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黒 麹 菌Aspergillusawamorivar.kawachiiの

UVお よ び60Coγ 線 照 射 に よ る 変 異

トラ ンスグル コシダー ゼ欠 損株 の分 離

太 田 欽 幸 ・上 田 誠之 助

Mutation of Aspergillus  awamori var. kawachii by 
      irradiation of UV and "Co-r rays 

      Isolation of transglucosidase-less mutants 

     Yoshiyuki Ohta and Seinosuke Ueda

緒 言

糸状菌糖化酵素を用いる ブドウ糖製造工業御において

強力な糖化酵素を産生する菌株を選択することは可重要

な問題の一つである.糖 化酵素 としては,デ ンプンを

直接グルコースに加水分解できる強力な糖化型アミラ

ーゼと,適 当}麺)液 化型アミラーゼとを含み,し かも

Aspergillus属の菌株が 産生する酵素にみられるよう

な非発酵性糖(た とえば,イ ソマル トース,パ ノース

など)を 生成する トランスグルコシダーゼを全く含ま

ないものが最 も優れているとされている.現 在これら

の日的に適つた酵素を産生する菌株としてRhizopus

属が用い られている.し かしRhizopusは 経済的に

有利な液体培養を行う ことが困難であり,現 状では

主として固体培養を行ないそれから糖化酵素を得てい

る.液 体培養が可能である麹菌Aspergillus属 に種々

の変異剤を作用 させて優良な変異 株を得る試み1よ色々

となされている(井ll,19.3;富金 原,1960;飯 塚,

1961;務 台,1961.し か しトランスグルコシダーゼ

欠損変異株が得られたという報告は全くない.

液体培養が吋能であり,強 力な糖化型アミラーゼを

産生する黒麹菌の一種である.Aspergillusawumori

var.kuwuchiiに 紫外線,〔'〔'Co-1'線を照射して トラ

ンスシルコースダーゼ欠損株を得る目的で研究を行なった

.

材 料

紫外線(UV)の 線源として マツダ殺菌灯(10W)

を用いた.coCo-Y線 の線源として九州大学工学部の

Cage型(60Coペ レ ッ ト,1mmφ ×1mm,比 放 射

線 能6.9curie/g)のaoCo-r線 照射 装 置を用 い た.

ペ ーパ ー ク ロマ トグ ラ フ ィーJfJの 濾紙 には 東 洋濾 紙

No.50を 用 い た.ト ラ ンス グル コ シダ ーゼ の基 質 に

は和 光 純 薬 工業 株 式 会 社製 の マ ル トー ス(一 級)を 用 い

た.使 用 菌株 は 米 麹 として 保 存 して い るAspergillus

CIWQ〃ZOYIvar.kawachiiを用いた.

方 法

1)酵 素 力価 の 測 定

i)総 合 ア ミラーゼ:デ ンプ ン に対 す る糖 化 型 ア ミ

ラ ーゼ と液 化 型 ア ミラーゼ の 総 合力 はつ ぎの よ うに し

て 測 定 した.可 溶 性デンプン%溶 液3mlと0.!M

の クエ ン酸 緩 衝 液(pH4.0)2m1を40℃ に予 熱 し,

酵 素 液!mlを 加 え よ く混 合 しX10°C,10分 間 反 応 させ

た.反 応 後1mlを 採 取 し ミク ロベ ル トラ ン法 で生 じ

た還 元糖JI1_し た.上 記 の 反応 条 件 で 反応 液1m1

中 に0.1mgの 還 元 糖 を増 加 させ る酵 素の 力 価 を1単

位 と定 義 した.

ii)糖 化 型 ア ミラーゼ(SA):液 化 型 ア ミラーゼ が

況 在 して い る 酵素 液 か ら糖 化 型 ア ミラ ーゼ活 性 の み を

選 択 的 に測 定 で きるResidualdextrinvalue法(富

金 原,1955)を つ ぎの よ うに 改変 して 用 い た.富 金 原

の 方法 に 従 いデ ンプ ン に タ カジ ア ス ター ゼ を作 用 させ

て 平 均 最合 度 が10～11個 の グル コー ス か らな つ て い

るデ キ ス トリンを 調製 し,こ れ を基 質 として 用 い た.

