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　Astarch −saccharifying 　 enzyme
，　 amylasc

，　 extracellularly 　produced　by　Ganodenna ‘翼曜   No．
L5　was 　pu 面 ed 　to　homogeneity　by　CM −ccllUlose 　chromatography 狐 d　gc1 丘ltration　on 　Bi（ン gel
P．i50　and 　Toyopearl　HW 　55F，　and 　itS　properties　were 　examined ．　 The　mo 艮ecular 　weight 　 of 　the

enzyme 　was 　estimated 　to　be　53，
000　by　gel　filtrat三〇n 　and 　54，000　by　SDS−po置yacrylamide　gel　elec −

trophoresis，　indicating　that　it　is　monomeric ．　 The　optimum 　pH 　fbr　it5　activity 　 was 　5．0，　 The
opnmum 　temp ¢ rature 　was 　50

°C ．　 The 　 enzyme 　was 　 stable 　 within 　the　range 　of 　O−40℃ and 　pH
4．0−9．0．　Its　isodectric　point　was 　6β．　The 　K

国
value 最｝r　solublc 　starch 　was 　O．83％ ，　Thc 　en −

zyme 　was 　capable 　of 　hydrolyzing 駅）me 　raw 　starches 　but　potato．　 In　the 　case 　of 　wheat 　and 　corn

staTchcs
，　
the 　starch

−d重gesting　rates 　were 　about 且B，6　and 　l6．6％ of 山 ose 　of 　cooked 　starches ，　respec −
tively．　 The 　 enzyme 　 was 　 suggested 　 to　be　glucoamylase　becau5じ it　pmduced 　 only 　glucose　frorn
starch ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （Received　Sept¢ mbcr 　5
，
1990）

KeyWords ： amylase ア ミ ラーゼ ，　 cooked 　starch 糊化で ん 粉 ，
　 raw 　starch 生 で ん粉，　 glucoamy ・

lase　 グル コ ア ミ ラ ーゼ ，　 en2yme 　activity 酵 素 活 性，　 Ganodenna　tuci
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dum　 レ イ シ ．

　1， 緒　　書

　 こ れ ま で に，担 子菌類 が発酵生産 の た め に 利用 され る

こ とは きわ め て 少なか っ た が，近年 ， 担子菌を利用 して

種 々 の 生産物 の 報告が な され る よ うに な っ て きて い る．

酵素生産に 関 して み れ ば PetlPerUS　verSiceler ，　 Trametes

sanguinta ，　 IrPex　lacteUSな どを は しめ とす る菌株で プ ロ

テ ア
ーゼ ，セ ル ラ

ーゼ，ア ミ ラ
ーゼ の よ うな 多塘類加水

分解酵素，ラ ヅ カ ーゼ の よ うな 酸化還元 酵素等 の 報告が

見 られ る
1｝“9，，さらに ，1．lacteUS，　 T．　 estreiformis な ど

に お い て，凝 乳酵 素 で あ る レ ソ ネ ッ ト代替酵 素 の 生 産に

関す る研究 もな され て い る
le）−12〕，また ，

　 PolyPDraceae

（サ ル ノ コ シ カ ケ 科） に 属す る もの の 中 に 溶菌酵素を生

成す る もの が あ り，こ れ は プ ロ テ ア ーゼ や グ ル カ ナ ーゼ

などの 協同作用 の 効果 に よ る もの で，本酵素は細菌 よ り

も酵母，糸状菌 に よ く作用 す る こ とが明 らか に されて い

る 13｝．

　担子菌の ア ミ ラ ーゼ に関して，最近，Cortitium　 rolfs 露

AHU9627 の 生産す る酵素が生で ん 粉を高温，低 pH で

効率よ く糖化す る性質を も っ て い る こ とが ， 明らか に さ

れて い る
1伽 ）．わ れわ れも， 本菌が生成す る ア ミラ

ーv

に 関 し て ， そ の 生産性向上 の た め に 野生株に 変異 処 理 を

行 い ， 得られた 変異菌株 に つ い て 若干の 検討を加えて き

た
15 ，．しか しな が ら，本 菌 の 酵素は い ま だ精製され て お

らず，そ の 酵素化学的性質の 詳細に つ い ては 明 らか に さ

れ て い な い 、

　以 上 の よ うに 担子菌類は ， 酵素給源 と して 興味深い 対

象 と考 え られ る．そ こ で ，わ れ わ れ は こ れ まで の 報告か

ら判断 して ， 酵素生産株として 有望なもの が多 く含 まれ

て い るの で は ない か と考えられる，サ ル ノ コ シ カ ケ 科に

属す る もの を 中心 に 菌株の 検 討 を 行 い ，
Canederma　IU・
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cldum 　No ．15 に 関 して，そ の 生成するで ん 粉分解酵素 に

