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糸状菌糖化酵素の分別。 Takadiastaseより a-amylase，

糖化型 amylase及ぴ maltaseの分別精製並に糖化型

amylaseの多元性について

菅原四郎*・中村幸彦*

下村得治*

A Fractionation Study of diastic Enzymes in Mold. 

Fractionation and purification of α-Amylase， saccharogenic 

Amylases and Maltase from Takadiastase， and Multiplicity 

of saccharogenic Amy lases 

By 

Shiro SUGAWARA， Yukihiko NAKAMURA 

and Tokuji SHlMOMURA 

紙状閣の糖化静素に関しては古くより多数の研究が i況にil阪等1引が Asp.nigerより，著者等が白米鈎13)

報告され最近に於て結晶酵素として単離されるように 及び Takadiastasel4)より maltaseを結晶状に単離し

なり，その性質，作用機作等が次第に解明されつつあ て amylase作用のない maltaseの存在を報告した。

る。 この maltaseは糖転位作用を有し α-heteroglucoside

α-amylaseに関しては Underkoflerand Roylう より alcohol或は糖へ glucosyl基を転位し15う又

Fischer and Mantmollin2)及び Takadiastaseより赤 maltoseに作用して α-1，6-結合を含む多数のオリゴ

堀・萩原及び池中3)により結晶化されている。 糖を合成12)叩する点で糖化型 amylaseの maltase舌

糖化型 amylaseは澱粉分子を glucoseとして分解 性と異るものである。

する点でs-amylaseと異るものであるが，この酵素は 上述の如く乱料犬菌糖化酵素系は次第に明らかとなっ

amyloglucosidase山)， gluc-amy lase町'¥r-amy lase的， てはし、るがなお糖化型 amylaseの二元性についても

Taka-amylase Bへsaccharogenicamylase等の記載 多くの問題があり，更に又著者等が白米麹や Taka-

名で多数報告され，酵素起源も粉、状菌一般に亙ってい diastaseより α-glucosidaseの分離に際して前記の

る。福本等7)及び林田11)により結晶化されてし、るが maltase以外の α-glucosidaseの存在が予恕されるよ

糖化型 amyla田は澱粉分解限度に著しい差があり， うになった。そこでこれら糖化酵素系の解明にあたり

福本等によれば R.Delemar型と Asp.niger型に大 特定酵素のみの分離を目的とせず，他の酵素を一方的

別されるとし，上回仰は Asp.awammoriより deb司 に失活もしくは除去せずに系統的に分別してゆく方法

ranching activityの低いものを得て糖化型 amylase をとる必要を感じ，ここに α-amylase，糖化型 amy-

を二つに分別した。 lase及び maltaseの分別を試みた。又同一材料から

maltaseについては，糖化型 amylaseが maltase活 酵素]'J至は蛋白質を系統的に分離してゆくことは酵

性を有する点で総状菌に於ける存在が問題であったが 素，蛋白化学上有意義の事であると考えられる。

以上の観点から著者等は Takadiastaseを材料とし

キ北海道大学反学部農芸化学教室 てこれら酵素の分別を試みた所，一応の成功を収め，
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二，三の新しい事実を見出すに至った。即ち Taka-

