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　　S−AI　is　a　potent　a −amy 置ase 　inhibi士or 　produced 　by　S〃 ePtom 丿‘ es 　diastaticws　subsp ．
am 丿’osta”σ％3　no 。2476．　It　is　thought 　to　be　an 　oligosaccharide 　composed 　of　6　mol   ules

of 　glucose　and 　l　molec ロ1e　 of 　S−AI −X （unknow 皿 structure ）．　 A 　slnal監 amount 　 of 　S−AI
（5
−10 μ9／ml ）in　the　medium 　enhanced 　the β一amylase 　production 　of βα6ガJJ麗ε ρo砂吻 丿xa

no ．72　bフ about 　2−to　3−fold．　 Addition　of 　S−AI 　 at 　 any 　time　before　maxi 皿 um 　growth
．
was 　reaclled 　was 皿 os亡 effective 　and 　thereafter　tke　effect 　gradually　decπeased ．　This
effect 　of　S−AI　depended 　 on 　the　concentra 廿oロ of 　 solllble 　 starch 　in　 the　medium ．　 The
whole 　of　S−AI　was 　not 　involved　in　the　effect ，　because β一amylase 　hydrolyzate　of 　S−AI
て91ucose−S−AI−X −glucose）showed 　the　same 　eff   t　 as 　 native 　S−AI ．

　　β一Amylase　 was 　purified　from 　the　filtrate　 of 　the 　 culture 　with 　added 　S−AI　and 量ts

pτope τties　were 　co 皿 pared 　with 　tレose 　of 　the 　enzyme 　obtained 　from　the　control 　culture

without 　S−AI．　 No 　difference　was 　found 　between 　the 　two ．

　 StrePtemsces　diastatie＃s　 subsp ．　 amylestaticecs

ho．2476は，　 a 一
ア ミラーゼ の 特異的阻害剤 S−AI を

生産す る．1・s， SrAI は glucose　6 分子 と S−AI−X と

．
．
名づ けた 窒素を含む化合物 1分子に よ っ て構成され る

分子量約1， 500の
一

種 の oligosaccharide で あり （Fig ．

1，文献 1〜4 お よ び 未発表），各種の 微生物，動植物

起源 の α
一
ア ミ ラーゼ と glucoamylaseの み を 特異的

に阻害 し， β一ア ミラーゼ や pullulanase 等に は 阻害

を示 さ ない 。8｝S−AI の こ の よ うな 阻 害特異性や 阻害機

構 の 解明は， こ れ らア ミ ラーゼ の 活性部位の 研究に多

大な知見を与え る こ とが期待され る．

　
一

方，著者 らは S−AI の こ の 阻害特異性を 利用 して ，

．高力価の β一ア ミラーゼ 生産菌を 効率よ く選別す る方

δ猟 b づ勉
φR

糊 ・

網 6…b：欝
翠ig．1．　Postulated　stfucture 　of　S−AL

法 を開発 し．た．すなわち， S−AI を添加した培地を用

い て 検索す る．こ とに よ り，B σcillus　PelymPtxa　no ．72

な ど 高力価な
1
β
一
ア ミ ラーゼ 生産菌数株を，容易に 選

別す る こ とが で きた．さらに ， そ の 酵素の 性質につ い

て も検討を加えた （未発表）．

　こ の よ うな検索 の 過程で ， β一ア ミ ラーゼ 生産菌 を

S−AI を含む培地 で 培養す る と， β一ア ミラー・tfの 生産

が ， 含まな い もの に 比較して 上昇する とい う興味あ る

現象が認 め られた．本報で は，β一ア ミラーゼ の 生産 に

対す る S−Al の 効果 に つ い て 検討した結果を報告す る．

実　験　方　法

　供試菌お よぴ培養方法 実験に供した B ．　PolymPtxa
no ．72 は，高力価 β一ア ミラーゼ 生産菌と して 著者らの

分離した もの で あ る．4｝ 基本培 地 と して 4．0％ soluble

starch （和光純薬製），
　 L 　O ％ meat 　extraCt （和光純

薬製）， 1．0％ ペ プ トン （Polypepton，大五 栄養化学

製）， O．3％ NaCl ，
　 pH 　7．　O を 用い た．培養は 500　m1

容坂ロ フ ラ ス コ IC上記培地 100 皿 1を入れ， こ れ に あ
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らかじあ前培養 した 種菌を 2 ％ （v／v ）の割合で接種

