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三 吉 和 重
・照 井 堯 造

（大阪大学工 学部醸酵工 学教室）

Studies　on 　 the　 Activity　 Balance　of　 Enzymes 　 in　 Submerged 　 FungaI

Culture　 Fluid　Used 　 as 　a　 Substitute　 for　Koji　 in　 Sake−brewing

（IV ）On　the　Component 　of　Rice　Bran，

　　　　in　Promoting 　Enzyme 　PrOductionEspecially

　Phytin，　Effective
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　　　The　phosphate　fractionation　method 　 was 　 applied 　to　 rice 　bran　 in　order 　 to　isolate　 the

eomponents 　effect三ve 　in　producing 　hydrolytic　 enzymes 　in　submerged 　fungal　culture ．　 Acid．

soluble
，
　 acid −nonextractable 　 and （phospholipids −） fractions　 were 　effective 　 in　 alpha −amylase

production ．　 And　alcohol ・soluble 　fraction　obtained 　after 　precipitating　nuclelc 　acids 　according

to　the 　 methQd 　of　Le　Page2） had　an 　a   elerating 　 action 　upon 　protease　formation．

　　　Dilute　hydr   hloric　acid 　extract 　 of 　 rice 　bran　was 　effective 　in　promoting 　 the　 secretion

of α 一amylase 　and 　 add 　protease ，
　but　without 　 sigIli 丘cant 　 effect 　with 　 regard 　to　 glucamylase

and 　protease （pH 　7．0）．　The　effectiveness 　of　the　acid 　extract 　could 　 be　mainly 　 attributed

to　phytin ，
　which 　is　esp   ially　eff  tive　inα 一amylase 　production；no 　other 　fraction　had　such

aremarkable 　effect ．　 It　has　 already 　been　known 　that α
．amylase 　formed　in　young 　mycelia

of 　AspmgilltLs　 o 型 z α 8　grown 　in　 a　 synthetic 　mediums ） is　mostly 　found　in　a　state 　adsorbed

丘rm 正y　on 　 cell 　wall 　and 　is　hardly　 secreted 　into　the　medium ．　 Phytin　was 　proved 　to　be　very

effective 　in　eluting 　the　 adsorbed 　a −amylase ．　 It　 was 　 much 　 more 　 effective 　 than 　 inorganic

phosphate．　 At　a　co ：centration 　of　Q．1％ in　the 皿 edium
，
　phytin　was 　 effective 　in　promoting

α
一amylase 　prOduction ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　　 雷

　液体麹製造培地 の 不 用物質が 除去で きれ ば ， 液体麹法 を 清酒醸造工 程 に取 り入れ る場合 そ の 品位の 向上 に 役立

つ と考 え られ る．そ こ で 培地有効成分と して 使用 した米糠 （脱脂米糠）を，さらに 分画 し，酵素 生 産 に対 して い

か な る物質 が 有効 か調 べ た 。糠の 分画 は リン 酸分画 法
1・1） を適 用 し， 分 画 製品 に対 して 有効性を 検査す る と と も

に，と くに
一

成分 と して 糠中に か な り多 く含まれ て い る phytin
‘） に 着 目 し，酵素 生 産 に 対す る効果 を 検 討 した．

Phytinの 添加効果に つ い て は Dunn ら
s），寺本ら

G）が α ・amylase ，　glucamylase の 生 産に 有効で あ る こ とを 認 め
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て い る が ， 私達 は各種酵素群の 内 α
一amylase に つ い て 検討 し，

amylase の 培地中 へ の 放 出 に影 響 す る こ と を 認 め た．

そ の 直接的 な 効果として ，菌体 に 内生す る α・

実　 験　 方　 法

　1． 培養方法　　原則 と して Asp．　el
”
yzae　Un −3 菌 を 用 い

， 培 地 組 成 ：可溶性デ ン プ ン 6％， グ ル タ ミ ン 酸

ソーダ 1％ ，
NaNO30 ．3％，　 KH2PO ，　O．2％，　 MgSO4 ・7H 、00 ．05％ ，

　 pellet防止剤 と して 10e−−200　 mesh セ

ル ロ ース 粉末 3％ （こ れ に て ほ とん ど pulp 状 の 菌体が得 られ る ）を合む基本培地で ，フ ラ ス コ 振盪前培養 2〜

3 日 の 菌体を遠心分離 して 集 め，2 回殺菌水道水に て 洗浄す る． こ れ を セ ル ロ
ース 粉末を抜い た 同

一墓 本培地

（適 当 量 の 緩衝液を 含む）に検査物質を加えた 培地 に 置換 して 振猛培養し， そ の 酵素生 産性を調 べ た．菌体乾燥

重量はセ ル ロ
ー

ス 粉末や糠の 不 溶解性物質重量 を別 に 培地組成と同
一

量か つ 無菌 に て 同
一
時間 振盪 した 後，乾燥

した もの を 換 算 して さ し引き真正 菌体量として 求 あ た．

　2． 米糠分画　　米糠 は市販米糠お よ び脱脂米糠 （日 本精穀油脂工 業株式会社製） を 用 い，リ ン 酸 分画法
1
・
：）に

従 っ て 行 な っ た ．すなわ ち Sche【ne 　l に 示す よ うに 脱 脂米糠 （50　mesh 以上）， 市販 米糠各 50g を 2℃ で 5％