diastase塩祈物より α・amyIase及び maItaseを赤堀

等3)及び著者等凶の方法で結晶として単離すると共に

糖化型 amyIaseの一つ(糖化型 amyIase1と呼称〕

を得た。又非;一塩本fi区分より岡崎9)の方法により糖化型

amyIase (IIと呼称)を分離し，更に残存液より別の

型の糖化型 amyIase (JIlと呼称)を分離した。 この

糖化型 amyIaseJIlは DuoIiteA 処理により更に少

くとも四ケの，作用機作上本質的に同じ酵素と考えら

れるものに分別され，且つ此等は amylase作用と

gl ucosidase作用を併有し，澱粉に対する作用は糖化

型 amyIase1又は立と異るものであることが明らか

となった。又 I と E は基質特異性は本質的に同じ

と考えられるが，i，占紙電気泳動的には明らかな差異を

示した。

本報告は Takadiastaseより各種糖化酵素の分別精

製法と糖化型 amyIaseの多元性について記述したも

のである。

実験材料及び方法

酵素材料は三共株式会社より恵与された Takadias-

tase原粉末を用いた。なお木材料は糖化型 amylase

と α-gIucosidaseの活性についてはかなりの変動が認

められた。

可溶性澱粉， maItoseは市販品を用し、，かIimitdext-

rmは甘藷s-amyIaseと馬鈴薯澱粉より通常の方法に

より調製した。 isomaItose，panoseは著者等の方法に

より給品 maItaseと maltoseによる糖転位反応、産物

として得たものを用いた16)。

酵素活性の測定及び単位・酵素活性は還元力の測定

による既報13)の方法をとった。糖化型 amyIase単位

は 0.5mIの酵素波が pH4.8 (acetate 0.01 M)， 450 

15分に可溶性澱粉 100mgより生成する gIucoseを

全反応液lOmlより 2mIを以て定量し，生成 gIu-

cose 1 mgを 1単位とした。 maItase活性は糖化型

amyIaseが maltose分解能を有するため maltoseを

基質とすることが不適当であり， phenoI-α-gIucoside 

を用いたが反応、速度が極めて低く，ために反応時間を

1時間という長時間を採用した。このため活性の正確

な比較は望めなかった。即ち， maltase単位は反応液

5ml中，酵素液 0.5mI，基資 40mg， pH 4.8 (ace司

tate 0.01 M)とし， 45
0
60分後 2mlをとり定量され

た glucoseの mg数を以って表はした。

実験結果

Takadiastase より各糖化酵素の分別精製は大要

(Diagram 1).の如き方法を用い以下順次詳述する。

Takadiastase 塩析物より α-amylase，糖化型 amy-

lase 1.及び maItaseの分別及び精製:

Takadiastase 300 gを水 2，000mlに溶解，遠心分

離し，不溶物を水洗して上澄及び洗糠液を集める

(3， 300 mI)。この抽出液に 10% Ca-acetateを加へ，

終濃度1%とし，生ずる沈澱を遠心分離で除去する。

上澄(3， 500mI)に硫安を1lに対し 600gの割合で

加え， 遠心分離管中に分注して一夜放置し， 3，000r. 

p.m.で 30分間遠心分離する。この時上澄は透明に

は至らないが，これは溶過により速かに沈澱と分離

し，滅液は完全に透明となる。沈澱を集め水に溶解し

(1，150 mI)流水に対し4日間透析し，セロファン膜

は毎日交換した。透析液 (2，600mI)に 4% rivanol 

液を約 50mI加え(黄色の α-amyIase-rivanolcom司

pIexの沈澱が生成し初める量)生ずる沈澱を遠心分

離で除去する。上i登に更に 4% rivanolを沈澱の生

成しなくなるまで加え(約 200mI)遠心分離して得

られる沈澱は α-amylaseの分離に用いる。上澄に

caolin約 150gを加え 30分撹伴し，過剰の rivanoI

を吸着除去せしめ，得られる微黄色の透明な液液

(2，750 mI)に硫安を 1，000mIに対し 600gの割合で

加え 24時開放置後減過により沈澱を集め，流水に対

し， 3日間透析し(セロファン肢は毎日交換)，透析液

(330 mI)を 300 で減!王濃縮し約 75mlとしてこれ

を等量の MeIIvaine緩衝液 (pH3.8)で稀釈し，

Dowex 50-2 (3 x 20 cm)で糖化型 amyIaseと maI-

taseに分別する。 Dowex50-2は予め pH3.8の同

じ緩衝液で平衡にしたものを用いる。

α-amylaseの糖製結晶化一一α-amyIaseの精製結晶

化は前述の rivanoI:処理を含めて赤堀等3)の方法によ

った。即ち rivanol沈澱物を 0.5Macetate (pH 5.0) 

300mlに溶解， caolin 約 100g づっ 2 回添加1O~20

分撹梓し rivanoIを除去，得られる透明なi慮、液を氷冷

し，これに冷 acetoneを1.5{音量添加し生ずる沈澱

を速かに遠心分離で集め 1% Ca-acetate 200 mlに溶
解，不溶物を遠心分離で除去，冷却下に冷 acetoneを

白濁するまで添加，氷室に放置し，沈澱生成後，溶液

が透明になった時再び同織に acetoneを追加して，終

濃度約 35~40 %とし，生成すを粗結晶を前・と同様に

処理して再結した。収量は3回再結後で針状結晶とし
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第 1図 Dowex 50-2による糖化型 amy!ase1と maltaseの分別
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る沈澱は殆んど消失する。この ch!oroform処理波