し，30℃ で振と う培養 （120回／分）を行 っ た，種菌

は同じ条件で24時聞培養した もの を用い た・遠心分離

（10， 000× g ， 10min）に よ り菌体を除去した上澄に

．
つ い て β一ア ミ ラ冖ゼ の 活性を測定した．

　β
一
ア ミラーゼ活性 の 測定 　 β一ア ミ ラーゼ 活性 は

starch を基質として 生成される還元糖 （rnaltose）を

dinitrosalicylic　acid （DNS ）法
蚤， で 測定し下求めた・

反応は，soluble 　starch （キ シダ化学）を 20 虹M リン

酸緩衝液 （pH 　7．　0）IC　1．5％ （w ／v）に溶解させ た溶

液 1ml に ， 酵素液 0．1m1 を加え ，
37℃ で10分閲行

．
っ た・β一ア ミラー一ゼ活性の 1　unit は，上配の系で 1

分聞に 1μmo1 の maltose を生威する酵素量と定義 し

た．　　
．一．

　S一醜 の 調製
．
　 添加式る S−AIは既報の方法で精

製した標品を用い 毎 尹また ， そ の 阻害活性は bacterial

liquefying　amylase （BLA ）を用い て 測定 した．1）

突　験　結　果

　S−Al の添加効果

　1． 添加濃度の 影響　　B．Polym丿xa 　no ．72 の β一

ア ミラ； ゼ 生産 に対す る S−AI 濃度 の 影響 を Fig．2

に示すJS −AI に よ る β一ア ミラーゼ の 生産増強は O，5

pg ／ml の 低い 濃度の 添加に おい て も認め られ ， 約 10

μg／m1 で 飽和 し，約 go　unit ／ml と対照 の 約 2 〜3倍

量の β一ア ミラ r ゼ が 生産された．なお ， 菌 の 生育や酵
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Fig，丶3．　Relation　between　addition 　time　of

　　S −AI　and β一amylase 　prOduction．

　　B．Pol丿m 丿xa 　 no 。72　 was 　c 口1tured　under

　　the　standard 　conditio ロ5．　 Two 　mg 　of

　　S厂A正was 　added 　to　the　  ltures　（100皿 1）
　　at　various 　ti血 es．　 Samples　were 　taken

　　at　various 　times　a腿d　β
一amylase 　activity

　　was 　assayed ．

　　β一Amylase　 actiVity 　 symbols ；
一ロー

，

　　control ；
一〇 r 　 S−・AI　added 　aも0， 8　or 　16

　　hr ；
一●一

，
　 S−AI　added 　at　20　h鰐 一●一

，

　　S−AI　 added 　 at 　24　hr．　 Ce！1　growth 量s　indi・

　　cated 　by　triangles．
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Fig．2．　 EffeCt　of 　S−AI　on β一amylase 　produc ・

