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Aspergillus oryzaeによる amylaseの生成及び

分泌について(第 1報ア

中村幸彦・菅原四郎H

Studies on the formation and secretion of amylase 

by Aspergillus or・yzαe(Part 1) 

By 

Yukihiko NAKAMURA and Shiro SUGAWARA 

(Department of Agricultural Chemistry， 

Faculty of Agriculture， Hokkaido University) 

緒言

Amylaseの産生機構に闘しては既に幾つかの報告

が行われている。

L.E. Hokins (1951)1)は動物の梓臓に於ける実験に

於て， glucoseの存在が必要でるり且つ amylase生

成のための不可欠のアミノ酸を指摘している。 j然し微

生物を用いての研究では，田辺氏 (1954)等による

とリ)Asp. oryzaeでは澱粉， maltose以外の炭素源

では生成の遅れることから，適応的生産であるとし，

更に有機酸，燐酸の問題につき研究し，また P.Shu 

等.1)(1951)は Asp.nigerの適応的生産を報告して

いる。しかし福本氏等勺(1952)によると Bac.amylo-

liquefaciens に於ては glucose，pyrvic acid， suc 

ciic acid も優れた炭素源でありまた燐酸塩の添加な

き時は生成が行われないと報告している。

著者等は Asp.oryzaeの菌a体 homogenateによる

実験から上述の報告と具った結果を一部得たので、報告

する。

実験結果

責験材料及び方法:

麹菌は既に同辺氏等2)も報告せる如<， glycerinを

炭素源とする合成培地に於ては殆ど amylaseを生産

しない。著者等はamylaseを含まぬ菌体homogenate

を得るため，菌f本を集めるのに使用した培養基は，

経酵素の生成及v'転換に関する研究(第一報)

栴北大農学部農芸化学教室

1l中 glycerin30 g; NRtN03 5 g; K~HP04 2 g; 

KCI 0.5 g; MgS04 ・ 7H~O 0.5 g; FeS04 0.01 gな

る組成を有するものである。この培養主主に胞子懸濁液

2 ccを添加し， 30?Cで約 50時間培養する。

菌体 homogenateは，培養終了後菌体を集ゐ滅菌

水にて洗瀧し，約10秒 Waringblendor にかけ，こ

れを滅菌水に懸濁したものを使用した。

実験方法は一般に， 200 cc三角フラスコに homo-

genate suspension 10 cc (乾物として約 50mg); M/ 

15燐酸塩 15cc(pH 6.8)及び試験すべ@"物質を加え

全量を 30ccとし， 30つC，24時間保つ。 24時間後穏

過し源液を外生酵素(exogenousenzyme)とし，菌体

は水洗後アセトシで洗糠乾燥しM/10酪酸緩衝液(pH

5.0)10 ccで抽出し内生酵素 (endogenousenzyme) 

として用いる。

amylase作用の測定は酵素液5cc; 1~& sol. starch 

10 cc; M/10酷酸塩緩衝液(pH5.0) 10 ccの混液より

lOc巴をとり反応 (400C，30分)前後の還元力の差を

求める。糖の測定は小林，田淵氏りによる Somogyi

変法を用い， amylaseの活性は N/20Na"S，，03の滴

定数で表わしたe ~pち以後の図及び表に於ては外生酵

素は 5c巴酵素液による N/20Na:;S"03滴定数の6

倍，内生酵素は2倍した数値をもって表示した。

実験結果:

~l. 糖類及び糖誘導体の影響

糖類の生成効果は maltose及び sol.starch以外

には認められない(第1表)。 また第1図及び第 2図

に於ける如く Jodoacetateの添加により糖の消費
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第 1表各種単糖類及びご糖類の amylase

生成効果
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第 1図 糖消費とアミラーゼ生成との関係
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記号は第1図と同じ。

