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総状菌による maltoseの生成

(第1報) acetone powderによる maltose生成の諸条件
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Biosynthesis of maltose by Aspergillus oryzae 

Part 1. Some experiments with acetone powder 

By 

Yukihiko NAKAMURA 

Shiro SUGAWARA 

(Dept. agricultural Chemistry， Hokkaido University) 

緒 百

著者等は Asp.oryzaeの amylaseの生成機構に

関する研究ωに於て，炭素源を glucose とせる場合

の amylaseの生成は glucoseの消費が進んだ時期に

maltoseが生産され，これが inducerとなって酵素

が生成されるものである事を報告した。

Maltoseの総状菌による代謝産物として isomaltose

その他の少糖類が生産されることは麻生等 (1954)ω

により報告され著者も又経験している所であるが，

glucoseを炭素源とした場合，以下述べるが如き実験

条件に於て maltose以外の糖類は検出されなかった。

更に菌蓋のアセトン処理粉末に glucoseを与えると，

この糖の減少と共に maltoseが生成し， 旦つ M.

Doudoroff et al. (1949)(引が報告している E.coli 

に於て glucoseとglucose-1-phosphateから maltose

が合成される反応とは異り， glucoseの燐酸エステル

は含まれない合成であることが分った。

この報告は growingcellに於ける maltose生成

の確認と acetone powder による glucose より

maltoseの生成の諸条件及び基質特異性等に関するも

のである。

本北f，J道大学民芸化学教'"

実験結果

実験方法

紙状!ゐ株は北海道工試より述、与された Aspergillus

oryzaeを用いた。

還元力の測定は小林，田淵法ωによる Somogyi$:: 

法， maltoseの定量は baker's yeastによる醗酵法印

を用いた。 acetonepowderによる生成 maltoseは

反応終了後，遠心分離で acetonepowderを除いた

上澄の 5ccにつき定量した。

lriiのchromatographyは buthanol-pyridine-water

(3 : 2 : 1.5)聞を展開液とし aniline-phthalicacidで

発色せしめた。

uridine・diphosphate-glucoseは酵母より調製ωし，

ATPは市販 Ba塩より K 塩として使用した。

glucose-1-phosphate は:potatophosphorylase(8)~こ

より，又glucose-6-phosphateは小野=寺法 (1952)<叫

により調製した。

実験結果

l 培養液中に於ける glucoseの濃度と maltose

の生成量

11.中 NHN035 g; K，HP04 2 g; KCl 0.5 g; 
MgS04 0.5 g; FeS040.01gを合む培養基に glucose

を各々 2μ，1?0， 0.5μ 与え，胞子懸濁j皮i尽力[市:lIlIIj

に CaC03 を 0.5~0 力nえ 30 0C， pH 6.6で培養し，

glucose 消費と maltoseの生成量を追跡した。この
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結果は第1図に示した如く maltoseは glucoseが る。

殆んど消費された頃に生成することが認められた。従 3. 生成物の確認

って初糠濃度の低いほど maltoseの生成が早い。即 反応生成物の確認は培養溶液について及び acetone

ち glucose 0.5~':; 添加に於て既に二日目に 0.7 mg/ powderをpH6.8 (phosphate puffer M/20)に於

10.ccであり，この量の生成は 19b添加で三日日， 2μ て glucose 2~':; を添加し 35 0C， 5時間 incubateし

添加で四日目である。 た反応液を使用して検索した。
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第 1図 Asp. oryzac の培養に於ける glucose

の消費と maltoseの生成

生百黍は 500cc三角フラスコに各 100cc宛

glucoseは 1cc Jjl mg; maltoseは 10cc 

Jj3 mg. 

2. Acetone powderの調製

acetone powderの調製には窒素狐として NH.NO.