　 ．tion　of 　B．、PelPtmyxa　no ．72甲

　　藍謐蠶畿 、盈器燕畿盟誌
　　◎oロce ロtrations　of　S−Al．・

β一A 鵬 y  se 　act ・

　　ivity　in　the　culture 　fi1trate　was 　assayed

　　after 　96　hr　cUltivation ・

素 の 生産時期 （Fig ．3 参照）は，い ずれの 添加 に お い

て も全 く差は認められなか っ た．

　2． 添加時期　　種 々 培養時期に S−AI を終濃度が

20μg／m1 とな る よ うに 添加す る こ と に よ り検討した

（Fig．3）．　 S−AI は菌の 生脊が最大とな るまで の 期間

（0〜16時間） に 加 え た場合に 最 も強い 効果を示し，

定常期以後 の 添加 で も増産効果は認め られ る が，そ の

割合は時間の 経過とともに 徐 々 に 減少した．

　3． Statch濃度 の 影響　　本菌に よ る β一ア ミラー

ゼ の 生産 に は soluble 　 starch が 重要な 影響を示し，

starch が 存在しない 場合 ， 酵素 の 生産 は ほ とん ど見

られ ない ．そ こ で ， starch 濃度 の S−AI 効果に対す

る影響 leつ い て 検討 した （Fig．4）．　S−AI （5 μg／皿 ）

に よ るβ
一
ア ミ ラーゼ の 増産は ， い ずれ の 8 如 rch 濃度

で も見 られ た．対照と S−AI 添加培地で の 生産量の 比

は低濃度 starch の 方が大きい が ，
　 S−AI の添加で増

産 され る酵素量は starch 濃度め高い ほ ど大きい ．

　4。 S−Al の 消長　　培地 に 添加した S一虹 の 消長

に つ い て 調 べ た 結果を Fig．5 に 示す．培地中 の s−AI

量は培養ろ液を100℃ で 15分間加熱処理後，BLA に

対する阻害活性より求め た．添加した S−AI
’
は培地中

で そ の 活性が急激に減少す る．こ の 原因として ， Ω）
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Fig，5．　D   rease 　 of 　 S−AI　 activity 　in　 the
　 　 CU ヨture．
　

．The 　 c〔鼠1sw　e 「e　cultured 　under 　the　stand ・

　　ard 　conditions 　and 　S−AI （20 μ9／ml ）was

　　added 　 at 　 varieus 　 times．　 Samples　 were

　　taken 　 at 　 various 　times 　and 　the 　remaining

　　S−AI　 activity 　in　 the　 culture 　 filtrate　was
　

．
assayed 　after　heating　the　s鋤 ple　at 　100℃

　 　 for　15　min 。

　 ・．一〇一
，S−A工activity ；

一△一，Cell　growth 。

添加した S−・AI が速や か に菌体内に取 り込 ま れ る．

（2 ）S−A1 が 生 産さ れ た β一ア ミラーゼ に よ り 分解 さ

れ失活す る等が 考え られ る．t， しか し， 0 時間や 8 時

聞目の 添加 で見 られるように ， β一ア ミラーゼ がほとん

ど生産されて い ない 時期に おいて も， S−AI 活性が同

β一Amylase 　hydrolyzate　of　S−AI 　was 　prepared
by　 incubating　S−AI　 with 　sweet 　 potato β一