Jodo-acetate s1j100存在。

第 2図 Jodo-acetateの存在に於ける糖消受

とアミラーゼ生成との関係
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第 2表麦芽糖並に澱粉誘導体の amylase

生成効果

麦芽糖誘導体

一一」昭三|四do. total 
maltose I 28.20 I 3.02 I 31.22 

acetate I 5.28 I 0.98 I 6.26 

oson I 0.90 I 0.14 I 1.04 

osazone I 1. 32 I 0 I 1. 32 

bionic acid I 0.54 I 0.06 I 0.60 

(non色 1 0.6o 1 0.06 1 0.60 

澱粉誘導体

exo. I endo. I totalμ 
so!. starch 1 24.54 : 0.78 I 25.32 (100) 

acetate !4.50 0 4.50 18 

butyrate I 1.86 0.10 1.96 
ben瑚匂 I 5.46 0.26' 5.72 

(n側 0.66 0 I 0.66 

。ィ
ノ v

(100) 

20 

23 

0 
24 時間

分解を抑制しても amylaseの生成は全く抑制されぬ

ばかりか第7表及び第8表より朗らかなる如くむしろ

増大している。更に，麹菌aにより分解消費を受けない

糖誘導体の添加によっても，麦芽廃では acetate.澱

粉では acetate，butyrate及び benzoateに於てそ

(誘導体及び糖:各 100mg) 
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れぞれるる程度生成効果が認ゐられた(第2表)。

奇2.有機酸類の amylase生成効果

第3表有機酸の amylase生成効果

一.7|ヂ ejtotal 
0.02 
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0.02 

0.16 
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0.16 
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ハ
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(有機酸各 Na塩として 100mg) 

第4表 maltose存在に於ける有機殿の
a.mylase生成に及ぼす影響

l

竺~I en千l附 alIμ 
pyrvlC 31.80 1.64 33.44 82 

succmlc 38.04 2.24 40.28 98 

malic 13.20 0.50 13.70 32 

tartari巴 44.82 3.52 48.34 I 118 

citric 38.28 1.60 39.88 97 

acetic 47.40 1.44 48.84 119 

(maltose， only) 38.28 2.64 40.92 (100) 
(none) 0.90 0.24 1.14 

(maltose 100 mg;有機酸各 Na一塩として 50mg)

即ち第3表に於ける如〈所謂 Krebs'cycleに含ま

れるような有機酸は単独では amylase生成のための

基質とはならない。 amylaseが生成され得るような条

件では(第4表)， tartaric及び aceticacidは促進す

るが malicacidは強い阻害作用を示すことが分っ

た。

{i3.アミノ酸及び蛋白質の amylase 生成に及ぼす

影響

caseinの酸加水分解液及びアミノ酸混合液 (L-lysi-

ne; L--histidine; L-glutamic acid; DL-serine; DL 

valine; L-proline; L-leucine; L-aspartic acid; L 

phenylalanine; glycine; L-asparagine; L-tyrosine; 

L-tryptphan; L-alanine; DL-isoleucine; L-methio-

nine; L-arginine; L-cystine; DL-threonine)を基質

として用いても amylaseは全く生成されず，各アミ

ノ酸単独の場合に於ても同様でるる。 amylaseの生成

が行われるような条件に於ては(第5表)cysteineが

約 30~b 抑制する以外は影響は殆ど認証うられない。

蛋白質並びにベプトンの場合も(第6表)アミノ酸

と同様の結果でるった。

第5表 maltoseの存在に於けるアミノ酸及びア

ミノ酸混合液のamylase生成に及ぼす影響

endo. total 。/O/ . 
L-lysine : 61.38 3.70 65.08 106 

L-histidine 55.98 2.82 58.80 96 

L-asp. a巴id 61.98 3.94 65.92 107 

L-glut. acid 60.30 3.56 63.86 104 

L-phenylala. 56.64 3.00 59.64 98 

glycine 57.30 2.96 60.26 98 

L-tyrosine 54.72 3.60 58.32 95 

DL-isoleucine 55.50 3.28 58.78 95 

L-argmme 56.64 3.34 59.98 97 

L-alanine 54.60 2.88 57.48 93 

L-cysteine 
I 
41.34 1.32 42.66 69 

amino acids 
61. 78 4.60 66.38 108 mixture 

(maltose， only) 61.56 (100) 