の代りに caseinの塩酸加水分解物を同量使用した。

glucose は 1. 5~b とし，無機塩類は前述、と同じで，培

養は 250cc三角フラスコに 40cc宛注入し， 30
o
C， 

pH 6.6で培養した。この maltose合成作用の研究

に於て，妨害となるのは maltase による加水分解作

用の影響であるが，菌蓋分離の時期を検討の結果，培

養後約 50~55 時間で glucose 消費量及び maltose

生成量を定量し maltoseの微量認められた時期日rJ

ち，培養液液 2cc中 glucose5 mg前後， 5 cc中

maltose 0.5 mg前後を選び，この時期に於て maltase

作用は極めて微弱である。

又，胞子の着生直後が大体この時期に相当した。

かくて菌蓋を集め，ガーゼ袋に入れて水を含ませて

は絞ることを繰り返して洗淡に還元カの認められなく

なるまで沈糠し旦つ胞子を可及的除去する。最後に同

くしぼり 7~10 倍量の acetone 中に入れ，ヌッチェ

で滅過し，一度再び acetone で洗糠して真空乾燥す

即ち，培養鴻液又は反応液に ethanol を加えて

70~':; くりのとし遠心分離上澄液より ethanol を溜去

濃縮して吸着炭の屑を通し糖を吸着せしめる。次で吸

着炭カラムより7](，15~b ethanol 及び 30~':; ethanol 

の順で溶出し，各フラクションにつき paperchro-

matographyにより糖を検出した。この結果は水溶出

部より glucose(Rf'=0.38)， 15μethanol溶出部よ

り maltose(Rf'=0.29)を検出し， 30~':; ethanol溶

出部よりは糖を検出し得なかった。

更に， 15~':; ethanol溶出部より phenylhydrazine

処理により osazoneを導き maltoseなることを確認

した。

4. acetone powderによる maltose生合成の諸

条件

反応の時聞は第2図の立LIく， glucose 1μ に於て大
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第 2図 acctone powderによる

maltoseの生成

acetone powder 1200 mg， glucose 500mg; 

phosphate (pH 6.8) 1/25 M， 350C，全量

50 ccとし， 5 ccを以て定量。

体4時間で maltose生成が最大値となった。生成量

は用いた glucose に対し約 10~':; である。

ここに使用したacetonepowderは時によりmaltase

活性が認められ，且つ後逃の如く maltose生成の基

質は glucoseのみと考えられるので，この maltose

合成が maltase の合成反応としづ疑問も生ずる。然

し，総状闘の maltaseを精製したものにつき，第2図
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と同様の実験条件で観察した結果は glucoseより

maltoseの合成は認められなかった。

この acetonepowderは調製してから約 50I時間

で真空に保存しでも，その活性は約 35μ 失われる。

最適 pHは〈第3図)6.8~7.0 であり，最適温度

は(第4図〉は 350 附近にある。 60
0
Cで殆んど火:i舌

し， 100oC， 5分間の処理では完全に火活する。
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第 3図 acetone powder による maltose
生成と pHとの関係

acetone powder 300mg， glucosl 0.5~~，全

量 20ccより 5ccを以て定量。

phosphatc 0.05 M，温度 3SoC.
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第 4図 acetone powderによる

maltose生成と温度との関係

条件は第3図と同じ pH6.8. 
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第 5図 acetone powderによる

maltose生成と glucoseの濃度

反応条件は宣伝2図と同じ。
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第 6図 acetone powderによる

maltose生成と powderの量

反応、条件は銘2図と同じ。

5. 基質に対する特異性

glucose-l-phosphate及び glucose-6-phosphate

は基質とはならない。又これらのエステルを夫々

glucoseと当量与えた場合も glucose単独の場合に於

ける生成量以上ではなかった。

更に sucrose(10) (及びその phosphate)や tre-

halose phosphate(!1)の生合成に関与する uridine-

diphosphate-glucoseも生成に関与せず， Mg+ + (0.01 

M)， cysteine (0.01 M)も活性に影響を与えず， ATP 

の添加の必要も認められなかった。

以上 Asp. oryzae の acetonepowder による

glucose より maltose生成に関する実験結果を逃べ

た。著者等の用いた菌極に於ては glucosephosphate 

基質 glucoseの濃度による影響は第5図の如く，濃 は基質に含まれないから Escherichiacoliに於ける

度上昇と共に maltose生成量も増加するが，反応波 amylomaltase∞ Neisseria meningitidisに於げる
量に対し 0.55:'~を越えても顕著な増加は認められな maltose phosphorylase(ω 等とは異るものと考えら

い。 れる。又 maltaseによる glucose→maltoseの反応

酵素量の影響は第6図に示した。 も考えられるが，前述の如く Asp.oryzaeの rnaltase

• 
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を精製したものについての実験では本報告に於けるよ

うな glucose 濃度に於ては合成反応は認められなか

った。

ここに用いたのは acetonepowder であるから合

成に必要なエネルギー源は当然存在している筈である

が，共後著者等は菌体制l出液にこの反応の強い促進作

用を認めたので追求中である。

即ち，acetone powdrをpH7.0のM/5phosphate 

で 80。に於て抽出し，活性炭処理による吸着物から

アルコーノレで溶出される画分に促進作用を認め，これ

が maItose合成のエネルギー源と関連あるものと予

想している。

要約

1. glucoseを炭素源として培養した AspergiIIus

oryzaeはこの糖が殆んど消費された時期に maltose

を生成せしめる。

2. acetone powder によっても g¥ucose より

maltoseの合成を認め，この反応条件は最適 pH6.8 

~7.0，最適温度 35 0C である。基質として g\ucose

の燐酸エステルは含まれぬ。

Summary 

Culturing Asp. oryzae on the medium con・

taining glucose as carbon-source， maltose is 

detected when g¥ucose was almost consumed. 

The formation of ma¥tose from g¥ucose was 

a¥so observed with acetone powder. Phosphate 

of g¥ucose was not involved as substrate. 

Opt. pH is 6.8~7.0 and opt. temp. 35
0

C. 
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