挺 nylase 　at　37℃ for　5　hr　aad 　heating　aUOO ℃

歪or 　10　min ．　Tbis　wa8 　added 　to　culture 　medi ロ 1n

at　 a　 concentration 　 of 　 2．5 μ9／ml 　 as 　 natiVe

S−AI．　 Cells　 were 　cultured 　fo： 96　hr　 under

the　s伽 dard　oonditi 。 ns 　and βつ my 工ase 　acti−

vity 　in　the 　c 越1加 re 　filtrate　was 　assayed ．

様に 減少して い る点を考慮す ると，（1） の 原因が強

い もの と推定 され る．すなわち，S−AI が菌体内に取

り込まれて作用して い る もの と推定され る・

　5． S−AI の 部分分解物の 効果　　S−AI の 効果 の

発現 に そ の 全構造が必要か どうか を ， S−AI の β一ア ミ

ラーゼ分解物を用い て 検討 した．すなわち， S一皿 は

β一ア ミラーゼ の 作用 に より 皿 altose （F− 1 ） 2 分子

と S−AI−X を 含ん だ画分 （F−L 　glucose− S−AI −X −

glucose） 1 分子 に分解 され，同時に BLA に対する

阻害活性をほ とんど消失す る （文献 3お よ び未発表）．

分解物の 調製は ，
S−AI 　250 μg を 5 皿 M 酢酸緩衝液

（pH ．5．0）2　thlに溶解し， こ れ に甘藷の β一ア ミラー

ゼ （Sigma ）5 μg を加え，37℃，5 時間反応後，
100

℃ で 10分間加熱処理す る こ とitよ り行 っ た・Table 　1

に示す よ うに ， 分解物の添加に よ っ て も S−AI と同様

な効果が認め られ た．maltose の み で は こ の よ うな作

用 は認 め られず ， 従 っ て S−AI−X を含 ん だ F−1［が

S−AI と同じ効果を示す こ とが 明らか とな っ た．

　S−M 添加時 に生産 される β一ア ミラーゼ の 性質

S−AI の 添加 に より増産 され る酵素が ， 無添加時の 酵

素 と同じもの かどうか は， S−AI の 添加効果を解明す

る上で 重要な問題 と考えられ る．そ こ で S・−AI　as加培

地で 生産 される酵素 を精製 し， そ の 性質を無添加の 場

合 の もの と比較 した．

　1，酵素の 精製　 B．Polymptxa　no ．　72を 5 μg／ml

の S−AI を含んだ培地で ， 30℃ ， 96時間振とう培養後

菌体を除い た培養ろ液 51 を用い ， 無添加培養で行っ

た と全 く同 じ方法 （未発表）で 精製した．すな わ ち ，
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Table　2．　 Some　Properties　of β一amylases 工 and 　lr　produced 　in　the