冷過塩素酸 に て 抽出 2 回 （第 1 回 1 時間

半 ， 2 回目30分），つ い で 2．5％冷過塩素

酸 に て 30分抽出 し汐過 ， 全洪液を合わ し

〔酸可溶 区分 〕，こ の 汐 液 に conc 　 KOH

を加 え て 中和 し， 生 じた 白色沈澱物を遠

心分離す る．得 た 沈澱物は蒸 溜水2 回洗

浄後 1N 　HCI に 溶か し，不 溶の 過 塩 素

酸 カ リな どを取 除い た 後 ，
KOH 中和，

HCI 溶解の 再沈澱操作を 3 回 く り返 し

て　〔酸 中和 沈澱 区 分一・・A ．N ．〕 とす る．

KOH 中和沈澱除去の 上澄は減圧濃縮後 ，

Le　Page の 方法
2）

に 従 っ て ，　 pH 　8．2 （フ

ェノ
ール フ タ レ イ ン ピ ン ク ）と した 篌，

酢酸バ リウ ム 溶液を添加 して 沈澱す る 区

分 〔Ba
＋＋

沈澱区分
…A ．　Ba ．〕 と しな い

区分 に 分画す る．沈澱 しな い 区分は さ ら

に 減圧濃縮後 4倍量の 95％ ア ル コ ール を

加え，生 じ た 沈澱物 〔ア ル コ ール 沈澱 区

分
…A ．Alc．〕 と残 り 〔非沈澱区 分

…A ．

DJ に 分画 した ．

　過 塩素 酸抽出残漬 は95％ ア ル コ ール に

て 2 回洗浄沖別 後 ， 残渣 に エ タ ノ ール ：

Scheme 　LPrecedure 　for　the　fractionation　of 　phosphates
in　 rice 　 bran　 ext 「acts ，
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エ ーテル ＝＝　3 ： 1 液を加え，一
夜室温放 置 後40分 沸騰水浴中 に て 抽出洪過，さ らに 同 溶媒 に て 40分同様抽出 し，

こ れ らの 沸液を合わ し減 圧 濃縮 し て 〔リ ン脂質区 分 …L 〕 とす る．こ の 炉過残漬 は Le　Page らの 方法
2
） に従 っ

て 10％ 食 塩 溶 液 約 300ml を 加 え ，か つ IN 　NaOH に て 中和 後重 炭酸 ソ
ー

ダ飽和溶液 に て わずか に ア ル カ リ性 tr

液 として 洗浄汐過す る．こ の 残 irl　・，．　tこ 5倍容の 10％食塩溶液を加 え，同 様重炭 酸 ソ
ーダ飽 和 溶液に て 稀 ア ル カ リと

な し．沸騰水浴中 に て 1 時間抽出 （2 回） を 行ない 洪過，炉 液に 3 倍容の 冷 ア ル コ
ー

ル を加 え 2℃ に
一

夜放 置 後，

生 じた 沈澱をア ル コ ール に て 2 回洗 浄後 減 圧 乾燥 し て 〔核酸 区分 …N 〕 とす る．非 沈 澱 区分 は 減圧 濃 縮 して 〔ア

ル コ
ール 非沈 澱区分

…N 』）．〕 とす る ．10％食 塩 抽 出残旌 は 80℃ に て 乾燥 して 〔残 渣 区 分…R 〕 とす る．

　得 た 製 品 の 使用 に あ た っ て は 全量が 糠 50g に 相当す る もの と して 必要計算量 を そ れぞ れ使用 した．

　3． 酵 素 力価測定 など　　酵素力 価測定お よ び一般分 析方法 は 前報
7）と同 じで あ る が，糖定量 は 以 後 Somogyi

法 に よ っ て い る．
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　4． リン酸の 定 量　　リン 酸 の定量は Fiske・Subbarow 法
2
・
3） に よ っ て 行ない

， 無機 リン 酸 の 定 量 法 に 従 っ て

測定 した 値 を Direct−・P と して 表わ し， 酸分解によ っ て 測定 した 値 を Total−P と して 表わ した．　 Tota1−P の 測