(37.5 mI)に 3倍量の acetoneを冷却下に加え沈澱を

集め水 5mlに溶解して再び前と同法度の acetoneか

ら沈澱せしめ乾燥して保存する(第1表)。

Maltaseの精製及び結晶化一一糖化型 amylase1の

Dowex 50-2よりの溶出終了後，緩衝液の pHを 5.0

とし， 20ml毎の fractIonをとり，活性の強い部分

(本実験では No.2~No. 4)のみを集め，冷却下に

a¥coho!を加えて 75%とし(時には alcohol添加前

に cellophane膜中で濃縮した)生ずる沈澱を遠心分

離後流水に対して 3~4 日間透析，再び冷却下に al­

cohol (75 %)より沈澱せしめる。沈澱を 10m!の水

に溶解し a¥coho!を少量づっ加えて 60% C冷却下〉

として氷室に放置すれば ma!taseの組結晶を得る。

これを a¥cohol濃度 50%より再結すれば第2図の如

き結晶を得る。

精製の各段階に於ける活性，収量等は方法の大要と共

に既に報告した14)。

5 

て約 2g

糖化型 amy!ase1の精製一一前述の McIlvaine綬

衡液で稀釈した溶液(150ml，pH 3.8)を Dowex

50-2のカラムを通し同じ緩衝液で展開する。 50ml毎

に fractIonを集め酵素活性を測定し乍らこれの消失

する迄展開する〔第1図)。活性の強い部分 (No.2~ 

No.6) 250m!を集め N-NaOHで pH5.4に調節

し，硫安を 100mlに対し 15gの割合で加え生ずる

沈澱を遠心分離で除去(12，000r.p.m. 10分〉上澄に

更に硫安を加えて 55g/100m!とし，前と同様遠心分

離で沈澱を集め流水に対し 3日間透析する。透析液

75m!を水で 2倍にうすめ 30mlの ch!oroformと共

に 15分振渥することを 25回繰り返す。かくして得

られる酵素液(110ml)を冷却し，氷冷 acetone110 

mlを加え生ずる沈澱を速かに遠心分離で除去，上澄

に acetoneを追加して 70%濃度として遠心分離し沈

澱を水に溶解 (25ml)再び 1/5量の ch!oroformと

共に 15分づっ5回振濯すれば chloroform屈に生ず

3 

Takadiastase塩折物より糖化型 amylase1の精製

精 幸生 段 階 液量 ml 単位/0.5m! 単位/mg窒素 収量ヲも

原抽出液 3，500 9.7 2.6 100.0 

第1回塩折物 2，600 7.6 3.0 58.0 

第2回 " 330 18.0 17.0 17.7 

Dowex 50-2処理 250 17.3 20.0 12.8 

第3回塩折物 150 16.5 25.0 9.9 

第1回 ch!oroform処理 110 13.9 38.0 4.6 

acetone 70 %区分 25 30.0 61.0 2.2 

第2回 chloroform処理 37.5 14.4 67.0 1.6 

第 1表
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第 2闘争rfé~J! rraka-n1altase 