(none) 1. 74 I 0.26 2.00 

(maltose 100 mg;アミノ酸 30mg)

第 6表蛋白質及びペプトンの amylase

生成に及ぼす影響

exo. endo. total 

Egg albumin 4.08 0.16 4.24 

maltose + egg albu. 33.72 2.16 35.88 
maltose + peptone 35.22 1.78 37.00 
(maltose， only) 40.74 2.40 43.14 

(none) I 3.42 I 0.14 3.56 

(G「「口
ma刷1冶凶a剖…l

[単独の場合 1叩OOmgI 
蛋白質及びべププ0 トン

[併用グ 50 mgj 

34.燐訟塩の amylase生成に対する影響及び培地濃

度と生成との関係

燐酸塩の amylase生成に及ぼす影響として先ず燐

酸の関与する系を阻害する物質の影響を調べた(第7

表及び第8表)0.DNP， Jodo-acetate， Na~HAs04， K3-

As03の中，K3As03が最も強く生成を抑制し燐酸塩

Mj30 の存在で 3x10-3 M の添加により 60~b抑制さ

れ，燐酸塩を与えぬ時は K3As03'Na二HAs04共に

完全に amylaseの生成を抑制する。 DNP も同様で

燐酸塩を外部より与えぬ時は 3xlO-4M で約 50~b 

抑制するカミ Jodo-acetateは第2図にも示した如〈
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抑制作用は認められず，むしろかなり促進せしめてい

る。また， 24時間後に於ける菌体 homogenate量の

増加は amylase生成の抑制作用の大なるものほど低

下している(なお嫌気的には amylaseは全〈生成さ

れない)。

Amylase生成を増大せしめる Jodo-acetateに於

ては，菌f本量も無添加のものに比して大きい値を示し

ているカむしかし増殖に平行的と考えられるべe'糖の

消費は DNP，K3As03， Na2HAs04 と同様に抑制さ

れており， しかも Jodo-acetateに於て最も強〈抑制j

されている(第9表)。なお第9表に於て 24時間後の

残糖が初糖以上の定量値を示しているものがあるカも

すべて maltoseとして定量した数値であるの

第7表 DNP，Jodo-acetate， K3As03， Na3 
HAs04の amylase生成に対する影

響(燐酸塩 M/30存在の場合)

lexo. 1 endo. ¥ω凶 !μ!童体
(none) 1.621 0.22 1 1.841 1 76

g 

(maltose， only) 43.7413.20 1必.94: (100) 1 76 

r 3x10-4M 41.521 3.38 144.901 96 172 DNP~ "1 u~~~_，1~': -;~'~~I I~~'~':;'I 11.5x10-4M 43.6813.36147.041100 178 

Jodo- r 3x10-:IM 53.10110.10 163.201135 182 
acetatei1.5x10-3M 51.301 8.54 159.841129 184 

Na2H f 3x10-sM 42.1212.62144.741 96 169 
As04L1.5x10-3M 47.941 4.00 151.941111 178 
r 3x10-3M 16.2011.66 :17.861 38 157 

K3As03h.5~îö-;M:4ï: 4ÖI4:Ö8 ¥45:481 97 ¥ 66 

(maltose 100 mg;燐酸塩M/30;使用菌体 52mg)

第8表 DNP，Jodo-acetate， KsAs03' Na2 
HAs04 amylase生成に対する影響

(燐酸塩存在せざる場合)

I exo. lendo.1 totaI I ;:~ 1:1* 
DNP 3x10→M[ 5回[7叩2路i回!ず
Jodo-acetate3x10-3MI11.94113.80 25.74105158 