定 に おける酸分解は 60％過塩素酸 2ml を試料 と共 に ミク ロ ケル ダール フ ラ ス コ に とり， 加熱 ， 白煙 が 出る に お

よ び 中止 し冷却後小量の 蒸溜水を加えて さらに 加熱 （10〜30分），全 て の リ ン 酸を正 リン 酸 の 形とな し冷却す る．

冷却後全 量 を 15ml と して 分 析 試 料 とす る．な お酸 分解 に 60％過 塩素 酸 2m1 を用 い た が ，測定試料 phytinに

対し 10N 　H ・SO ・ 0．5ml に よ っ て 酸分解を行な っ た場合も両者に差は み られ な か っ た．また森 らの 方法
4 ）
を行 な

っ た場合 もほ ぽ 同様 の 値を得 た．

　5． Ca・Phytate 　 Ca・phytate は 市販 phytin （東京化成工 業株式会社製） を 用 い た．ま た実験 皿 に お い て

は つ ぎの よ うな 手段 に よ っ て 再沈澱 して 用い た．Phytin　lg （total　P　4，7 μmole ／mg ） を 0．5N 　HCr 　30ml に 溶

解後， そ の 溶液 に 20％塩化カ ル シ ウ ム 溶液 3ml を加え さらに KOH に て 中和す る．生じた沈澱は遠心分離 して

上 記手順 を 1 回 くり返 して 再沈した phytin を e．　SN 　HCI に 溶解 ， 最終液量 30ml と した （total　P と して 5．65

pmole ／mg ま た は 188 μ mole ／ml
，
　 direct　P は L14 μ mole ／mg ま た は 38 μ mole ／ml ）．

　使用 に あ た っ て は こ の 溶液 1rnlを採り pH を 調 整 して 最 終液量 40ml に 稀 釈 した．　 pH は 5 お よ び 7．8と し

こ こ で 調整 した 溶液を そ れ ぞ れ pH 　5 溶液および pH 　7．8 溶液とす る （total　P と して 4．　8　pmole ／甲1，　 direct

P は pH 　5 溶液 で O．96，　 pH 　7．8 溶液で 0．33 μ mole ／m1 ＞．

実験結果 お よび 考 察

1 。糠 の リ ン酸分 画 各成分 の 酵素生産へ の 添加効果　　500m1 容 フ ラ ス コ 3 本にて 前培養 （ただし培地組成 ：．
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Fig．1−A ．　 Effect　of　each 　phosphate　fraction　from　rice 　bran　extract 　upon 　enzyme 　formation　in
　　　　　 the　submerged 　culture 　 of 　Asp ．　 or こソzae 　Un −3．
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・tion

　　　　　 in　the　 submerged 　 culture 　 of 　Asp．　 orptxae 　 Un −3．

米粉 6％，脱脂米糠 2％抽出液，NaNO30 ．3％，　 KH2PQ40 ，2％，100　mesh ・
セ ル ロ

ーズ バ ウ ダー 3％，培養温

度 30℃）43時間後の 洗浄菌体を全量 300m1 の 殺菌水 に 懸濁 し，内 5ml を各使用 フ ラス コ に 分注 して 実 験 を 行

な っ た （5m1 中乾燥重量は 計算 にて 180mg ，内頁 正 菌体量 は約 60mg で あ る）．使用 フ ラ ス コ 、は 100ml 容三 角

フ ラス コ を 用 い ， 全液量 は 25ml とす る （本培地組成は 実験方法で の べ た 基本培地組成の各 2 割減 と し，分画製

品 は脱脂米糠の も の を 使用 し，そ れ ぞ れ 糠 2％相当 量 を 加 え る．ま た pH 　5．2　M ．cllvsaine
・
緩衝液 5ml を 含む）．

培養温度 31℃ 42時間培養後 ， 培養沖液中の 各酵素力価 を 測 定 し ， 培養中 に 増加 した 菌体 1g 当りの 増加酵素活

性を求めた （Fig．1−A ，　Fig．1−B）．
「

　Amylase に 対 して は酸可 溶区分 （A ．N ．，　A ．Ba，　A ．Ba ＋ A ．Alc．＋A ，D ．） が 脱脂糠抽出液の 添加効果 に，ほ ぼ 匹