つ い て 人 工 培養条件を 検討 して きた
IT》．本菌は そ の 子実

体 が レ イ シ （霊芝） と呼ば れ ， 古 くか らそ の 薬効 が 知 ら

れ て い る もの で あり，とくに 最近 で は 制 ガ ソ 活性 の 多糖

と苦味成分に つ い て の 研 究が進展 しIS》−21）
， その 人工培

養に つ い て も関心 が もた れ て い る もの で あ る．

　本報告は ，Ganoderma　lutidum　No．15　b〜細胞外 に 産生

す る ア ミ ラーV を精製 し，そ の 酵素化学 的諸性質に つ い

て 検討を加えた もの で ある．

　 z 　実験方法

　 （1）使用菌株 とそ の 保存方決

　 供試菌株は ，東京医科歯科大学教養学 部生物 学研究

室 よ り分与 され た Gan αderma　tucld” m 　No ．且5 株を用 い

た ，

　 菌株 は ボ テ トーデ キ ス ト 卩 一ス 寒天 斜面培地 を 用 い ，

28℃ で 7〜10 日静置培養を行 い，4℃ の 低温室中で 保存

した ．保存菌株は 2 ヵ 月 ご と｝こ 継代培養を した．

　 （2）培 養 方 法

　 供試菌株 の 培養は 基本的に は 前報VC従 っ た IT｝．

　 種培養は 平板培地を 用 い て 28℃ で 4 〜5 日間，コ ロ

ニ ーが 直径約 5．Ocm 程度ILな る まで イ ソ te　；
ベ ート し

た．平板培地 と し て は，エ ビ オ ス 錠剤粉末，
O．　5g；．酒

粕，3．Og ； デ キ ス ト ロ ース ，2，0g を蒸 留 水 100　ml に

溶解 し， こ れ を ・pH 　6，0 に 調整した の ち，
2．　Og の 寒天

粉末 を 加 え オー
トク レ ープ で 1．　a5　kg／cm2 で 20分間殺

菌 した もの を 用 い た．な お ， 使用 しte酒粕 ，
エ ビ オ ス 錠

剤 は 市販品 で あ る．酵素生産 の た め の 培養 は ， 上 記平板

培養 の シ ャ
ーレ 2 枚分に 生育 した 菌糸を剥 ぎ取 り，こ れ

に 16ml の 殺菌水を 加 え ワ ーリソ グ ブ レ ソ ダーで 3 分

間処理 して ホ モ ジ ネ ー
トを調製 し， こ の 菌 糸片 ホ モ ジ

ネ ートの 1．5ml を 本培養液体培地 100ml に 移植 した

の ち ， 28℃ で 6 日間 ，
ISO　rpm の 回転振とう機 を用 い

て 行 っ た ．酵素生産用 の 液 体 培 地 とし て は ポ リペ プ ト

ソ ，3．09 ； 酵母 エ キ ス ，O．29 ； 可溶性で ん 粉，2．　09 ；

NH4NO3
，
0．18g ； MgSO4 ・7H 巳0 ，0．　03　g； ッ 1 一ン 80，

O．1g を蒸留水 100　m 且に 溶解し ，
　 pH 　6．　0 に 調整 した

もの 100　rn1 を 500　ml 容三 角 フ ラ ス コ に 入 れ 同条件下

で 殺菌 し て用 い た．

　（3）粗酵素液の 調製

　上 記培養液 を ブ フ ナ
ー

卩 一トで ろ 過 し て 菌糸体を 分別

し ， 得 られ た ろ液 に 70％ 飽和 とな る よ う硫酸 ア ン モ ニ

ウ ム を加 えた の ち，遠 心分離に よ り沈 で ん 物を 集め ，こ

れ に 0．5mM 　CaCl2 溶 液 を 含 む 10mM 酢 酸緩衝液

且6

（pH　5．0）を少量加 え 溶解 し，こ れを 同緩衝液を用 い て

4℃ で約
一

昼夜透析 したもの を粗酵素液と した ．

　 （4） ア ミラ ーゼ の 精製

　 CM 一セ ル 卩
一ス （Whatman ） イ オ ソ 交換 ク 卩 マ トグ

ラ フ ィ
ー

とバ イ オ ゲ ル P−150（Bio−RAD ）お よび トヨ パ

ー
ル HW −55F （東 ソ

ー
） の ゲ ル ろ 過を 行 い 精 製 した．

こ れ らの 操作は すぺ て 4℃ で 行 っ た ．イ オ ン 交換 ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