Takadiastasc 泌決より化 amylaseII及び

mの分;lj1J治製，

Takadiastaseの;;P;1回11I1F;-i~，~波(3， 800 ml)をセロ

ファンJl史に分ü して流水に対して 4~6 1I 間近析す

る。このあり支の法!?;ーで決~(fする iÛ!t安必JK: こ L々 ては次の

Ca-phosphate-gelによる昨素の又Jιを必与しない。全
透析液(13，100ml)を集め新しく淵裂した Ca-phos目

phate-.gelを pasteとして約 220g 添加し 20分♂ーす

るO ここに加える l役/百万ij(主不純物の除去を EI的とした

ものでそのf訟は予め溶液のぺ~fí5~こっき， amylase 活性

を 5~10 5もお1度減少せしめるようにじためておく。

j'l後遠心分出iiしU;:i伺色;こjヲ決したiQZ.:O物はj企てる。ょ

と3に更に Ca四phosphate伺gcl約 800gを添加し 20分

1'[ーすれば amylase(主治ど伐おくされる。これを遠心分

取し!投1S.~0) を二度水洗し1\1/15 HP04 災;夜

1. 51づっ 3IIJILi~'素をお!UJ\ する。 111 iJ¥i女(斗， 500m1)を

40
0
以下で 450ml ~こ浜よれし冷却し alcohol 900 mlを

加えて生ずる沈波ど;去かに法心分水(こ終解して不

溶;1かをえし犬し， ~Jí[ノj(に 3 日[i \j.3)したo f(~~ じて台によ

る(;\íH4) ，HPO+ の í;~，ムー(土 J[::>I校 !Yst:l~)~d( であったため，

この透析;伎を M-Bか acetate -:::.0 Yl1却し過刻の 13，ゾトは

硫酸で徐き，仁1"存l後 40
0
C以甘い戸Jび alcohol

70 ;;ら浜)丘一で i:L~~ せしめ Hií と同Hi3 EJ R¥J流水透Lf?を行

う。透析波 (175ml)は水で 400mlに郊釈して， αE

amylasc の1~ノ(iーを考!芯して 2 % rivanol 8 mlを添加，

生ずる r~lll少の沈泌をj主，亡、分間1: で|泳三;する。 1二は 35も

Na，COi' で pH lOr~11 とし， 2 % rivanol 20 mlを

添加してiiJliIJfJU::U-9'ると飴状の沈511物を生ずる。かく

てi主心分ぷ;こより沈政 (71イヒ)1:')_amylase 工区分)と

i二 (Iiiと"'iamylase Jll区分こ分別する。

iLJ1i'! amylase立川l'ijjti{-ーと述の炭殻ソーダア

ルカリドl::こ万合げる rivanoli土泌物を 0.1;¥1-acetate 

(pH斗8)100 ml (こ 1#(;押し caolin*匂 20gを力口えて

子引♂

(90 m1)。このが千;伎をと冷却しつつ alcohol90 mlをJZE

)Jli， 何日与枚目後:iili:， l~、分献で ititf{ を集め水 30ml (こ終

解，時三長波とする。保存(こは挺:こ alcoholより沈澱せ

しめじ:した。九、i:iJ製段治に1Iそ;ナるJU垣:及びJt活性を

お2友:こ示した。

日{ヒJli'!，amy lasc J1Iの Duoliteによる分別一一炭酸

ソーダアルカリ院で rivanolより沈澱しないこの区分

科40m1)を N四CI'llCOOHで pH6.0とし caolin処

}弔で rivanolを除去して何られる溶液 (400ml) (主'Ulf1

化~ii! amylase単位 15.1でおJめの Jiμ 波ltIO):J'::i舌

性;こ対し 8.8%である。ス glucosidase(maltaseと

いう意味:こ於て)活性は正取な比絞ば:1¥ボなかったが

約 60;:らがこの区分に残ノf子し且つ rivanol沈澱物巾に

はこの活性は存f仁しないから事実上この区分に集約さ

れたと三与えられる。そこで一応これら二つの滋索活性

(主別(1，，，[のものから~J.I 米すると二与え，次の伎な極々の分

別操作を試みた。これら予備がjな;ミ!該7から得られた結

果ば， (1) Takadiastase込山f物rlclのfrlij活性の分別に

flJ '"、た Dowex50-2にはやJiノLも投下!されない。 (2) 

水溶液， 33 ~~ alcohol溶液又 l主流友'1士山干11溶液から

corn starchこ何れもl収討されない。(3 )さきに著者

等が I~r;:仕切に於て成功した Ca-phosphate 攻者物より

i酸性及びJ;l仏J，'c['I'.待攻上ii:二上る分;JIJ溶出ではこの場合

i¥1/15 KHJPO+ i手ti夜から Iiid活 i~l:) ~ 7'G :~:::に総 :1j される。

ド1:1)'，
r円ィ、こ fX.

芸高 2君主 Talcadiastasc取jJj-;'I!i液よりイと amylaseT[の泊辺

そ 与 ml 単位/0.5ml 単位 mg 主主~ JI又 lil づら

l包上J1- ;'I~Î i1~ 

Ca-phosphate n日処王担
(NfL)zf-IPO+浴IJ!

13， 100 5.3 

12， 500 4，8 

4， 500 8，7 

275 18，8 

90 23.~ 

30 23.6 

:η2同透百「波

rivnnoI i~じよ:;ぉ

50 % alcoholぶ分
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第 3図 DuoIite A-2による糖化型 amyIase1llの分別(1)

e-e 280mμ に於ける吸光度
x --X phenoI-α-gIucosideに対する活性
0-0  可溶性澱粉に対する活性
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で交換される無機塩が残存していたものと考え，本