敵する効果を示 し， 他の L
，
N

，　N ．D ．区分 な どは 効果な く無添加の コ ン 5 ロ
ー

ル と等 しい ．・た だ し脂質区分 L は

つ ぎに示す時間経過 を調 べ た 場合 に は い ず れ も有効な結果 と な り
一定 しな か っ た．残渣区分 R もまた 添加効果を

示 した．しか し脱脂糠をそ の まま添加 して 培養した 場合が
一

番酵素生産量多 く，分画製品を 全て 合 わせ て 添加 し

て も （complete ） そ れだ けの 効果を示 さな か っ た．

　Protease に 対 して は pH の 関連 と共 に とくに ND ．区分 が効果的 で あ る．こ の 区分 に は ア ミノ 態N な どが 含

まれ て お り protease 生 産に有利 な もの と考 え られ る．

　つ ぎに 米糠お よび 脱脂米糠分画製品を添加 して ， 各酵素生成 の 時間経過を 調 べ た．米糠 の 場合の 基 本培地組成

は 実験 方法 と同 じで あり， 脱脂米糖 の 場合 は 本培地 に グ ル タ ミ ン 酸 ソ ーダ の 代わ りに ミル ク カ ゼ イ ン （Hammers ・

ten 氏法）を 1％加えた．緩衝液は最終濃度として pH 　5．0 の Mcllvaine緩衝液を 用 い た．用 い た容器 は 500

m1 容三 角 フ ラス コ
， 濠量 loeml で あ る．

　 こ の 結果 Fig．2−A
，
　Fig．2−B に 示す よ うに，ほ ぼ 前実験 と同様な結果を示 した が，こ の 実験 で は 脂質区分 の

添加が a 皿 ylase，　protease （pH 　7．0）に 対 し有効 な結果 とな っ た．しか しい ずれ に して も酸可溶区分，残渣区分

は amylase 生成 に 有効 で ある が，核酸 ， 核浤区 分 な どは 大 して 効果 な く，ま た protease で は 核溶区分 が有効

成分 として とり上げ られ る．
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　　 with 　each 　 phosphate 　fractlon　from　rice 　bran
　 　 extract ，

　　 Incubation　 oondition ： Total　 volume 　in 鰍 ）ml

　　日ask
，
100m1 （pH 　5．O　McIlvaine　buffer）；

　　　　　　　　　　　　　 temperature ，31℃ ．
　　 Medlum 　 composition ：

a ）　So且uble 　starch
，
6％

　　MonosOdlum 　glutamate ，1％
　　NaNOs

，
0．3％

　　KH2PO ‘，0．2％
　　MgSO4 ・7HaO ，0．05％
　　Phosphate　fract正on
　　（proportional 　to　2％ rice 　bran）
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Fig．2− B． 　Time　course 　of　 enzyme 　formatlon 　i

　　the　submerged 　fungal 　cultuTe 　added　initiall
　　 with　 each 　phesphate　fract 藍 on 　fro 皿rice　b了a

　 　extract

b ）　Soluble　starch ，

  　 　Milk　casein ，

  　 　NaNO3 ，0，
  　　 KH2PO4 ，0．
  　 　MgSO4 ・ 7H ，O ，　e．O
  　　Phosphate 　fracti

　　（ProPortional 　 to 　2％　defatted　rice 　bra

j 　 H 。酸 可 澪 区分 とくにphytin の 添加効果　 　実 験 1 に おい て有 効 と 認め た ものの う ち， とくに酸可

区 分 に ついてさらに検 討を加えた ． まず抽 出 手段 を HCI 抽出に変え， 10 倍量 のHCI との 煮沸抽出（1 ， 5

間 ）お よ び振盪抽 出 3 時 間 を 行 なって得 た 抽 出 液につい て添 加 効果を調べ る，同時 に抽出 液をKOH中和後

分 間 煮 沸 に よって 得た 沈 澱物（ 3 回 水 洗 ）お よび上 澄 の 添 加効 果 試 験を行なっ た ． 中 和沈 澱 物には不 純 物も 存

するが ， 糠中 には約1％の phytin 態リ ン が 存 在
してい ること ‘ ）より ，その多くは phytin と考えら れる （

H 中 和 に て 得た沈澱の 3 回水洗後 の乾燥重 量は脱 脂 米 糠10g よ り2 ％ HCI 煮 沸 抽出の場合L4g ， 同振蘯

出LOg ， 0 ．2 ％ HCI煮沸抽出 0 ， 59g ，同振盪 抽 出 O ．74g で あ っ た ）． したがって市 販 phytin 製 品も 同

に 添 加 試験を 行な った ．培地組成 は 米 粉 6 ％，乳酸アン モ ンO．1％，Urea　O ．1％，　NaNOs 　 O．2 ％ ，　KH2PO ・

B2 ％で あり糠 抽 出物 は2 ％相当量を添 加 し た ．Fig ．3に その結 果を示す． 　 HCI 抽出操 作間 においては，

ずれ も同様な傾向 を 示 し ，抽 出混液 の 添加は とくに著し い α 一 amylase の 生 産 を増加 し，さらにそ の効 果 は

和 沈 澱 物 の 区 分 にあ る ことがわかる ．また
市
販phytin （Ca ・ ph 、） を 添 加した 場合も有 効 であっ た．これと同様な効果は ac