NalHA的 43X10-3MI 3凶。吋 3.561 0 I詔
K3As03 3x10-3MI 2.4010.28: 2.681 0135 

燐酸塩 1/叩 M 140.7412.40，43.141 161 
(maltose， only) 115.481 9.06; 24.54 'tlQOll 68 

I~~'~] :':r'~'::I~~~'1 
(none) 13.4210.1413.56: 151 

(maltose 100 mg;燐酸塩なし;使用菌体 45mg)

第7表及び第B表より燐酸塩が amylase生成に関

与することは明らかであるが，次に燐酸塩濃度と生成

との関係について検討した。この結果を第3図及び第

第 9表 DNP，Jodo‘aceiate， K3As03' Na..1 
HAs04の添加による糖の消費

DNP r燐酸塩 M¥
~ ，~~.- 30 • 

3 x 10→MlvO  

Jodoac i m11 
30 

3 x 10-3M l " 0 

Na9HAS04IMF 
?~.L-'~~~~.，.~ ~ 30 
3 x 10吋 MlvO

M 
30' 

初糖 残糖

lllg 

97.7 

101.3 

100.4 

99.6 

lllg 

38.7 

87.5 

72.9 

(139.1) 

47.0 

93.2 

100.4 

102.4 

114.2 

111.1 

100.8 

101.3 

K3As03 
3 x 10叶 Ml

(117.9) 

(121.5) 

52.7 

71.2 

" 
M
一回

o

rl

，、iL
・明
μ'

添加
世
…

4図に示す。第3図に於ては incubationfiaskの内

容は homogenate-maltose-phosphateでゐって，こ

の場合は燐酸塩の濃度低下と共に外生酵素は減少し，

内生酵素は増加している。そして iotalamylaseは

1/45Mの燐酸塩濃度に於て peakvalueを示し，燐

酸塩を全く添加しない時は約 30μ生成は低下してい

EXO. 
TOTAL 
25iー一一ー

ENDO 

20 

5 

15 

4 

川、、

3 

2 

1 

o 
1 2 

x 10-2-M.Phosphate 

基質:maltose 100 mg. 

第3図 隣酸塩濃度のアミラーゼ生成に及ぼ
ナ影響(1)buffer として phosphate，

のみの揚合
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そこで各自askの内容の濃度を一定にするために燐酸

塩の減少量を M/10citrate bufferで補ってやると，

第4図に示した如く燐酸塩の濃度の相異による生成量

には殆ど差が認められなし、。なお citrateは第3表及

び第4表より朗らかな如く〆amylase生成に対して何

等影響を示さない。

また次に，これらの実験結果より考えれば，amylase 

の生成と分泌は麹菌細胞のおかれている mediumの

濃度が大いに関係してくることが予想される。そこで

一例として燐酸塩濃度を一定にして，とれに種々の量

の KCIを添加した時の amylaseの生成量並びに分

泌量の測定結果を第6図に示した。即ち KCI濃度の

低い程菌体に保持される酵素量が増大し，濃度が大と

なるに従い分泌される酵素量が増加し，全体として

KCl濃度と共に生成量は増大している。

Aspergillus oryzaeによる amylaseの生成及び分泌にヲむ、て(第1報)
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Citrateは citrate-NaOH(M/10)buffer 
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第 4図 燐酸塩濃度のアミラーゼ生成に及ぼ
す影響(2)Phosphate + Citrateの場合
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第6図 :rf守地濃度とアミラーゼ生成との関係
(KCl 濃度の影響)

KClg 
1 0.6 

。7 
pH 

基質:maltose 100 mg. 

pHは finalpH. 