実験に於ては若干の予備精製を行った。即ち糖化型

amyIase m fra::tion 250 mIを減圧下に 50mIまで濃
縮して 2.5倍量 aIcohoIより沈澱し，速かに遠心分

離し水に溶解して数日間透析を行い， 0.05 M-acetate 

(pH 4.8)の等量で稀釈し不溶物を除去して酵素液

45mIを得た。これを実験 1と同線 DuoIiteA-2に

(3.5X 23 cm) 吸着展開せしめ No・ l~No .5は各 50

mI，以下 25mI 7sに分別した(第4図〉。回収率は

280mμ に於げる吸光度より計算して約 89%であっ

第4図

第4図に於て a，b， c， d及び eが酵素活性を有する

peakであるが，このうち b-fractionは活性が極めて

微弱である。又実験1と兵る所は， acetate濃度 0.05

( 4) Amberite IRC-50， lR-4 B， lRA・400，diethyI-

amino-ethy IceII uIose， carboxymethy IceII uIose等は

何れも分別効果がない。

これらの結果は α-gIucosidase活性に関する限り塩

析物より得られる maItaseとは異なる型の酵素と推論

された。そこで更に検討を進めた結果 DuoIiteA-2を

用いると，この区分の糖化型 amyIase活性が更に幾つ

かの fractionに分別され且つ amyIase活性と gIuco-

sidase 活性が全 fractionに亘って相伴って出現する

ことを見出し，この両活性が同一酵素に由来するもの

であるとの結論を導くに至った。

実験1.一一一酵素液 10mIに 0.05M-acetate (pH 

4.8) 5 mIを加え， Duolite A-2 (13 X 140 mm，予め

0.05 M-acetate (pH 4.8)で平衡にしたもの〉に通し

て吸着せしめ， 0.05M及び 0.1M の acetate濃度

で展開し 2mI宛分別した。各溶出液につき amyIase

及び gIucositase活性と 280mμ に於けるl及光度を測

定した結果は第3図の如く 4ケの peakが得られ，各

fractionが何れも二つの酵素活性を併有している。

実験 2.一一実験 1 に於ける観察から，更に大量

の酵素液を調製すべく実験を進めた結果，第4図に示

した如く，更に新しく 1ケの両酵素活性を有する peak

が出現し，合計 5fractionに分別された。

なお実験1.に於て， 0.05M-acetate (pH 4.8)で

展開したにも拘らず No.l~No. 5に於て測定された

pH は 5.6~5.6 に上昇した。 これは DuoIiteA-2 

5 。

DouIite A-2による糖化型 amyIase

E の分別 (n).a， b， c， d及ぴ eが

酵素活性を示す区分

。ω叶→O.IM
C 

吸光度

0.C6 

0.03 

0.02 

。

0.04 

た。



北海道大学段学 1~i5紀要102 

一
/
/
ノ
グ

/
/
.
〆

% 

100 

80 

60 

叫
喧
ポ
(
百
世
#
部
地
盟
、
処
』
戸

40 

20 

24 10 5 2 

問時

糖化型 amylaselUaの Ca-

phosphate-gelに対する態度

第3表

吸着剤|器質の加水分解速度('7ら〉
添加量ト一一←ー一一一一一一一
(ml 可溶性澱粉 maltase

無添加 42.7 20.6 2.1 

0.3 41.2 22.5 1.8 

0.5 36.0 18.7 1.9 

1.0 24.5 11.2 2.2 

&1交比

酵素液 1.5mlに Ca-phosphate-gel懸濁j夜を加

え，全量を 2.5mlとして撹燐後遠心、分iJJIE，J二没

の各 1mlをとって酵素液とした。反応、は 2%

基質 5ml， 0.1 M-acetate (pH 4.8) 1m!. H20 3 

ml，酵素液 1mlを加え 40030分後定量した。

糖化型 amylaseJ1laのCa-phosphate-

gel吸着物より酸性及び塩基性燐酸塩に

よる溶雌速度

第4表

基質の加水分
解速度 (%) 

可溶性
澱粉 1

11J出同国

30.0 I 15.4 I 1.9 

30.7 I 13.1 I 2.3 

20.2 I 11.2 I 1.8 

速度比

M/100 KH2PO， 
M/50 (NH')2HPO， 
M/10 (NH4)2HPO， 

酵素液 5mlに Ca-phosphate-gel10 ml添加し，

撹持して遠心分離し，水洗後，各溶出J'fU5ml宛

順次溶出したものを酵素液とした，定量?よは第3

表と同じである。

limitdextrinに対する作用限度の異るものの存在が確

認されているので，本実験に於て得られた糖化型

amylase区分の各々について各種基質に対する態度を

比較研究した。なお IU-fractionは前述の理由から

M に於ては前二者のみが， 0.1 M に於て次の 3ケが

得られた。各 fractionの機化型 amylase単位は a・

5.~ c: 0.9， d: 1.~ e: 0.9であり活性比にすると

a=100として c:18. 7， d: 22.4， e: 18. 7となる。

これら各fractionによる可溶性澱粉の分解は，何れ

も 70~80 %の分解限度を示す(第5図〉。旦つ作用

経過も殆ど一致すること更に各 fractionとも phenol-

α-glucosideに対する活性を有することから基質に対

する作用方式は本質的に同じ酵素と考え，後述の各種

基質に対する糖化型 amylase1， II及びJIlの態度の

比較実験にはすべて IDa-fractionを用いた。

また amylase活性及び α-glucosidase活性が別個

の酵素によるものであるか否かを更に確めるために

lUa-fractionを用い吸着剤jに対する吸着速度及び吸着

物よりの溶離の速度を比較した。 HDち酵素液に対する
Ca-phosphate-gelの添加量を変えて未吸着の酵素活性ぜ

を測定すると amylase 活性/glucosidase活性 (mal-

tose分解能〕は一定の他を示し，又 Ca-phosphate-gel

吸着物より KH2PO，溶液及び (NHふHP04溶液よ

り順次溶出されて来る酵素活性の比も一定の値を示

し，この数値は何れの場合も約2である(第3表及び

第4表)。

糖化型 amylase1， II及び IDaの可溶性澱粉，s-
Iimitdextrin， maltose， panose， isomaltose及び phe-

nol-a-glucosideに対する作用の比較:

これまでに述ぺて来た如く Takadiastaseより α-

amylase， maltase及び糖化型 amylaseの分別に成功

し，且つ糖化型 amylaseは前述の方法による限りで

は三つに大別され， J1Ia司fractionは更に少くとも四つ

に分割し得るものであることを見出した。一方従来の

報告では紙状i是lのこの種の amylaseはその酵素起源

の違いにより，若しくは同じ起源、からでも澱粉やか

0.5 1 

列j出治'
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Jlla-fractionをその典型的のものとして用いた。