　 prQtease におい て認め られるが， glucamy 】 ase には 差が認 められなく ，また protease （pH 　7 ． 0

は一 定し た 傾向

認め られ なか っ た． 　 つぎ に 中和区分の主 体 と 考え られ る phytin をと り あ げ，その 添和による各酵 素 の 時

経 過 （ Fig ．4 ）および その添加 量の効果 （Fig．5 ） を検討 し た．　 Phytin の 添加は α 一 amylase に対し有

であり
，
脱脂 糠 を 培 地 よ り 除 N 工工 一 Eleotronio 　
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Fig．3．　Effect　of 　acid 　soluble 　fraction　fro皿 defatted　rice 　bran　extract 　upon 　enzyme 　for皿 atiQn

　　　　in　the　submerged 　fungal　 culture ．

　　Medium 　composition ： 【≠ F1g．5except 　rice 　bran　extract
　 　 ExtTact　 co 既dit三〇 n 　 for　defatted　 rice 　bran

（1）：　0，2％ HCI （boiling）
（3）：　0．2％　HC1 　（shaki 双g）

A ： Defa重ted 　rice 　bran　 extract ，
C ： 0．2％ Calcium　phytate，

（2）：　2％　HCl （boiltng）
（4）二 2％ HCI （shak 三ng ）

　　 B ！　Defatted　rice 　bran　extract 十 Ca −phytate
　Cont．：　Contro！exp ．　 without 　addition ．
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〃
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［コ＿＿IU 　　rice　bran＃extract 　2％
●謄 尸1●　　Contro1：　no 　added

　　　　　　　　　　　　pH ：　5．5± 1．0
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＃ 二 Defatted

　−一・： Lique丘ed 　 r三ce 　fiour　 medium

　　　CQmpQsitLoロ ： R貢ce 且Qur ， 6％ ； urea ，0．1％ ；

　　　　 NaNO3
，
0唖2％ ；　KH2PO4 ，0．2彡6

　　　： Medium 　 wlth 　 milk 　 casein 　as 　nitrogen

　　　　 source （cf．　Fig．2−B）

〃

〃 　 ＋ ，ice　b，an
＃

。xtr 。。t・2％
〃 　 　　十 　　　 　　 　 〃

F孟g．4．Time 　course 　of 　 enzy 皿 e 　formation　 in　the　 sub 皿 erged 　 fungal　 culture 　 added 　 with

　　　　 calc 三um 　phytate．
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 o　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 o　　　　 o2 　　　o．ろ
よ うな メ カ ニ ズ ム で 有効 に 作用す るかを知 る 目的 で つ 　　　　 C °

−
phyt°te ｛

e
／°）

ぎに 実験 を行 な った．　　　　　　　　　　　　　　　　　
α
一Amylase

爨灘羅蜘匠 ．
る．　　　　 　　　 　　　　 　　　　 　　　 　　　　 　　　 　　　 O　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 O」　　 0．2　　0．3
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Co−　phy「q 量e 　　〔％｝

　こ こ で 問題と して い る phytin の 培養に お ける 添加　　　　　
ncid　P「°te° se

効果も， こ れと類似の 現象に あ る こ と も考 え られ ， 私

達 の 培養条件に お い て 同様の 実験 を行な っ た．

菌体 は．A ・p・・ i・
izg

　 Un −3 を 50Gml 容三角 ・ ラ ス

コ にて 前培養 （実容 100ml ； 培地組成 ：実 験 方法 と同

じ，た だ し可溶性 デ ン プ ン を 4％ と す る ；30℃ ，
50時間）

し，そ の 菌体を 吸 引沖過に て 集め ， 蒸溜水 に て 3 回

（100m1 ，50m1，50ml ）水洗冷却 して 用 い る （wet 　wt ，
27・39； dry　wt ・に て 6．559，セ ル ロ ース 粉末重量を 引