は ， 上記酢酸緩衝液 で 平衡化 した CM 一
セ

ル ロ
ー

ス カ ラ ム （2．6φx80 　cm ） を 用 い て 行 っ た ，こ れ

｝こ 粗酵素液を 吸着させ，0〜0．5M の NaCl の 濃度勾配

の 500ml の緩衝液を用 い て 溶出した，流速 は 2ml／min

で ， 溶出液は 10　ml ずつ 分取した．

　 得られ た ア ミ ラーゼ 活性画分を ， 酢酸緩衝液 で 平衡化

し た バ イ オ ゲ ル カ ラ ム （L5 φx70 　cm ） を 用 い て ゲ ル ろ

過 に て 分 画 した．試料 は 流速 00　ml ／br で 溶出 し，各 フ

ラ ク シ ョ ン は 5ml ず つ 分取 した．こ の 活性画分 を集め

て濃縮した の ち ト ヨ パ ール HW −55F ヵ ラ ム （L5 φ× 70

  ）を用 い て ，上 記 パ イ オ ゲ ル を用 い た と同様な条件 で

ゲ ル ろ過を行 っ た，得 られ た ア ミラ
ーゼ 活性画分を 最終

的 な 精製酵素標品 と し て 以下 の 実験に 用 い た．

　 （5）デ ィ ス ク電気泳動法

　 デ ィ ス ク 電気泳動は 永井
n ）

の 方法に 従い pH 　8．2用 の

ボ リ ア ク リル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 4mA ノカ ラ ム の 定 電

流で 室温 に て 行 っ た．電極槽用 緩衝液は 50mM ト リス ー

グ リ シ γ 緩衝液 （pH 　8．3）を使用 した．泳動後の ゲ ル は

7 ％ 酢 酸 に 溶 解 しte且％ ア ミ ドシ ュ ヴ ブ ル ツ 溶液 を 用

い 染色 し，7％ 酢酸溶液で 脱色 した．ま た，非染色 V ル

を 0．2cm の 厚さに 順 次 切 断 し，　 LOm 夏の 上 記緩衝液

に 4℃ で 約 12時間浸漬し，酵素の 抽出 を行 い そ の 抽出

液 に つ い て 酵素活性…を測定 し， 活性箇所 の 所在を明らか

に し た ．

　（6）分子量の 測定法

　 未変性 の 精製酵素標品 の 分 子 量 は 前 述 の バ イオ ゲ ル

P−150 カ ラ ム を 用 い て ゲ ル ろ 過 に よ り求め た 。分 子 量マ

ー
カ

ー
は Mann 　 Research　 LabOratorics．　 Inc．（Ncw

York）の cytochrome ‘ （12，
400），　 myoglobin （17，800），

chymotryp6inogen 　（25，000），　 ovalburnin 　（45，
000），

albtimin （67，000），を用 い t ，ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウム

（SDS ）
一
変性試料 の 分 子 t は，　 Weber ら

za）
の SDS一ゲ ル

電 気泳動法 に 従 っ て 0，1％ SDS を 含む O．　I　M リ ン 酸

ナ ト リウ ム 緩街液 （pH 　7．2）を 用 い 8mA ／カ ラ ム の 定

電流を与え 泳動 させ ， 上 述の デ ィ ス ク電気泳動 と同様に

移動度 を求 め ， その 結果 よ り算定 した．な お ， 泳動後の

ゲ ル は 0．25 ％ Coomasie 　brilliant　blue 溶 液を用 い 染

（516 ）
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一Eleotronio 　Library 　



Japan society of Home Economics

NII-Electronic Library Service

Japan 　sooiety 　of 　Home 　Eoonomios

GanOderma　lu‘id＃m 　Ne ．15 の 産 生 す る ア ミ ラ ーゼ の 精 製 とそ の 性質

色した．

　（7）等電点の 測定法

　等電点 は Catsimpoolespt）
の 方法に 従 い ゲル 等電点電

気泳 動法 に よ り測定 した ．泳動 は Ampholine （pH 　3〜

10，1・KB ）を含む ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル を 用 い ，電極

液に は 十 極 に O．2M 酢酸 ，

一
極 に 0，2M エ チ レ ソ ジ ア

ミ ソ 溶液を 用 い て ，4℃ に て 0．14mA ／カ ラ ム の 電流 で

行 っ た．泳動後の ゲ ル は，こ れを 0。2cm に 順次切断 し，

1．Oml の 蒸留水中で 約 12時間酵素の 抽出を行 い ， そ の

溶出液の ア ミ ラーゼ 活性箇所を検出す る と と もrc　pH を

測定 した．

　（8） ペ ーパ ーク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

　酵素反応生成物 は ペ ーパ ーク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーを行 い

同定 し た ．ベ ーパ ーク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーは東洋ろ 紙

No ．50 （2 × 40   ） を用 い
，
　 n一ブ タ ノ ール ーピ リ ジ ン ー水

（6 ： 4 ： 3，v ／v／v ） の 展開 溶媒中 で 上昇法 に よ っ て行 っ

た ．糖 の 発色に は ア ニ リ ン 水素 フ タ
ー

ル 酸塩を使用 した．

　（9）酸素活性測定法

　ア ミ ラ ーゼ 活性 は ，1M 酢酸緩衝液 （pH 　4．5）に 2 ％

の 濃度に な る よ うに溶解 し た 可溶性 で ん粉溶液 （片山化

学 工 業）を 基質と し，こ れを 3．Oml ，酵素溶液 1．Oml

の 混合液を 30℃ で 20 分間反応 させ，生 じ た 還 元 糖 を

3，レ ジ ニ ト ロ フ タ ール 酸法を用 い て 450nm に お け る吸

光度を 測定 して 定量 し 求め た，酵素活性 の 1単位 （U ）

は こ の 条件下 で 1分間｝こ 且pmol の グ ル コ ース 相当の 還

元椿を遊離す る酵素量 とし て表示 した．

　（10）タ ン パ ク質 の 定量

　 タ ン パ ク 質は ， 牛血清 ア ル ブ ミ ン を標準と して Lowry

ら
2S ）

の 方法に 従 っ て 定量 した．

60
巨
ロ

8N

　

4
　

　

　
　
　
　
　
　
　
　

2

　

0
　
　

　

　

　

　

　

　

　　
0

一
轄

　

OO

喟
喝

ρ

」

O
の

』

く

　3．　結果および考察

　（1） G ．tu‘ldum　No ．15 ア ミ ラ ーゼ の 精製

　a ．lucidum　No ．　15 が 培養液 中 に 生 成 した ア ミ ラ
ーゼ

は，培養ろ液に 70 ％ 飽和に な る よ うに 硫酸 ア ソ モ ニ ウ
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Fig．1．　 Gemltratioll　of 　amylase 　prOduced 　by　Ganedernta

　 　 　 　 ’ueidttm 　No ．　 K5

The　 column 　 was 　 eluted 　 with 　 10   sOdium 　 acetate

buffer（pH 　5．0） containing 　 O．5　mM 　 ca 且cium 　 chloride ．

・9・…　，
absorbance 　at 　280　nm ；　●

，
enzyme 　activlty ・

ム を添 加 し てそ の 活性画分 を濃縮 し，こ れを粗酵素液と

した ．こ れ よ り，
CM 一セ ル ロ ース を 用 い た イ オ ン 交換

ク ロ マ トグ ラ フ a − ，パ イ オ ゲ ル P−150 な らびに ト ヨ バ

ール HW −55F を 用 い た ゲ ル ろ 過を 行 い （Fig・1），粗酵

素 に 対して 収率 16％ で ， 265倍 に ま で 精製 した 比活性

40 （U ／mg タ ソ パ ク質） の 標品を 得 る こ とが で ぎた．

　精製の 各段階は Table 　1 に要約 し た ，精製標品 は ポ

リ ア ク リ ル ア ミ ドな らび に SDS一ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ

ル 電気泳動的に 単
一

の タ ソ パ ク 質パ ン ドを与 え た （Fig．

2），

　（2） ア ミ ラ
ーゼ の 諸性質

　D　pH の 影 響

　本菌 の ア ミ ラ
ーゼ の 最適 pH は 4．5 で あ っ た，こ れ

は ，RhiCeP” S　niveUS の グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ と一致す る 結

果 であ っ た ．微生物起源 の もの で は α
一
ア ミ ラ

ーゼ の 最

Table 　 1． Summary 　of 　purification。f　amy1 圏 e　produc団 by　O 砌 o伽 1泌 伽 No ．15

Purification

pr  edurc 轡・

p
離

Total　enzyme

　 actlVlty

　　 （u ）

Specific　　Yle］d　　Purification

l＆ms （％）　 （f・ld）

CUItUre丘ltrate

70％ sat ．（NH ‘）2SOi

CM −cellulose

Bio−gel　P・150

Toyopear 田 W −55F

12228
，037

，0

！3．5

　2．　90

5
，
7701

，
37e

　 74．0

　 20．3

　 　 1．45

874630

 