実験方法は糖化型 amylase1.と E は 0.1%溶液

とし， Jllaは}前述の方法で得られた No.2~No. 6の

部分(第4図〉をそのまま酵素液として用いた。即ち

酵素素液 1ml，O.lM-acetate (pH 4.8) 1ml， 1~も

基質 (phenol-α-glucoside のみは 2~の 10ml を 400

に於て反応せしめ時間毎に一定量をとり還元力を測定

して加水分解率を求めた。又 panoseよりの生成糖は

glucoseとして定量した。

先づ可溶性澱粉に対しては(第6図)分解限度は

70~80 %で何れも大体一致するが反応の初速度と分

解限度に到達する時間を見ると I及び Eは同じ傾向

を有すると考えられ，Jllαは初速度は比較的大きく分

解限度に到達する時聞が早いという結果が得られた。

s-¥imitdextrinに対しては(第7図) 1及び E は

可溶性澱粉に対すると同様であるが， 100 %加水分解

を行う。一方 Eα は反応速度も小であり 24時間後で

も約 70%の分解を示すに過ぎない。 この事実は，

lliaが可溶性澱粉に対し反応初速度が比較的大きく分

解限度到達の時間も早いことと併せて考えると明らか

に I及びE とは異る型の amylaseであると考へ得

る。

以上の結果は糖化型 amylase1とEは基質に対す

る態度は本質的に同じ酵素と考えることが出来る。糖

第7図糖化型 amylase1， n及び maの

s-limitdextrinに対する作用
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第8図糖化型 amylase1， n及びJllaの
maltoseに対する作用

亡Z-ー一、

% 
1C日

オリゴ糖に対しては，先づ maltoseは何れによって 詮印刷

も完全に加水分解され(第8図)panoseは速度は小 令 60

さいが 24 時間後で 60~70 ~らの分解を受ける(第 9 特

図〕。一方 isomaltoseは24時間後の観察では何れによ

っても微弱乍ら分解される結果を示した(第 10図〉。

phenol-α-glucosideは I及びEによっては全く加水

分解されずJllαのみが活性を示すが澱粉乃至は mal-

toseに北し活性は非常に小さし、(第 11図〉。

第6図糖化型 amylase1， n及び JUaの

可溶性澱粉に対する作用
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第9図糖化型 amylase1， n及び lliaの
panoseに対する作用
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第 10図糖化型 amylase1， II及び JUa

の isomaltoseに対する作用
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第 11図 ;j;r;¥i化型 amylase1， II及びJ1[a

の phenol-α-glucoside に対する

作用
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間泳動させj武乾後 0.5cm 1なに泌紙を切り， pH 4.8 

の0.1M-acetate 3 mlで酵素を村l出し 2;70可裕性澱

粉 2mlを添加し 300 で 30[1寺間反応せしめ，反応淡

2mlを以て glucoseを定宣することにより，第 12図

の如き泳動図が得られた。

第 12図糖化型 amylasc1及びJ[の

滅紙電気泳動図
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糖化型amylasen 

民pち何れも陽極に向って泳動するが，その速度は I

の方が遥かに大である。

従って糖化型 amylase1 と E は作用方式という

点、では本質的に同じ酵素であるが泌紙電気泳動的には

切らかに異る蛋白質と考えられる。

考 察

化型lamylase JUはs-limitdextrinに対する態度の違 この研究に於て Takadiastaseより α-amylase，

いと且つ phenol-α-glucosideをも基質となし得る点 maltase及び糖化型 amylaseの分別精製乃至は結晶化

で前二者とは明らかに別の酵素である。 に成功し，更に糖化型 amylase は少くとも 6~7 の

糖化型 amylase1及び E の泌紙電気泳動による 区分に分別し得ることを見出した。

移動性の比較・ α-amylase或は maltaseCtranoglucosidaseとして

糖化型 amylase1 と E は調製に際して塩析区分 記載されたものを含めて)は起源に拘らず性質は殆ど

から由来したか非塩析区分から由来したかによって分 同じくすることは既に知られているから，本研究では

別されたものであるが塩析とし、う操作がー蛋白質の分 分離されたこれら結晶酵素の性質は特にとりあげなか

離に完全なものとは必ずしも云えなし、。そこで糖化型 った。

amylase 1 の塩析による分離に於て，その材料或は 興味のあるのは糖化型 amylaseの性質である。糖

塩析条件により一部が滅液に移行してこれが君主化型 化型 amylase1 と E は種々の基質に対する態度は

amylase 11として分離されたものではないかと予想、 殆ど同じであり，作用機作上同一酵素と考えられた。

し，次の滅紙電気泳動による実験を行った。 前者は塩析され易く後者は塩析され難いという点で分

酵素液 0.03ml， ~Æ品川高 2cm ， O.IM司veronal-HCl 別し得るものであり，且つ泌紙電気泳動的に明らかな

緩衝液 pH8.0， 300 V， 0.2 mA/cmなる条件で 5時 相異を示し糖化zt:amylase 1 の方が移動性が大であ



菅原・中村・下村:糸状菌糖化酵素の分別。 Takadiastaseより α-amylase，糖化
型 amylase及び maltaseの分別精製並に糖化型 amylaseの多元性』こついて 105 