この 基 質2%溶 液1m1(こ の 中 の1/3容 はpH4.0

の0.1Mの ク エ ン酸 緩衝 液 で あ る)を40℃ に 予熱 し,

酵 素 液0,5m1を 加 えて,40℃,2時 間 反 応 させ た,



反応 後,反 応 液全量 中 の 還 元糖 を ミク ロベ ル トラ ン法

で 定量 し た.上 記 の反 応 液 中 に0.1rngO)還 元 糖 を増

加 させ る酵 素 の 力価 を1単 位 と定 義 した.

iii)液 化 型 ア ミラ ーゼ(DA);可 溶 性 デ ンプ ン1%

溶 液5m1に0.05Mの 酢酸 緩 衝 液(pH5.0)111]1と

蒸 留 水1mlを 加 え40℃ に予 熱 した後,酵 素 液0.5ml

を加 え20℃ で 反応 させ た.適 時 に反 応 液 α5mlを

採 り,0.01Mの ヨー ド溶 液1mlに 加 えSandstedtの

赤 色(Sandstedt,1.939)に 達 す る時間(分)を 測 定 し

た.そ の時間(分)の 逆 数 に100を 乗 じた 値 を液 化型

ア ミラーゼ の力 価 の 単位 と した.

iv)ト ラ ンス グル コシ ダーゼ(TD)二plI4・5の ク

エ ン酸 緩衝 液(0.1M)に 溶 解 し た20%マ ル トー ス溶

液0.5m1に 酵 素 液0.5m1を 加 え40℃ で2時 間反 応

きせ た後,沸 騰 水 に5分 間浸 漬 して 酵素 反 応 を停止 さ

せ,流 水で 急 冷 させ た.こ の 反 応 液1mlに0・03M

の リン酸 緩衝 液(PH6.0)に 懸 濁 させ た10%のパ

ン酵 母 溶 液 を3ml加 え た.30℃ に一 夜 放 置 して 発酵

件糖 を除 去 した後,遠 心 分離(1,000g,5分 間)に よ

りパ ン酵 母 を分 離 した.非 発酵 性 糖 を含 む 上:fr'.液1m1

に2Nの 硫 酸溶 液1mlを 加 え 沸 騰水 中 で2、5時 間

加 水 分 解 を行 な つ た.全 量 に 固 形 の炭 酸 水 素 ナ トリウ

ム を加 えて 中和 した 後,ミクロベルトラン 法 を用 い 当

溶 液 中 の 還元 性 糖 を定 量 した。 この加水 分 解溶 液 中 に

0.1mgの 非 発 酵 性糖 を 生 じ させ る 酵素 の 力 価 を1単

位 と定 義 した.

2)ペ ーパ ー ク ロマ トグラ フ ィー

pll.)の クエ ン酸緩 衝 液(0.1M)に 溶 解 した20%

マ ル トー ス溶 液0.5mlに 酵 素液0.5mlを 力11え40℃

反 応 させ,適 時 に沸 騰 水中 で5分 間加熱 して 酵 素反 応

を停 止 させ た,こ の溶 液 をベ ー パ ー クロ トグ ラフィー

州 の 試 料 とし た.濾 紙 にガ ラス の{二細 管 で4川 スポッ

トし,ピ リジ ン:ローブタノール:水 二6:4:2.5(、1)

溶 媒 系 を用 い上昇 法 に よ り室 温 で3・1隻展 開 を 行な い ア

ニ リン フ タール 酸 で 発 色 させ た.