34958

．　0

0．1510

．4607

．95

且7．240

．O

loo72674016　 1．oo

　 3．0552

．6114265
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・轍

む

　　　　　　A 　　　　　　 B
Fjg．2．　 Polyacrylamide　gel　electrophoresis 　of 　amylase

A ： Electrophoresis　 of 　 native 　 amy 置ase 　on 　pelyacry1・

amide 　 ge1 （7．5％），　 B ： Electrophorcsis　 of 　 denatured

amylase 　on 　SDS −polyacrylamide　gcl（10％），

適 pH は 6．　0 前後の もの が多い ．しか し，　 BacUlus 属

の 中に は pH 　2．0
， また逆に pH 　10．5 に 最適 pH を有

す るもの もあ り ， 動物や 植物起源 の もの に はみ られな い

よ うな もの も報告 され て い る
26）．β

一
ア ミ ラ ーe で は pH

5〜6 くらい に 最適 pH を もつ もの が 多 く，本酵素の 最

適 pH は 上 の 両 ア ミ ラ
ーゼ よ り も若干 酸 性側 に あ っ た

（Fig．3）．次に pH 安定性に つ い て 試験 した結果，本菌

の 酵素は pH 　4．5〜9．0 の 範囲 で 安定 で あ っ た ，こ の 値

は R・detemerの 生成 す る グ ル コ ァ ミ ラ ーゼ が pH 　4．　O〜

9．0 の 範囲 で 安定で あ る の とほ ぼ 同
一

の 値 で あ っ た
27｝．

　 2） 温度 の 影響

　本酵素の 最適温度は 50℃ で あっ た，また pH 　5．　O に

お い て 50℃ で 30分 後 に 約 70％ の 活 性 が 減 少 した

（Fig．　4）．本酵素が 50℃ を 超 え る と急激 に 活 性 を 失 うこ

とは，多 くの グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ と類似 して い た

26）．

　 3） 等 電 点

　本酵素 の 等電点 は pH 　6．8 で あ っ た （Fig．5）．　 R ．　niveus

の グ ル コ ア ミ ラ ーゼ の そ れ は pH 　8．5 と報告 され て い

る
2s）．

　4） 分 子 量

　 バ ィオ ゲル P−150を用 い た ゲ ル ろ過 の結果 よ り算出

した 本 酵素の 分子量 は 53，000 で あ っ た （Fig．6A），一
方 ，

SDS一ポ リ ァ ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 で 測定 し た 結果

は ， 55，  を示 した （Fig．6B）．こ れ らの 結果 よ り，本酵

素 は 53 ，000〜55，000 の 分子量を 有す る モ ノ マ ーで あ る

と推 定 した．大 部 分 の a 一ア ミ ラ ーゼ の 分子量は 50，　OOO

前後で あ る が ，
B・maeerans 生産 の も の は 145，000 と こ

れ ら よ りか な り大きい もの も報告 さ れて い る
2S ）．一

方，

グル コ ア ミ ラ
ーゼ に つ い て は α一ア ミ ラーゼ よ り 若干大

きく55，000〜75，  の もの が多く報告され て い る
26，．

ま た ，a一ア ミ ラ ーゼ は ほ とん どが 単一
の ポ リペ プ チ ドか

らな る と されて い るが，B ．　subtiUts の α
一
ア ミ ラ

ー ゼ の

よ うに 亜 鉛を含む ダ イ マ ーか らな る もの も存在す る
26），

な お ，
C ．　lucidumが 分泌す る ア ミ ラ ーゼ に は ア イ ソ ザ イ
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 pH

　　　 Fig・3・　EHfects　of　pH 　on 　actiVity 　and 　stabi 星ity　of 　amylase

A ；The 　enzyme 　activity 　was 　measurcd 　under 　the　standard 　assay 　conditions

using 董bllowing　buffers： ●，10　mM 　sodium 　acetate 　buffcr； ▲ 盒10　m 超 potas。
sium 　phosphate 　buffcr； 層，10　mM 　carbonate −bicarbonate　buffer．　 B ：The
enzyme 　was 　preincubated　in　cach 　buffer　indicated…n 　A 　at　30℃ f｛｝r　30　mi 皿．
The　remaining 　activity 　was 　measurcd 　undcr 　the　standard 　assay 　conditlo 凪
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Fig．4．　 EffectS　of 　ternperature 　on 　activity 　 and 　 stabi 匡ity