い た真 正菌体量 は約 3．8g）。

　洗浄菌体は Sclieme　2 の 手順 に従 っ て 超音波破壊
後．そ の 溶出部と残渣 （粗細胞壁 区分 ） と に 分 離 し，

こ れ らに Ca−phytate 溶液な どの 検査物質を添加，一

定時間 抽出 した後 ， そ の 上澄 の 酵素活性を測定 した．
そ の 結果を Table　1 に 示す．前培養沖液 （No ．8）す

なわ ち菌体外酵素活性 は ほ とん ど ない に か か わ らず菌

体内と くに 粗 細 胞壁 区分 に α ・amylase 活性が存在 し，

喜、。。

詈・。・

黥4°°

書・。。

£ Q
。 。．【 。．2 。．3

　 　 　 　 Co−phy †O テe 　〔％，
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1

　　Fig．5．　 Dependence　of 　ellzym6 　formation　upon

　　　　 the　initial　 content 　 of　 calcium 　phytate　 in
　 　 　 　 the　 medium ．　 　 ．・．

　　　　 MediUin 　compositibn （％）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 つ

一
●　　x −一一．x

Rice　Hour 　　　　　　6

Rice　bran＃

（extract ）・
Ammonium 　lactate　O，1丶

Urea　　　　　　　　　O．1
NaNOs 　 　 　 　 O．2
KH2PO4 　　　　　　　　 0こ2
　 　 　 　31℃
＃： Defatted

ρ
0

ワ回

0．10
．10
．20
．2

48hr 　incubation

外村 ら囃 脱条件
一 M ／2・ リ・ 酸緩衝液 pH 　7．55 や ・％ N 。Cl・ 1・ よ 。 て 搬 液中1，　a −。 m ，1。、e が 1撒 ば

くる・T ・bl・ ’ に み られるように Ca−・h・・・・… 1・ を 添加 した駘 （実験 N 。．・3
，

・） もそれ らと同醸 の 灘
が拙 上 澄 に 認 め られ ・ ・H5 に おし・て も＋分嫉 が あ 。 た．a た そ れ ら塒 艮脚 、か 齣 す み や か で あ る．＿
方鰡 水抽出お よ び超音灘 壊上澄 IC対 して リ・ 酸衢 液や Ca−ph ，・。・。 を添力。して も全 く効果 臆 か っ た．

　
こ の よ うな結果 は Ca−phytate の 添加効果 が 少な くと も内生 α 一amylase （細胞壁 に 存在 して い る と考 え られ て

い る）の 細腿 よ りの 離脱 に あ る と考え られ る．な お 用い た Ca −ph ，t・・e ・・1呻 に 含ま れ る リ ・ 酸 巌 は 、 。
mole ／ml 以 下 とか な り低 く・離脱効果 は 少な くとも溶液中に 含 まれ る 無 機 リン 酸 イ オ ン に よ る もの で はな い ．．

　
つ ぎに 生菌を用 い て そ の 効果を調 べ て み た．Table　2 の ご と く洗浄菌体よ り抽出 した結果は 、 細胞破壊の デ ー

タ （Tabl ・ 1・T ・b1・ 2　 N ・・8）と比 べ リ・ 酸緩鰍 の 黜 効果が 劣 。 て い る．しか し Ca−，h，ta，。 の 効果は 臟
の 場合 と変h5 ず 生 菌 の 駘 で も・臓 の 駘 で も酵 1・齢 認 め られ な い

’
（N 。．　5

，
　N 。 ，8）．しか も活性1塒 間

と共磯 分増加 す る が・そ の 大半は短 時間燬 出され，か つ 2 ・

と 3・℃ との 皺 雕 駄 きくは な い （N 。．． 、

と No ．4，　No，2 と No．5）．

しか し C… h・ta・・ の a ・am ・1・・e 放 出効果 に は リ・ ペ プ チ ・ ドの 場合の よ うな リ ・醜 の 放 蹴 認めうる だ

けの 増加 が 得 られ な か っ た．
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Deb

Scheme

ris  suspensien

Cu]tureTwo

 mlfiltrateof No.

2. Treatrnent of  mycelia  and  mycelia  debris for extracting  a-amylase.

               Myeelia  8g (wet wt,)

                     +30  ml  20C  dist. water

               Sonic disruption 60 min

                    in cooling  ice water

               Centrifuge at  6,OOOxg  for 10min

     1
  Supernatant  PPT
     : l

   N6,6  1+30 m1  20C dist. water

               Centrlfuge at  6,ooOxg  for 10 rnin

     1
  Supernatant Mycelia debris
     i Suspend  in9ml  dist. water  to make

   No.7  t6tal volume  12 ml  Debris suspension

                                                            Exp. Ne.*
2ml+dist  water  10 ml,  extract  at  230C  debris extract  1

   +Mf20  phosphate  buffer-pH 7.55 10 ml,  extract  at  23eC-  "  2

   +Ca-phytate  pH5soln*f  lOml,  extract  at  230C  ff 3

   +Ca-phytate  pH  7.8 soln**  10 ml,  extract  at  23PC  e  4

   
'+1%

 NaCl  lOml,  extract  at  23eC  
'
 "  s

                                                          '
                                                                 8

             6+M150  EDTA2ml,  stand  for 40 min-  9

              -MflO  phosphate  buffer (pH 7.0)2ml, stand  for 40 min  
'
 10

              +Ca-phytate  pH5soln**2ml,  stand  for 40 min-  11
                                                         '

 
*･･･In

 No. 1-11, 6,OOexg  supernatants  were  used  for a-amylase  estimation.