結 果

1.紫 外 線(UV)照 射 に よ る変 異

i.胞 子懸 濁 液の 調 製米 麹 と して保存 して い る

Aspergillusawamorivar.kawacliiiを 純 粋 分1類1し

て,麹 寒 天 斜 面培 地1こ接 種 した.30℃ で7日 問 培 養

して,胞 子 を形 成,熟 成 させ た.こ れ に殺 菌 水 を適 当

量 加 え胞 子 を ガ ラス捧 で か きと り,得 られ た胞 子 に混

在 す る夾雑 物 を脱脂 綿 を用 い て濾 別 し,胞子 を遠 心 分

離(1,0009,5分 閥)に よ り3回洗浄 した,こ の洗浄 泡子 を適 当量0)殺 菌 水 に 懸濁 させ て,セ ル ホモ ジ ナイザ ーで 激 し く撹拌(3,000rpm,1分 間)し て互いに くつ つ い て い る胞子 を1個1個 切 りは 之£した.ト ーマ の血 球 計 を用い胞子 濃 度が1ml当1)107個 にな るよ うに調 整 した 懸 濁液 をUV照 射 に供 した.ii.UV照射 お よ び 優 良 株 の 分離:胞子 懸濁 液1Uml(107個/m1)をll'1:径9cmO)ベトリ皿 に 入れ(液層2～3nun)UVを25cmの高 さか ら室 温 で30分 間照 射 し た.ベトリ皿 を時 々回転 させ て胞子 懸 濁 液を攪拌 した.このUV照射 線 賦で10'個/mlO)胞子は20～30個/m1に減 少 した.この 照 射 胞子 懸 濁 液1m1を30℃で90時間 麹 寒 天培 地 で平 面培 養 し た,生 じた コ ロニ ーを 白 金線 で 丸 く切 り取 り,1(/0nil容0)ら角 フ ラ ス コ中で1(lgのフ スマ培 地(フスマ:モミ穀:バレ イ ショ デ ンプ ン1`10:14.5:14.5,水分6{〕%)に接 種 し,30℃で(i～7H間培 養 した.このフ スマ麹 を50mlの1同くで トル エ ン存在下,室温 で2時間抽 出 し た.夾雑物 を濾 紙 を111,いて濾 別 し,濾液を・酵 素液 と して用いた.この 酵 素 液 を10%マル トー スに40℃で2時1"」(pll4.5)作用させ,反応生 成物をペ ーハ ー ク ロマ トグラ フィー に 供 し,得られた非発酵 性糖 の スポ ッ トが,原 株の 酵 素液 を用い 得 られ た同じス ポ ッ トよ り小 さ くか つ薄い もの を トラ ン ス クル コ シダーゼ(TD)力 が 減 少 した 変 異 株 として 分 離 した.培養した303杉の 中か らTD力が減少 した と思わ れ る16株を選 び,TD力を定量 し た.最終 的 にTD力の 小さい 変 異株 と して2菌株 を分 離 した.その結 果 は 第1表 に示 され て い ろ.表か ら分 るよ うにNo.181は原株 に比 較 して総 合 ア ミラーゼ力 は同 じで あつ た がTD力は1/3に減少 して い た.またNc>.220は原 株 に比 較 して 総 合 ア ミラーゼ 力 はほ ぼ 同 じで あつ た がTD力は1/2に減 少 して い た.No.18:1はNo.220に比較 して胞子の 着 生,生 育が:不 良 で あつ たの で,No.220をUV照射 に よつ て 得 られ た優 良 株 と した.

'Fabl
e 1. Comparison of enzyme activities.

2.61℃o一 γ 線 照 射 お よび 優 良 株 の 分離

UV照 射 で 得 られ たNo.220のTD力 を さ らに減

少 させ る ため に,こ の 菌株 の胞子に""rL6(Co-r線 を照 射

し た.胞子懸 濁 液の調整 はUV照 射 の 場 合 と同様 に行



なつ た.胞 子懸 濁 液5ml(107個/mDを15ml容 の

1試験 管 に人 れ 綿 栓 を施 し,(10Cor線 を]60,000rcp.

照 射 した.死 滅 率 はUV照 射 の 場 合 と同 様 で あつ た.

優 良 変 異株 の 分 離 はUV照 射 に よ る.変異α)場合 と全 く

同 じ方 法 に よつ た.培 養 した831株 の 中 か らペー パ ー

クロマ トグ ラ フ ィーで 非 発 酵性糖の スポ ッ トの小 さい

81株 を選 択 した.こ れ らの 菌株 につ い てTD力 を定量

し た結果,No.78;が 最 もTD力 が 小 さい こ とが 分つ

た.ま た こα)No.7850)酵 素 液 を10%マ ル トー ス に

2時 間 させ て 得 られ た反 応 液 につ いて ベ … ハ.一ク ロマ

トゲラ フ で一 を 行な つ た結 果,非 発 酵 性糖0)ス ポ ッ ト

は見 い 出 せ なか つ た.し か もア ミラーゼ の総 合 力 は原

株 の それ とほ とん.ど 変 わ らなか っ た.こ のNo.785

を 単胞 」孔分 離 を数 回 く りか え して純粋 に し た.ま た継

代 培 養 を くりか え した がTD力 は 復元 しな か つ た の

で,こ の 変異 は固 定 され た もの と思 われ る.第2表 に

TD力 とア ミラー ゼ力 を示 した.このNo。785をM-1

と命 名 し.た。M-1の 胞 子着 生,生 育 は良 好 で あ り,

胞 子0)色 は原 株 の そ れが 黒 褐 色 で あ る0)に 対 しね ず み

色に 変 わつ て い た.