る。従ってこれら両酵素は酵素材料からの分別の操作

によって単に別々に得られたものではなく，それぞれ

別個の蛋白であると認められる。

然し糖化型 amylasenは Takadiastateを材料と

する岡崎の方法9)により炭酸ソーダアルカリ性から

rivanolにより沈澱して得られたものであるが(但し

HgChによる不純蛋白の除去とし、う操作はとらず，又

前処理として Ca-phosphate-gel吸着及び溶融を行っ

た)，その性質は異り特に s-limitdextrinは岡崎によ

ると約 50%であるが，糖化型 amylasenは完全に
加水分解を行う。そして rivanolによって沈澱しない

糖化型 amylaseIII区分がかlimitdextrin及び澱粉

に対する分解限度の低い型の酵素であった。

何れにせよ，従来の報告で酵素起源により糖化型

amylaseが二種類に大別され，更に上回 [0) が Asp.

awamoriより debranchingactivityの異る二種の糖

化型 amylaseの存在を指摘し，且つ塩析物及び塩祈

溶液よりそれぞれ分別しているが， Takadiastaseにも

同様にこれら二つの明らかに異る型の酵素が存在する

ことを証明し得たわけである。

糖化型 amylaseIIIは α-glucosidase活性を有する

点、に於ても I及び E と明らかに区別されるもので

ある。そしてこれら二つの酵素活性が Ca-phosphate-

gelによる吸着又は溶離に際し条件を変えても?吉に略

々一定の活性比を示す。この事は両活性が単一の酵素

に由来することを指示するものであり，従って Taka-

diastaseに存在する α-glucosidase活性は maltaseと

共に糖化型 amylaseIIIに由来するもので少くとも二

つの型の存在が明らかとなった。

このように糖化型 amylaseIIIは澱粉より α-hete-

roglucosideに至る広い範囲に基質特異性を有する酵

素である事が発見されたわけであるが，かかる酵素は

動物に於て Liebermanand Etoにより馬の血清 mal-

taseに認められている。然しこの血清 maltaseは

amylase活性/maltase活性が約 0.015であり，所謂

maltaseに属すべき酵素である。一方糖化型 amylase

E はこのよ七が約2であり amylaseと考えるべきもの

である。

なお著者等が先に白米麹より結品maltaseの分離を

行った際に， Ca-phosphate吸着物より先づ酸性燐酸

塩で糖化型 amylaseを，次いで塩基性燐酸塩で mal-

taseを溶出して分別に成功したのであるが，使用した

麹材料により酸性燐酸塩湾出部に両酵素活性が同時に

出現したことが屡々った1へこれは糖化型 amylase

E が存在したためであろうと考えられ，又前述の実

験結果が示した通りこの amylaseはCa-phosphate-gel

吸着物から 0.01M KH，PO.で溶出して来るもので

ある。なお Takadiastaseは材料により glucosidase活

性の変動が著しく時には phenol-α-glucoside分解力

の塩析溶液への移行が 30~60 %に変動した。これら

の事実はこの砲の酵素が生成するに当り培養の僅かな

条件の違いで，それぞれの生成比が大きく変って来る

ものではないかと考えられる。

糖化型 amylaseIIIは DuoliteA-2処理により少

くとも四ケの fractionに分割され各 fractionは総て

amylase活性と α-glucosidase活性を併有している。

糖化型 amylase1 と E がそうであるように，I1Iα

からI1Ieに至る各 fractionも作用の本質は同ーのも

のであろうと考えている。紙状菌の糖化型amylaseは

基質に対する態度から二種類に大別されるべき事は明

らかな事実であるが，更にそれぞれの中に蛋白分子と

して modifyされているものが存在し，従って糖化

型 amylaseは蛋白形態として多元的なものと云い得

る。酵素分子に mod凶catlOnが存在することは既に

ribonuclease聞や cytochrumeC却な papain21lに於て

既に知見され，松島等山は Taka-maltaseについても

報告している。

なおこの実験で分離された糖化型 amylaseはすべ

てisomaltoseに対し微弱ながら作用することが認め

られ従来の報告と異るものであった。この問題は各糖

化型 amylase聞の作用上の微細な相異の問題と共に

今後の研究を必要とするものである。

要 約

1) Takadiastaseより α-amylase，糖化型 amylase

及び maltaseの分別及び精製法を記載した。

即ち塩析部より α-amylase及び maltaseを結晶化

し糖化型 amylase1を得た。非塩析部より rivanol処

理により糖化型 amylasenと E に分別し，更にE

を DuoJiteA-2によるクロマトグラフィによって四

ケに分別した。

3) 糖化型 amylase1 と E は基質に対する態度

は本質的に同じ酵素であるが滋紙電気泳動に於ける移

動度を異にする。

糖化型amylaseIIIは α-glucosidase活性をも有し，

且つ s-limitdextrinに対する態度から糖化型 amylase

I及び E と異るものであった。

3) 以上の事実から紛、状菌糖化型 amylaseは作用
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本質上からは二種類あることを再確認し，東にそれぞ

れに分子上の modificationが存在することが認めら

れるに至った。

本研究に当り Takadiastase原粉末を提供された三

共株式会社に深謝する。又甘'ffl1s-amylaseは北大政

学部農産製造部の伊藤哲雄氏より恵与された。併せて

感謝の意を表する。
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Summary 

In studies on diastic enzymes system of mold， 

α-glucosidase has been principally investigated 

in this laboratory and the authors reported 

preparation and some properties of crystalline 

maltase. During the successive studies on α司

glucosidase activities in mold it was found that 

there exists an another type ofα岨glucosidase 

besides maltase， which has not only α-glucosト

