （ 製 麹 ） を 行 っ た 。 製 麹 装 置 内 の 培 養 物 の 温 度 は 、 製 麹 が 進 行 す る に 従 っ て 時 間

的 に 変 化 し て い く の で 、 「 切 返 し 」 「 盛 り 」 「 手 入 れ 」 等 の 作 業 に よ り 、 ３ ６ ～ ４ ０ ℃ 程

度 を 保 持 し 、 種 麹 接 種 後 ４ ０ ～ ４ ８ 時 間 で 製 麹 を 終 了 し た 。

【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 得 ら れ た 固 体 培 養 物 （ 麹 ） と 水 を ２ ： ３ （ ｗ ／ ｗ ） の 比 率 で 混 合 し 、 ５ ５ ℃ に て ７ ２ 時

間 浸 漬 し 、 酵 素 を 抽 出 し た 。 得 ら れ た 抽 出 物 を ０ ． ４ ５ μ ｍ の フ ィ ル タ ー に て ろ 過 し 、 ろ

液 に ７ ０ ％ の 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 加 え て 十 分 に 沈 殿 を 生 じ さ せ た 後 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ｇ

に て １ 時 間 遠 心 し 、 上 清 画 分 を 回 収 し た 。 こ の 上 清 画 分 を ２ Ｍ 　 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に て 平

衡 化 し た 疎 水 カ ラ ム （ Phenyl sepharose fast flow） に か け タ ン パ ク 質 を 吸 着 さ せ 、 ２ Ｍ

　 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 非 結 合 の タ ン パ ク 質 を 洗 い 流 し た 後 、 １ ． ３ Ｍ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で

溶 出 さ せ 回 収 し た 。 こ の 回 収 画 分 に つ い て 透 析 を 行 い 酵 素 溶 液 と し た 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ ０ ２ ３ 】

実 施 例 ２ ： ケ ラ チ ナ ー ゼ の 性 質

　 実 施 例 で 得 ら れ た 酵 素 溶 液 に ケ ラ チ ナ ー ゼ 活 性 を 以 下 の よ う に し て 測 定 し た 。 ケ ラ チ ン

分 解 の 活 性 測 定 に 用 い た 基 質 を 下 記 の ご と く 調 製 し た 。 ト リ 羽 毛 ２ ． ０ ｇ に 対 し て ジ メ チ

ル ス ル ホ キ シ ド １ ０ ０ ｍ ｌ を 加 え １ ０ ０ ℃ に て ２ 時 間 処 理 し 、 ろ 過 を 行 い ケ ラ チ ン を 含 む

タ ン パ ク 溶 出 液 を 回 収 し た 。 回 収 し た タ ン パ ク 溶 液 に ２ 倍 量 の ア セ ト ン を 加 え － ２ ０ ℃ で

１ ６ 時 間 静 置 し タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ た 。 １ ６ 時 間 後 、 沈 殿 溶 液 を ６ ， ０ ０ ０ ｇ で 遠 心 し

、 沈 殿 を 蒸 留 水 で 洗 い 、 再 度 蒸 留 水 を 加 え た も の を 基 質 と し た 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 ケ ラ チ ン 分 解 活 性 測 定 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 ０ ～ ５ ０ ｍ Ｍ 　 酢 酸 ‐ ナ ト リ ウ ム バ ッ フ

ァ ー （ ｐ Ｈ ４ ． ５ ） 中 に 、 ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 濃 度 に な る よ う に 基 質 を 加 え 基 質 溶 液 と し た 。 基

質 溶 液 に １ ／ １ ０ 　 ｖ ／ ｖ の 酵 素 溶 液 を 加 え ５ ５ ℃ に て 一 時 間 反 応 さ せ た 。 氷 冷 す る こ と

で 反 応 を 停 止 さ せ た 。 酵 素 を 加 え ず に 基 質 溶 液 の み の も の も ５ ５ ℃ 一 時 間 反 応 さ せ 、 氷 冷

し た の ち に 酵 素 を １ ／ １ ０ 　 ｖ ／ ｖ 加 え ゼ ロ タ イ ム （ 反 応 開 始 時 ） の サ ン プ ル と し た 。 反

応 停 止 さ せ た 液 を １ ２ ， ０ ０ ０ ｇ 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 し た 。 回 収 し た 上

清 に ２ 倍 量 の ニ ン ヒ ド リ ン 溶 液 を 加 え １ ０ ０ ℃ で ５ 分 発 色 反 応 を 行 い 、 ５ ７ ０ ｎ ｍ の 吸 光

度 を 測 定 し 、 １ 時 間 反 応 液 と ゼ ロ タ イ ム 反 応 液 の 吸 光 度 を 比 較 す る こ と で 活 性 の 有 無 を 判

定 し た 。 図 １ に １ ０ 倍 に 希 釈 し た 培 養 液 を 用 い て 酵 素 活 性 の 時 間 経 過 を 追 っ た デ ー タ を 示

す 。 グ ラ フ か ら 明 ら か な よ う に 時 間 経 過 と と も に 基 質 と 酵 素 溶 液 を 含 む 反 応 液 に お い て は

ア ミ ノ 酸 量 が 増 加 し て い る こ と が 認 め ら れ て い る 一 方 で 、 酵 素 溶 液 の み の 反 応 液 で は ア ミ

ノ 酸 量 が 増 加 し て い な い こ と か ら 酵 素 の 自 己 消 化 は 認 め ら れ ず 、 ア ミ ノ 酸 の 増 加 が 基 質 で

あ る ケ ラ チ ン が 分 解 さ れ た た め で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 比 活 性 は ５ ７ ０ ｎ ｍ ／ ２ ８ ０ ｎ