Table 2. Comparison of enzyme activities.

 Mutant strain induced by irradiation of UV 

  rays. 

 Table 3. Comparison of enzyme activities.

`" Mutant strain induced by irradiation of 
""Co-r rays . 

t Enzyme preparation obtained commercially 
 was dissolved in water (4 mg/ml). 

    Saccharogenic amylase. 
1)A : r)extrinogenic amylase.

M1はTD力 が非常に小さいことが分つたので,

その糖化型 アミラーゼ(SA)力 と 液化型 アミラーゼ

(DA)力 を 市販されているRhizopus属 の 菌株から

得 られている糖化酵素剤のそれらと比較した.第3表

に示すように,DA力 を一定にした場合,M1の 産

生する酵素は市販酵素剤に比較してSA力 は約1/6で

Table 4. Time course of saccharification.

Reaction  mixture : Dextrin powder, 2Q g ; 0.01 
M acetate buffer, 40 ml (at pH 4.0 and 5.0 
for the enzymes from the wild strain, the 
mutant strain and Rhizopus, respectively) and 
enzyme solution, 10 ml (16 units/ml). 
DS : Direct reducing sugar (mg). 
TS : Total reducing sugar (mg).

あ つ た,つ ま りM-1はDA力 がSA力 に比 較 して非

常 に 強力 で あ るこ とが 分 っ た.つ ぎに,寓 金 原 の方 法

を用 いて,粉 飴 を調 製 し(富 金 源,1955),粉 飴 濃 度

40%で 総 合 ア ミラ ーゼ力 を… 定 に して 糖 化 試 験 を 行

なつ た と ころ,第4表 の よ うな結 果 が え られ た.表 か ら

分 る よ うにM-1か ら得 られ た酵 素で は約60%で 反

応 が 停 止 して い る.こ れ はDA力 がSA力 よ り強 い た

y)σ)結 果 で あ る と思 われ る.つ ぎに,SAが 強 力 でDA

力 が 小 さい変 異 株 を 得 る目的 でM-1に,さ らに60CO‐

7線rs`o照 射 した.

3.M-1の60Co一 γ線 照 射 に よ る変 異

M-1のSA力 を増 加 させ る 日的で 富 .金原 の 方 法

(富1;;f,1955)を 用 い胞 子死 滅 率が99,9%に な る よ

うに60Co一 γ線 を照 射 した.胞 子 懸 濁液 の 調 製,優

良 変 異 株 の分 離 はUV照 射 の 場合 と全 く同 じ方 法 に よ

っ た,た だ し,r線 の線 ・壁は80,000repに し た,培

養 した1.350株 につ い てSA力,DA力 を測定 しSA力

が 大 き く,DA力 の 小 さい変 異 株 を40株 選択 し た.そ

の 中か ら最 もSA力 が 大 き く,DA力 の 小 さいn・1-r_1株と

してNo.779を 選 び これ をM-2と 命 名 した.M-2

はM-1と 同様 に胞子の 着 生,生 育 は良好 で あ つ た.

原 株,M-1,M-2の そ れ ぞれ につ い て合 成 培 地培養

を 行 ない,SA力,DA力,TD:力 な どに つ い て

検 討 した.

4.合 成 培 地 に よ る振盪 培 養

次0)よ うな 合成 培 地 を用いた(9/IOUml):バ レイ;

シ コデ ンプ ン,3;MI4H2PO4,1.5;グ ル コー ス,0.1;

Mg50:,・71120,0.1;NaC1,0.05;MnSO,4～6

H20,0.05;ZnSO,,0.01;Fee(soy);3,0.01;KC1,

0.2,培 地!00mlをXOOml容 の振盪 フ ラ ス コに入

れ30℃ で 往 復振盪 培 養 を 行 なつ た.第1,2,3図

か ら分 るよ うに,菌 の生 育 は原 株,M-1,M-2の 三



Fig. 1. Time course of growth and enzyme 

      production by the wild strain.

 p11 of the cultured broth, 
: mycelial weight (wet weight per 

 100 ml), 
: saccharogenie amylase activity, 
: dextrinogenic amylase activity, 
: transglucsoidase activity. 
: saccharogenic amylase, 

  dextrinogenic amylase, 
: transglucosidase.