　　　　of　amylase

A ：The 　enzyme 　activity　wa5 　measured 　 under 　 the 　 stan ・

dard　assay 　conditions 　 at 　various 　tcmpe 瓰 tures．　 B ：The
cnzyme 　was 　prcincubated　for　l　hr　 at　 each 　temperature

as　 indicated．　 Tbe 　 remaining 　 activity 　 was 　 measured

under 　the 　standard 　a 銘 ay 《：onditions ．
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Fig．5．　 Isoelectric　focusing　ofamyrase 　by　pOlyacrylamide

　　　 gel　with 　A 皿 pholine　as　a　carrier 　amphelites

Ge15　 werc 　cut　by　O．2　cm 　length．　Arnylase　activity 　and

pH 　of 　each 　section 　we τ¢ measured ．一
，
　amylase 　activ ・

ity；●
，pH ・

ム の 存在 を 示 す よ うな実験的事実は 得 られなか っ た ．

　5）　金属 イ オ ソ な ら びに 各種阻害剤 の 酵素活性に 及ぼ

　　　す影響

　Table　2 に 各 種金属 イ オ ソ と阻害剤 の 酵素活性に お よ

ぼす影響を示 した．本酵素は Cu2 ＋，　Hg2 ＋，　Ag
＋

，　Fe2＋
に

よ り強い 阻害を受けた．一
般に α

一
ア ミ ラ

ーゼ は 酵素活

CVteehrome 　C

　 　 　 mioglehinovatbummamytase

elbumin

　 　 　 　 　 　 1　　 2　　 3　　 4　　 5　　 6　　 7

　 　 　 　 　 　 　 　 Molecular　 weight （× 10り

Fig．6．　 Detemination 　of　the　molecular 　weigh 【 of 　amy ・

　　　 且asc 　by　gel　filtration　 on 　Bio−gel　 P−150　 and 　by

　　　 SDS −polyacrylamide　gel　eiectrophoresis

A ： Gel　filtration　on 　Bio．gel　P−150．　Mr 　standard ： cyto ・

chromc ‘，12，400 ；mioglobin ，
67

，
000；ovalbumin

，
45

，
000；

albumin
，
67

，
000．　 B ； SDS−polyacrylamide　 gel　 el   tro・

phores誌．　Mr 　standard ： chyrnotrypsinogen ，
25ρ00；ova 星一

bumin，67，000．

性の 最大発現お よびそ の安定性に 対 して Ca2＋

を要求す

る が 26），G ，　lucldi”m の ア ミ ラ
ーゼ に お い て は そ の よ うな

事実は 認め られ なか っ た ．また ，本酵素 は モ ノ ヨ
ード酢

酸や P一ク ロ ロ メ ル ク リ安息香酸な どの SH 阻害剤に よ

っ て 阻害を受けた ，

　6）　基質濃度の 酵素活性に 及ぼ す影響

　可 溶性で ん 粉に 対す る本酵素 の ミ カ エ リス 定数 （Km ）

を Lineweaver −Burk の 式に も とつ い て 求 め た （Fig，7）．

本酵素の K ． 値 は 0．83％ の 値 を示 した ．

　7）　各種で ん 粉に 対す る作用 と反応生成物

　AsPer8iUus　 sp ，　K27　や C，　relfsii ，　 StrePtococcus　bovis

な どは 生で ん 粉分解力 の 強 い ア ミ ラ
ーゼ を 生 産す る こ と

が 見 い だ され て い る N ）−ss｝．　 Flor らは
33〕，海 P8r8沼 郡

atvamen
’

の グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ に は 触媒部位 とは 別 に 生 で

ん 粉の 吸着部位が ある こ と を 示 し た ，本実験 で は G．

tucidumの ア ミ ラーゼ が生 で ん 粉に 対す る分解能を示す

か ど うか ， また 糊化で ん粉分解力との 比較を次式に 示す

生で ん粉分解率 （％） よ り調 べ た．

　　 （生で ん 粉分解力）／（糊化 で ん 粉分解 力 ）xloo

　そ の 結果本菌 の 酵素 は 小 麦 で ん 粉 （18．6 ％）， ト ウ モ

ロ コ シ で ん粉 （16．5％）と比較的高い 生で ん 粉の 分解活

性 を 認め た （Table　3）．しか し， ジ ャ ガ イ モ で ん 粉 に
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Table　2．　Effects　of 　various 　rcagents 　on 　activity 　of