第5図 アミラーゼ生成と pHの関係

6 5 4 
。

察

酵素の適応的生成は，そこに生成される酵素により

“attack"されるべきF基質の存在する時に生成される

と一般的に考えられる。著者等の実験結果に於ては，

考

る(なおこの場合， final pHは燐酸塩濃度の低〈なる

程低下し濃度Oに於て pH5.1 で怠るが，この程度

の pH低下は第5図に示した如ぐ amylase生成には

殆ど変りない)。

然るに上記の実験条件では，燐酸塩の濃度低下は同

時に培地中の全物質濃度が低下していることになる。
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amylaseの基質とはなり得ない malt<iseが澱粉と同

程度の amylase生成効果を有し，且つ glucose等の

単糖類， s-glucoside結合を有する cellulobiose，a-

1，1-g1ucoside結合の trehalose，さらに sucrose，

lactose に;白さては生成効果が認められない.この結果

は麹菌 homogenateによる amylase生成は a-1，4-

glucoside linkageに対する適応的生成と考えられる。

細菌 amylase について報告されているところでは勺

glucose， citric acid， pyrvic acidも amylase生産

のための優れた炭素源でるるとされているが3 著者

等の実験では Krebs'cycleに含まれる各有機醍及び

アミノi抵蛋白質等は何れも全〈生成効果を有しな

L 、.

従って麹菌 homogenateによる amylase生成の

ための炭素源は単なるエネルギー減としてではなく特

定の linkage を有するものが必要であることが強調

あれる.このことはさらに麹菌により分解消費され得

ない maltose及び澱粉の誘導体に於ても amylaseを

生成せしめるものがるることからも云い得ょう.

また， jodo-acetateのま日<.，呼吸は阻害しないか糖

の消費は抑制される場合， jodo・acetateを添加しない

ものに比して， amylase生産量が高いのは，糖消費の

抑制により基質濃度が高く保たれている結果と考えら

れるもので，麹菌 homogenateに於ては，適応基質

の分解消費よりは，このものの存在そのものが amy-

lase生成に直接的関係を有していると J思われる，

次に各種アミノ酸及びアミノ酸混合液液がほとんど

amylase生成に影響を示さず， cysteine は明らかな

阻害効果があるが，その他のアミノ酸も少くとも酵素

生成にプラスの影響は及ぼさない.この事より，本実

験条件下に於て， amylase蛋白は低級窒素化合物から

新に合成され分泌されたとは考えられない.また，egg

albuminの如き蛋白質さらにベプトシも同様でむし

ろ生成を低下せしめている.これらの点より 3 既に指

摘されている知くわペ麹菌細胞内には amylase の

precursorともいうべき特定の酵素母体が存在し，こ

のものが四一1，4-g1ucosidic linkage を有する基質と

の接触により amylaseとして活性を得て分泌されて

来るものと考えられる.