dase activity but amylase activity. On the 

other hand it had been reported by many 

investigators that saccharogenic amylase also 

has maltose hydrolyzing activity and， from the 

difference of action on starch， at least two 

types of the enzyme may exist 

From such view it necessitated a fractiona-

tion study of these amylolytic enzymes as well 

as the comparetive study of the substrate 

specificity of them. 

The present paper describes a method of 

fractionation and purification of α-amylase， 

maltase and saccharogenic amylases， and a 

comparative study of saccharogenic amylase 

fractions. 

1) Methods of fractionation and purification 

of α-amylase， maltase and saccharogenic amy-

lase 1， II and III a~e were summarized in 

!ollowing diagram. (The names of sacch. amy-

lase 1， II and III a~e were tentatively adopted 

in present study) 
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Takadiastase“8ankyo" 

↓ 
preClpItate 

I treated with rivanol solution 

↓↓  
preclpltate 
↓ 

crystalline 
α-amylase 

supernatant 

I rivanol was removed 1:凶 c仇 resalted
out with (NH，)2S04 

precl pItate 

↓ 
PH 4.0 fraction 
↓ 

sacch， amylase 1 

I chromatographed on 

lD…50-2 at pH 
4.0 and 5.0 

i 
PH 5.0 fraction 
↓ 

crystalline maltase 

2) The mode of action of sacch. amylase 1 

and II on each substrate used， soluble starch， 

かlimitdextrin，maltose， panose and isomalto民
was almost the same. No activity on α-phenol 

glucoside was observed in both enzymes. These 

results indicate that the both are essentially the 

same enzymes in the activity principle. Howe-

ver the mobility in paperelectrophoresis was 

different and sacch. amylase 1. moved faster 

to cathode than type 11. 

3) 8acch. amylase 111 was suggested to be 

an another type of these groups of enzymes. 

The enzyme， compared with type 1 and 11， has 

lower activity against s-limit dextrin and hy-

drolyzedα-phenol-glucoside. Toward soluble 

starch， panose and isoma¥tose this enzyme has 

the similar action with type 1 and II. As an 

salting-out with (NHふ804(60 g/100 ml) 
←ー一一一←ー十一一一一↓

supernatant 

1 dia¥yzed， and added Cゆゆate-gel
adsorbato 

1 e¥uted with (日)2HPO，
eluate 

l 一dwith … 01 in all砧山ω叫11ほIkali凶凶至司叫叫alin
↓solution 

prec叩 tate」

sacch. amylase 11. 

↓ 
supernatant 

↓ 

chromatographed 
on Duolite-A-2， after 
caolin treatment， with 
0.05 ~ and 0.1 ~ 
acetate 

sacch. amy lase IIIa， IIlb， 
II1c， IIId， IlIe， 

attempt to separate the amylase and glucosidase 

activities in Ithis fraction， chromatography on 

Duolite-A-2 was made and subsequently they 

could be fractionated in severa¥ (at least five) 

fractions possessing the enzyme activity. 

However both amylase and α-glucosidase acti-

vities accomanied in each fractions obtained. 

Furthermore， evidence that the activity of a-

glucosidase is not due to contamination of 

maltase was obtained by comparing the rate of 

hydrolysis of starch and maItose after Ca-phos-

phate-gel treatment. 

4) From these results of fractionation of 

sacch. amylase III as weII as observation with 

type 1 and 11 it is supposed that modifications 

of enzyme molecule may exist among saccharo-

genic amylases in mold. 