　　presence　or　absence 　 of 　S−AL

Control　culture S−AI （5 μ9／ml ）

Specific　 activity （unit ／OD2so）
Optimum 　pH

pH 　 stability

Optimum 　temperature

Thermal 　 stability

．lsoelectric　point

Molecular　weight
Inhibition　by 　PCMB

149＊，　145＊＊

　 　 7．5

　 4．0− 9．0

　　45℃

below　50℃

8．35＊，　8．59＊＊

　 44， 000

　 　 Yes

150＊，　149＊＊

　 　 7．5

　 4．0− 9．0

　　45℃

below　50℃

8．35＊
，　8。55串串

　 45 ，000

　 　 Yes

＊ value8 。f β一amylase 　 I
＊ホ Values　of β一amylase 　皿

　 Other　properties　of β一amylase 工 and 皿 were 　same ．

starch に対す る 吸着，硫安分画 ，
　 DEAE −cellulose ，

CMtellulose イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー，　 Bio

gd 　P−100 ゲル ろ過 ，
　 Ampholite （pH 　7〜10） 焦点電

気泳動に よ りβ一ア ミ ラーゼ として 無添加の 場合と同

様 に ，等電点 の 若干異な っ た 2 つ の 標品，β一a：nylase

工 と β一amylase ．　1 が得られ た．工 ， 1 はい ずれ も電

気泳 動的に均
一

に精製 され，培 養液 1」か らの 収量（全

活性）　【孟 1カ£．3．4× 10e　unit （収率4冒ユ％ ），　皿 Dt　L 　7×

10F　unit （収率
一2．1％ ） で あ っ た．

　 こ の よ うに して 得られ た β一arnylase 　I と 皿 の 比率

は約 2 ：1 で あ り，．こ の 値は S−AI 無添加培養の 場合

と同じで あ っ た．．す な わち， S−・AI が こ れ ら2種 の β一

ア ミ ラーゼ の 生 産 を 同程度 に 増強 して い る こ とが示唆

され た。

　2． 酵素の 性質　　精製酵素に つ い て ， そ の 諸性質

を 無添加 の も の と 比較 した．そ れ ら の 結果 を まとめ て

Table 　2 に示す．　 S−AI 添加お よ び無添加培地で 生産

され る酵素に は ， 酵素化学的諸性質 ， 等電点 ， 分子量

等 い ずれ も有意 な差は認め られ な か っ た・

考 察

　S−AI は ア ミラーゼ 阻害剤 と して の 作用 の 他 に ， 微

生物の 代謝に 対して も影響を示し，徴量 の 添加 で B．

Palymyx−a　no ．72 の β一ア ミラーゼ 生産を顕著 に 増大

させ た ．今後，S−AI の 効果を 生理学的 に 詳細 に 検討

す るこ とに よ汐，β一ア ミ ラーゼ の 生成や菌体外 へ の 分

泌機構，あ るい は菌体内および菌体外O ．ア ミ ラr ゼ の

役割 と い っ た 点に つ い て ， 有意義な知見が得られ るも

の と期待され る。．．

　な お ， 本実験 で β一ア ミ ラーゼ 活性の 測定 に 用 い た

DNS 法 で は ， 混在す る α
一
ア ミ ラ ーゼ 活性 に よ る影響

が考 え られ る・しか し培養液を用い た検討 の 結果，

（1）starch を 基質とした 時の 分解限度が約60％ で あ

り， そ の 生成物が ほ とん ど maltose で あ る ζ と ， （2 ）

こ の 活性が IFehloromercuribenzeic　acid で ほとんど

失われ る こ とか ら考 え て ， 本菌 の 場合，a 一
ア ミ ラーゼ

の 影響 は無視 で き る もの と思われ る ．

　また ， 興味 ある点は，S−AI の β一ア ミラーゼ に よる

分解物 （F−E ， glucose−S−AI −X −glucose） が BLA

に 対す る 阻害活性 を示 さ な い に もか か わ らず ， β一ア ミ

ラ
ーゼ の 増産 に 関 して は S−AI と同じ活性を示す点 で

あ る．こ の 結果は ， F−一皿 さらに は S−AI−X が S−−AI

の 阻 害剤 と して の 作用 に 重要 な役割を 持つ だ けで な く，

微生物の 生理 に も何等かの 影響を持つ こ とを示唆す る

もの で あろ う．

要 約

　ア ミ ラーゼ 阻害剤 S−AI は一
種 の oligosaccharide

で あり，B。　Polsmyxa　no ．72 の β一ア ミ ラ ーゼ 生 産

に対 し， 興味ある生理効果を示 した．

　1）　本菌 の β一ア ミ ラ L一ゼ 生産 は 5〜10　pg ／ml の

S−AI の 添加で 2〜3倍 に増大 した．

　2） S−AI の こ の 効果 は ， 菌の 生育が最高 に達す る

まで の 添加が 特に 有効で あ っ た・ま た，こ の 効果は培

地中の starch 濃度 に影響 され，増加率 で 見 ると低 い

濃度の 方が よ り効果的で あ っ た・た だ，S−AI 添加で

増加する酵素の 量は t 高い starch 濃度で犬 きか っ た．

　3） 添加され た S−AI は，培養液中で急激に そ の 阻
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害活性 （BLA に 対す る） が減少 して お り， 菌体内へ

の 取 り込み が予想 され た ，

　4） β一・ア ミラーゼ （？増産 に は，S−AI 分子の 全構造

が必須で はな く， S−AI の替藷 β一ア ミラーゼ 分解物

（glu◎ose −S−AI −X−glucose） でも全 く同 じ効果が認め

られ た．

　5） S−AI の 添加で 得られ る酵棄は ， 無添加の 場合

と酵素学的 ， タ ン パ ク化学的 に 同
一

で あ っ た．

本研 究を遂行 す るに当た っ て ， ご助力 をい た だい た 服部宏仁氏に 厚

く感 謝い た レます．
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