**･･･Calcium
 phytate solution;  pH  5 soln  (total P, 48  pmo!elml;  direct P, O.96 pmolelml),  pH  7,8

                         soln  (total P, 4.8 pmole/ml;  direct P, O.33 pmolelml).

 Table 1. Aetivity of a-amylase  in mycelia  e'xtracts  obtalned  by  the procedure lisked in Scheme  2.

No. Extractientirne
(min) pH

a-Amylase

(Ulml)"Direet"phosphatebymethod
ofFiske-SubbarowS)

(pmole!ml)

1

2

3

4

567891011

1040104ele4e10401040
(6.2)
 7.5
 7.555

 6.9
 7.3
 6.3
 6.5(5.7)

 6.2

oo16.617.615.S17.613.61512.312.5

 3.8oo

 1.6
 L6

 1.7

O.044O.06

O.96O.98O.31O.34

O.87

9.0
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　　　　　　　　Table 　2．　 Extraction　of α
・amylase 　directユy　from　mycelia ，

Methods　 of 　 extraction 　 were 　 as 　follows．
Asp，　 oryzae

　Mycelia　2　g 十 M ／20　Phosphate　buffer　20　ml 　　　　　 extract

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 at 　2℃十 Ca−phytate　pH 　5　 soln 　20 　ml

十 Dist．　 water 　　　　　　 20 　ml

十 M ／20Phosphate 　buffer　20　m1
十 Ca噛phytate　pH 　5　soln 　　20 　ml

ユ

］
extract

Culture　filtrate

at 　 30℃

Sonic　 extract
D 三srupted 　 mycelia ÷ Ca −phytate　pH 　 5　soln ，　then 　 extracted 　at　30℃ for　 l　hr

No．7十 Ca−phytate　pH 　5　 solI1

No．＊

123456789

No， Extraction　 time

　　　　（min ）
II α・Amylase

（U ／mD

‘‘Direct”phosphate 　by　method

　　　　of 　Fiske．Subbarow3 ）

　　　　　　　（μmole ／ml ）

1

2

3

4

5

6789

　 　 15
　 　30
　 60
　 150

　 　15
　 　30
　 　60
　 150

　 　 15
　 　30
　 　60
　 150
　 　 15
　 　 30
　 　 60
　 150
　 　 15
　 　 30
　 　 60
　 150

（pH 　6．2）

1

1903

　

　
853

21226678

00PD8nOrO

ワ習
9U23

尸
0
Ω
V7RU10

　

11

　

」
4

【
0

009

臼

0

　

　

1

0．931
．021
．021
．040

．12e
．140
．150
．18

0．971
．081

．088

．4

0．96

＊…Extracts　from　NQ ．1to　5　were 　obtained 　by　mtration
，
　a 皿 d　No．8by 　centrifugation 　at　6，000× g．

　つ い で菌体 を置 換 し温度 30
°

｝ζて 培養 した 場合の 結果を Table　3 に 示す．上欄 は炭素源，窒素源な しで振蘯

した場合，下欄 は グル コ
ー

ス 2％，NaNO30 ．3％，　 KH2PO4 　D．1％，　 MgSO ，
・7H200 ．02％ の 培地組成 に て 培

養 した 場合 で あ る．炭素源，窒素源な しの 場合，振盪 6 時閥後 phytin を添加 した もの は い ずれ も α 一amylase

の 活性が 認 め られ る が，イ ノ シ トール ，リン 酸 カ リ （0．3％），Ca“†，　 ATP お よ び無添加 の もの で は い ずれ も活

性 は ほ とん ど認め られ な い ．ま た培養12時間後に お い て は phytin を 添 加 した も の は ，
そ の 増加 は あ ま りな く 6

時間で 大半を 放出 して い る こ と が わか る．他 の 添加物質 の もの は 12時間後 に て 活性 が 認め られ る が
， 同 時 に 無添

加 の もの で も認 め られ，こ れは菌体の オー
ト リシ ス ，pH の 上 昇　（pH 　8） に よ る放出と 考え られ，　 phytin 以

外 の もの の 添加 に よ る直接的 効果 とは 認 め が た い ．と くに 下 欄 の 炭 素源，窒素源 添加 に よ る 培養 で は Ca −phytate