　　　　 amylase

Table　3．　Raw 　stacrh 　digesting　ability　of　amylase

　Compound
（concentration ）

　 Rdative
enzymc 　actiVlty

　　 （％）

Starch
　 Raw 　starcb

digesting　ab 姐ily
　　 （％）

8

None （I　mM ）

FeSO4 （1　mM ）

FeC13（1　mM ）

CbC12（l　mM ）
Nic12 （1　mM ）

HgCI2 （1　m 蝋 ）

CaC 】2 （lmH ）

Zn α 2 （l　 mM ）

CuSO4 （1　mM ）

AgNO3 （1　m 麗）
MgC12 （l　 n凋 ）

ρ
一Chioromercuribenzoate（l　mM ）

N ・Ethylmaleimide 〔lMM ）

Iodoacctamide （1mx ）

Dithio重hreito1（1   ）

Cystein（且  ）

Sodium 　dod  yi　sUlfatc （1   ）

Toriton　XlOO （0．05％＞

Tween 　80 （0ρ5％）

00182927470083521589520018H

 

0392

1
　

　

　

　

　

　

　

　

且

　

　

　

　

　

　

　

　

l
　

　

ll

且

WheatComSweet

　potato

Potato

18．616

．55
．80

．2

The　 assay 　mixturc 　c・nta 三血 g　l2 μ9 ・『the　enzyme

was 　incubated　in　the　presence　of　each 　reagent ．

Raw 　and 　cooked 　s惚 rchcs （8　mg ）were 　incubated　with

abOut 　30μg　of　the　enzyrne 　in　O．8　m10f 　100　m 図 so雪

dium 　 acetate 　bu衡 （pH 　4．5）for　30　to　60　 min 　at 　CO
°C，respcctively ．　 The　reaction 　 rnixtuTes 　 were 　gently
strirred ．　Reducing 　sugar 　prOduoed　during　the　incuba−

tion 　was 　determincd　by　the　method 　u8ing 　3
，
6・dinitro−

phthalaに．　　
・

（Amount　of　r¢ ducing　sugar 　produc◎d
from　raw 　starch ）／（amount 　of 　reducing 　 sugar 　produc−

cd 　from　cooked 　starch）xlOO ．

・噸

…撫

S　　 2，0

噸一一 front

Concentratio“　of 　solub 【e 　starch 　1／S 　　（％）

Fig．7．　Effects　of 　co 皿 centration 　of 　soluble 　starch 　 on

　　　　acdvity 　bf　amylase

The 　assay 　mixture 　contained 　l2μg　of 　the　enzyme ．　 The
activity 　was 　measured 　undcr 　the　standard 　assay 　cond ト

tions　w 三th　various 　concentrations 　of 　soluble 　starch ．

対 して は 活性は ぎわ め て 低 く， 小麦で ん 粉や トウ モ 卩 コ

シ で ん粉 の 1％に すぎない 値で あ っ た．で ん 粉粒の 性質

は そ の 起源に よ り異な り，した が っ て ア ミラ ーゼ に よ る

20

噌一一　〇rigin

　 　 　 ABCD 　 　 EFGHIJ

F五9．8． Paper　chre 皿 atograms 　of 　hydrolysates　by　am −

　　　　ylasc

Raw 甑 rch 麗 （8　mg ）were ・incubated・with 　30 μg　of 山 c

enzyme 　in　O．8　ml 　of 　100　mM 　sodium 　acetate 　buffer（pH
4．5）for且2　hr　at 　40°C

，
　and 　cooked 　starches （8　mg ）were

incubated　with 　3　P9　of 　the　cnzy 皿 e．　 A
，
　glucose；B ，

　rnal・

tose；qrnaltotriose；D ，　rnaltotemmase ； E，　cooked 　wheat

starch ；F
，
　raw 　 wheat 　 starch ；G

，
　 cooked 　 swect 　potato

starch ；H
，
　 raw 　 sweet 　POtato　 starch ； 1，　 cooked 　POtato

starch ；J，
　raw 　potato　starch ，

分解能もで ん粉の 種類に よ っ て異 な る，こ れ は ， 分解の

進行とと もに で ん粉の特異な構造が生 じた り，また 糖質

以 外の 構成要素 （酢酸や リ ン 酸な ど）を 含む こ とが考 え

られて い る．ジ ャ ガ イ モ で ん 粉な どは 分解 されに くい も

の に 属 して い る と されて い るが 26，，本酵素 の 結果 はそれ
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と合致す る もの と考えられ る．