DNP， Na3HAs04， K"As03 7;: amylase生成を阻

害し，燐酸塩の供与のない時は極めて顕著な阻害効果

を示すことから燐酸が何等かの役割jを果していること

は容易に想像される.しかし jodo・acetateがかかる

作用を示さず且つ前三者が菌体増殖を低下せじめてし、

ることからすれば，恐ら〈は oxidativephosphoryla-

tionの如し 呼吸に関与しているものと考えられ

る。なお amylase は CO~ 気流中では全く生成され

ない。

次に，それでは燐酸塩の供与は amylaseの生成を

促進するかとL、う問題でるるカち福本氏等乃によると

細菌の場合，燐酸を与えぬと全く生成されず且つ捌酸

塩は燐酸塩の代用とはならぬことを報告している。然

L麹菌 homogenateに於ける著者等の実験では燐酸

塩を供与せ了さホる場合でも生成量に差はない。なお，捌

酸塩は amylase生成を阻害することが分りp 且つ

veronal bufferを用いた場合には citraiebufferと

同様 amylase生成力は充分である。これらの点より

考えれば燐酸塩は amylase生成に関与はするが菌休

中に既存のもので充分といい得る。第4図に於てp 実

際には，燐酸塩+拘1Z¥酸塩の平日以燐酸塩の低下するに

従い数値もやや低下しているので，事実上燐酸塩添加

の有無による amylase生成量の差異はないものと考

えられる。

上述の問題と関連して，第 3，4図より検討すれば

amylase生成は homogenateのおかれている培地の

物質濃度に大きな関係を有することは朗らかでるり，

これは第6図に於て一層明瞭に示されている巧即ち生

成された amylaseヵ:細胞外に分泌される場合，ゐる

程度培地の物質の総濃度が大となる程分泌量が増加し

て来る。これは恐らく穆透庄等の関係によるものと恩

われるが，物質濃度以外の条件を一定にすると，分泌量

と細胞に保持される量とは互に逆であるの且つ total

amylaseは物質濃度の高L、程大であるから分泌の促

進は同時に生成を刺殺するものと思われる。

要約

1. 麹菌 homogenateによる amylase生成には

炭素源として蹴粉及び maltose以外には生成効果な

く， maltose及び澱粉の誘導体にも生成効果が多少認

められたっ

従って amylaseの生成は a-1，4-g1ucosidic linkage 

に対する適応的生成でJsる。

2. 有機酸は単1虫で生成効果なく， maltoseとの共

存に於て acetic及び tartaricacidは促進し malic

acidは強く阻害する今

3. アミノi授も生成効果は認められてず， maltoseと

共存に於ても cysteineが阻害する以外に殆ど影響を

示さない。蛋白質及びペプト y もアミ Y酸と同様でら
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る。

4. DNP， K3AsO"， Na;jHAs04は amylase生成

を阻害し，燐酸塩が生成に関与することを明らかにし

た。 Jodo-acetateは阻害しない。燐酸塩は新たな供

与を必要としないっ

5. amylaseの生成は培地の物質濃度に大いに影

響され，濃度が低〈なると細胞内に保持される酵素量

が増加し，叉，分泌量が多〈なることは同時に生成を

も刺戟する巧
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Summary 

The mechanism of the formation and secre-

tion of amylase by homogenate of Aspergillus 

oryzae :has been described. 
1) Amylase was formed only when maltose 

or starch was substrate. Monosaccharides， 
and disaccharides other than maltose were all 

ineffective. In some derivatives of maltose 

and starch the increase of amylase content 

was observed， though it was low level. 
Consequently the amylase formation is ada-

ptive to a-1，4-g1ucosidic linkage. 

2) Organic acids were all ineffective when 
they were sole C-source. In maltose-contai-

ning media malic acid showed strongly in-

hibitory action， and acetic and tartaric acid 
accelerated considerably. 
3) The homogenate exhibited no ability to 

synthesize the amylase protein from amino 

acids or protein under the experimental con-

ditions. In maltose-containing medium， cys-
teine inhibited ca. 30 ~~. 0七heramino acids 
showed neither increasing nor inhibiting 

action， and protein or peptone reduced the 

amyJase formation. From above results it is-
supposed that under the experimental condi-

tions amylase-protein did not synthesize from 
the N-compounds of low molecular weight 

and consequently that there exists a certain 

“specific precursor-protein" in the homogena-

te. 

4) Amylase formation was inhibited by 2: 

4-dinitrophenol， N匂HAs04and K3As03; and 
the inhibitory action' increased in absence of 

phosphate. It seems that phosphate takes-
part in the formation of amylase. To supply 

phosphate， however， did not increased the 
formation. Jodoacetate exhibited no inhibi-

tion， while the sugar consumption was sup-
pressed. 

5) The formation and secretion of amylase 守

was greatly concerned with the concentration 
of substances in medium. In higher concen-

tration， to limited degree， the homogenates 

discharged more amylase in the medium than 

the lower concentration. The total amylase 

(exogenous and endogenous) increased with the 

concentration， and it is therefore supposed 

that secretion stimulates the formation of 

amylase. 