以外の もの で は活性 は 12時間後 に お い て も認 め られ な い．

　 こ れ らの 結果 よ り，Ca・phytate が 細胞増殖 に対す る効果 も有 して い る と考 え られ る が ， 酵素産生，とくに α
一

amylase に か ん して は 菌体外へ の 放出に ，そ れが 直接的 に 影響をもつ もの と考え られ ， そ の 媾成成分 も phytin．

態 と して 初 め て 効 果をも っ て お り，Ca “’
， リン 酸 イ オ ン ，イ ノ シ ト

ール で は こ れ に相当す る 効果をもち得 な い こ

とが わ か っ た，
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Table　3．　 E 仔ect 　of 　Ca−phytate 　and 　 related 　 substances 　 upon 　the 　liberatiQn　of α
．amylase 　from

　　　　　mycelia 　in　non ，grow 玉ng （No ．1− 9） and 　growing （No ．10− 14）conditions ．

　　　　　Mycelia　 suspensi ・ns　 were 　 shaken 　at 　33℃ ・

RunNo
．

1234567890120Q4

愚

11111

・，
三
画

お
駑
汐

℃
。

騫
←

の

5

の

三
α

静

巳

ヨ
彫

Σ

Suspend ・ng 　medium

Ca・phytate　　　　　　　　　　O．1％

Ca囑phytate　　　　　　　　　　O．3％

A ．N．　fraction　in　 scheme 　 l

Precipitate　in　Fig．3　　 0．2％
Inosito1　　　　　　　　　　　　　　0．3％
Inosito10．3％ plus　KH ［2PO40 ，3％
CaCL ・2H20 　　　　　　 0．2％

ATP 　　　　　　　 2mg ％

No 　 added

Ca・phytate
InositolCaCl2

・2H20

ATPNo

　added

　 0．3％

　 0，3％

　 0．2％

2 ・ng ％

pH

6hrs7

．37

．77

．27

．67

．67

．17

，67

．67

，16

．76

．15

．56

．86

．9

12hrs310184123

8888778886

．16
．37

．06

．26

．5

α・Amylase （Dll尸／m1 ）

6hrs050002303

6256

000003

12hrs505083605

75793366720000

8

＄ …Glucose
，
2％ ； NaNO3 ，0．3％ ； KH2PO40 ．1％ ； MgSO4 ・7H20 ，0．02％

Strain：　Asp．　 or ツz α e　Un・3

Mycelia　 used 　in　 these 　experlments 　 were 　grown 　for　55　hr　 at　33℃ in　the　growth 　 medium 　 Qf 　the

　　　　 following　 composition ； soluble 　 starch ，4％ ； MSG ，1％ ； NaNO3 ，0，3％ ； KH2P α ，0．2％
　　　　 MgSO4 ・7H20 ，0．05％ ； cellulose 　 powder ，3％

Alpha −amylase 　 activity 　in　 the　55　hr　 culture 丘ltrate（pH 　6） was 　indetectable．

要 約

　1． 米糠の リ ン 酸 分画製品を 培地 に 添加 して 酵素生産 へ の 効果 を調べ た 結果，amylase に 対 して は，酸可溶区

分 ， 残渣区分 ， （脂質区分）な どが有効 で あ り，protease に 対 して は，と くに 核溶 区分が効果的 で あ っ た．

　2． 米糠 を塩 酸 抽出 した 場合，抽出液 お よ び 抽出液の KOH 中和沈澱区分の 培地中添加 は ，
α 一amylase ，　 acid

protease 生 産 に 有効 で あ り，　 glucamylase ，　 protease （pH 　7．0）に は 有意な 差 が み られ な か っ た．

　 3． 塩 酸抽出中和 沈澱 区 分の 主体 は phytin 様物質と考え られ，とくに phytin に つ いて ， そ の 添加効果を調

べ る と α 一amylase 生産に 対 して 大 きな 効果が認め られ，他 に acid 　protease 生産に も有効な こ とが わか っ た．

Phytin 添加量 に つ い て は 0．1％程度の 添加 で 十分 な 効 果 が み られ る。

　 4． α一Amylase は培養条件 に よ っ て は，そ の ほ と ん どが 菌体 よ り外に 出ず ， そ れ らは 主 と して 細胞壁 に 存在 し

て い る と認 め られ て い る が，Ca−phytate の α 一amylase 生成に 対す る 効果 は，一つ に そ の 離脱 に あ る こ とが わ か

っ た ，

　 5． 細 胞 を 破 壊 し粗 細 胞 壁 区分 に 対 し弱酸性で Ca−phytate を添加す る と a −amylase が す み や か に 抽出 さ れ

て くる．生菌を 用 い た 場合で も Ca・phytate に よ っ て か な り速 や か に 液中 に 抽出 され ， か つ そ れ らの 温度効果 は

意わ め て 低い ．

　 6． Ca−phytate の 構成成分で ある イ ノ シ トール
， リン 酸 ，

　 Ca イオ ン 各単独で は 上の よ うな効果 は 認め られな

：か っ た．また ATP も phytin の よ うな 低濃度で の 効果 は 見出され ない．

本 研 究の 主 体 ：ま1963年 度 日本 農 芸 化 学大 会 に お い て 講 演 し た．
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