ｍ で 計 算 す る と 、 培 養 抽 出 液 の 段 階 で ０ ． ０ ０ ４ ６ 、 疎 水 カ ラ ム 溶 出 後 の サ ン プ ル で １ ．

２ ４ で あ っ た 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 次 に 、 疎 水 カ ラ ム 溶 出 後 の サ ン プ ル に つ い て 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ の 諸 性 質 を 調 べ た 。 活 性 測

定 は 上 記 ご と く ケ ラ チ ン を 基 質 と し て 行 っ た 。

　 （ ａ ） 至 適 ｐ Ｈ

　 そ れ ぞ れ の ｐ Ｈ で 基 質 と 酵 素 を ５ ５ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ 活 性 測 定 を 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の

バ ッ フ ァ ー は 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 ギ 酸 － ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ２ ． ５ ～ ３ ． ５ ） 、 ５ ０ ｍ

Ｍ 　 酢 酸 － ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ３ ． ５ ～ ６ ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 － ナ ト リ ウ ム バ

ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ６ ～ ８ ） を 用 い た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は 酸 性 側 で

活 性 が 高 く 、 ｐ Ｈ ３ ． ５ ～ ｐ Ｈ ５ が 至 適 ｐ Ｈ と 考 え ら れ た 。 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は ｐ Ｈ

４ ． ５ に お い て 最 も 活 性 が 高 か っ た 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 （ ｂ ） ｐ Ｈ 安 定 性

　 酵 素 溶 液 を そ れ ぞ れ の ｐ Ｈ 下 で １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 酢 酸 － ナ ト

リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ４ ． ５ ） 中 で ， 基 質 と 酵 素 を ５ ５ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ て 活 性 測 定

を 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の バ ッ フ ァ ー は 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 ギ 酸 － ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ３ ）

、 １ ０ 　 ｍ Ｍ 酢 酸 － ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ４ ～ ６ ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 － ナ ト リ ウ

ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ６ ～ ８ ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ９ ） を 用 い

た 。 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は 酸 性 側 で 安 定 で 、 ｐ Ｈ ４ ～ ６ で 最 も 安 定
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で あ り 、 こ れ ら の ｐ Ｈ に ２ ５ ℃ 、 １ ６ 時 間 置 い た 後 で あ っ て も 失 活 は 認 め ら れ な か っ た 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 （ ｃ ） 温 度 安 定 性

　 基 質 以 外 の 反 応 液 を そ れ ぞ れ の 温 度 に て 事 前 に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し （ ５ ０ ｍ Ｍ 酢 酸

－ ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 中 ） 、 一 度 氷 中 で 冷 却 し た あ と 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 酢 酸 － ナ ト リ ウ ム バ

ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ４ ． ５ ） 中 で 基 質 と 酵 素 を ５ ５ ℃ で 、 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 結 果 を 図 ４ に 示

す 。 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は ５ ５ ℃ ま で の 温 度 （ １ 時 間 保 持 ） で は 失 活 が 認 め ら れ な か っ

た 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 （ ｄ ） 基 質 特 異 性

　 ５ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 － ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ４ ． ５ ） 中 そ れ ぞ れ の 基 質 濃 度 が ８ ｍ ｇ ／

ｍ ｌ と な る よ う に 調 製 し 、 酵 素 溶 液 を 加 え ５ ５ ℃ に て １ 時 間 反 応 さ せ て 活 性 を 測 定 し た 。

結 果 を 表 １ に 示 す 。 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ は ケ ラ チ ン を 最 も 強 く 分 解 し た 。 ゼ ラ チ ン お よ

び カ ゼ イ ン も 分 解 さ れ た が 、 ケ ラ チ ン ほ ど で は な か っ た 。 コ ラ ー ゲ ン お よ び エ ラ ス チ ン は

本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー ゼ に よ っ て は 分 解 さ れ な か っ た 。

【 表 １ 】

分 解 活 性 の 強 さ 　 ＋ ＋ ＞ ＋

－ は 分 解 が 認 め ら れ な い こ と を 示 す 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 （ ｅ ） 阻 害 剤

　 ５ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 － ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ４ ． ５ ） 中 の 阻 害 剤 （ 表 ２ 参 照 ） お よ び 基

質 に 酵 素 溶 液 を 加 え 、 ５ ５ ℃ に て １ 時 間 反 応 さ せ て 活 性 を 測 定 し た 。 本 発 明 の ケ ラ チ ナ ー

ゼ は Ｓ Ｄ Ｓ 、 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ お よ び ペ プ ス タ チ ン Ａ に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と が わ か っ た 。

【 表 ２ 】

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 は 、 洗 剤 、 爪 ま た は 毛 髪 の ケ ア 用 化 粧 品 、 入 浴 剤 な ど の 製 造 、 な ら び に 下 水 処 理

や 水 質 改 善 等 に 利 用 可 能 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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