　Fig．8 は 本 ア ミ ラ
ーゼ に よ る生 で ん 粉 と糊化で ん 粉に

対す る作用に つ い て，それらの 反応生成糖を ベ ーパ ーク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを用 い て調ぺ た もの で あ る．そ の 結果 ，

生 ジ ャ ガ イ モ で ん粉｝こ お い て は グ ル コ
ース を は じめ と し

て オ リ ゴ 糖 の 生 成 が認 め られなか っ た が ， 他 の で ん粉に

お い て は 生 お よ び 糊化 し た もの で ，と もに グ ル コ
ー

ス と

一致す る反応生成物 の み が 検出 され た．

　こ れ らの 結果よ り，
C ．　tucidum は 生 で ん粉分解能を有

す る ア ミ ラ
ーゼ を 産生 し，本酵素に よ る で ん粉の 分解生

成物 として は グ ル コ ース の み が検 出され ， オ リ ゴ 糖な ど

が検出 され な か っ た こ とか ら， 本酵素 は グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ で あ る こ とが 示唆された ．本酵素の pH 等 に 対す る性

質は菌類 の グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ と類似点が見 い だ されて い

る．こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る 菌類 の グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ

に つ い て，で ん 粉 の 分 解 率 に 関 して は R ・detmar，　 R ・

niveus ，　A，　niger の 酵素 が 中心 に 種 々 検討さ れ て い る
2T，34）．

G ．　lucidumの 酵素 が で ん 粉 に 対 し て ど の く らい の 分解率

を示すか ど うか は今後検討 し なけれ ば な らな い と こ ろ で

あ る．また，グル コ ア ミ ラ
ーゼ は で ん 粉 よ り β

一グル コ

ース の み を 生成す る と い わ れて い る の で ，こ の 点 に 関 し

て も検討す る必要 が残され て い る．

　す で に 担子 菌 C．rolfsii 　AHU9627 に 生で ん 粉分解能

を有す る ア ミ ラ ーゼ が 報告 され て い る 14）15 ，．こ の 酵素 は

い ま だ 精製 されて い な い た め．G．　lucidum の 酵素 の 性質

との 比 較を 現 時点で 詳細 に 行 う こ とは で きな い が，今後

興味 の もた れ る と こ ろ で あ る．

4． 嬰　　約

　Canoderma 　lucidium　No．畳5 が細胞外に 産生す る ア ミ ラ

ーゼ を イ オ ソ 交換 ク P マ ト グ ラ フ ィ
ー，ゲ ル ろ 過等 に よ

りポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 （PAGE ） 的 に 均一

に な る まで に 精製 し ， そ の 性質を 調べ た．

　（D 本 酵素 は，そ の 分子量 が ゲ ル ろ 過法に よ り53，
　OOO，

SDS −PAGE に ょ り 55
，
000 で ある と推定 され た こ とか ら，

モ ノ マ
ーか らな る こ とが示 された．

　（2）本酵素 の 活性 の 最適 pH は 5．0，最適温度 は 55℃

で あ っ た．ま た ， 等電点 は 6．8 を示 した．酵素ば 0〜40

℃，pH 　4．5〜9．0 の 範囲で 安定 で あ っ た．

　（3）可溶性で ん粉に 対す る Km 値は 83％ で あ っ た．

　（4）本酵素 の 活性 は Cu2 ＋ ，　Hg2
＋

，Fe2＋，　Ag
†

，モ ノ ヨ ー

ド酢酸，P一ク ロ ロ メ ル ク リ安息香酸 に よ っ て 阻害され た．

　（5）本酵素 は 数種 の 生で ん 粉 に 対 し て も作用 し ， 小 麦

な らび に ト ウモ 卩 コ シ の 生 で ん粉に対す る活性 は ， それ

それを糊化 した もの の 18．6％， 16．5％ の 値 を示 した．

しか しなが ら， ジ ャ ガ イ モ 生で ん 粉 に対 して は ほ とん ど

作用 しな か っ た ．

　（6）本酵素 は ， こ れらの で ん粉を基質とした反応で ，

グ ル コ ース の み を 生 成 す る こ とか ら グル コ ア ミ ラ
ーゼ の

一
種で あ る と推定 さ れた．

　終わ りに，菌株を分与い た だ きま した 東京医科歯科大

学教養学部金城典子助手 ， 本 研究 を ま とめ るに あた り有

益な 助言をい た だきま した 和洋女子大学御園光信教授 ，

また，実験 ｝こ 協力くだ さ っ た 和洋女子大学黒田智枝前助

手補に 深く感謝い たします．
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