Fig. 2. Time course of growth and enzyme 
       production by M-1,  

x------x : pH of the cultured broth,  
o------o : mycelial weight (wet weight per 

        100 ml), 
 O 0 : saccharogenic amylase activity, 

o......o : dextrinogenic amylase activity, 
•-------• : transglucosidase activity. 

 Abbreviations are shown in the legend for 
  Fig. 1.

者 と も大 体同じ 時 間 にほ ぼ同じ 程 度 に達 し た.SA力

は原 株 が 最 も大 き く,M-1の 約4倍,M-2の 約2倍

で あつ た.一 方,DA力 は原 株 が最 も小 さ く,M-/,

M-2の 約 半 分で あつ た.こ れ か ら分 るよ うにM-2の

SA力 はM-1の それ よ り2倍 強 くなつ ただ けで あ る.

Fig. 3. Time course of growth and enzyme 

       production by  M-  2.

x x : pII of the cultured broth, 
O------0 : mycelial weight (wet weight per 

      100 ml), 
o--o : saccharogenic amylase activity, 
O......0 : dextrinogenic amylase activity, 
•-------• : transglucosidase activity. 
Abbreviations are shown in the legend for 
Fig. 1.

しか し原 株 に多量 に産 生 され て い るTDはM-1,M

2に は ほ とん ど産 生 され て い なか つ た.原 株,M-],M-

-2か ら得 た 酵 素液 を!0%マ ル トー ス に2時間(40℃)一

作用させ た 反 応 液 を ペ ー パ ー クロマ トグ ラフ ィー に

供 した.そ の結 果,第4a図 か ら分 るよ うに,原 株 は

培 養 の初 期 か らTDを 産生 し,イ ソマ ル トー ス,ハ

ノー ス,デ キ ス トラ ン トリオ ー スな どの非 発 酵 性 糖 を

生成 して い た が,M-1,1VI…2の それ ぞ れ の酵 素 液 は 非

発 酵性 糖 に 州 当す るス ポ ッ トを全 く生 成 して いな か つ

た.し か しM-1,M-2の 酵 素 液 を10%マ ル トー スに

作用させ た 反応 物 に は基 質 が第4a図 に み られ るよ う

に .多量に 残 つ て い た.そ こでM-:1,M-・2の 酵素 液 を

10%マ ル トー ス に24時間作用 させ た.そ の反 応 物 を

ベ ーパ ー ク ロマ トグ ラ フ ィー に供 し,そ のisis果を第4

b図 に示 して あ る.第4b図 か ら分 るよ うに 長時 間 作

川 させ て も,や は りM-1,M-2の 酵 素 は 非発 酵 性 糖 を

生成 して い な かつ た.し か し,原 株 の 酵 素 の反 応 物 に

つ い てみ られ な かつ た マル ト トリオー ス の ス ポ ッ トが

M-1,M-2の 酵素 の 反 応 物 に検 出 され た.

考 察

強 力 な ア ミラー ゼ を 産 生す る 黒 麹 菌Aspergillus

awatnorivar.kawachiiにUVを 照 射す る こ とに よ

り,第1表 に示 す よ うにTD力 が 約 半分 に減 少 した変

異 株 を得 る こ とが で きた.つ いで,こ れ にsoCo-Y線



                   Fig. 4a. Paper chromatogram. 

The procedures are shownin the text. The 2 hours reaction products 

were applied. G : glucose, M : maltose, IM : isomaltose, MT maltotriose, 

DT : dextrantriose, St : standard materials.

      Fig. 4b. Paper chromatogram. 

The procedures are shown in the text. The 

24 hours reaction products were applied. 

Abbreviations are shown in the legend to 

Fig. 4a.

を照射してTDを ほとんど産生しない変異株M-1を

得 ることがで きた.従 来,TDの 産生が減少した変異

株を得たという報告はないのでこのM-1は 新 しい変

異株であると思われる.従 来,変 異株を得る場合,変

異剤処理後の生存率が1・0,0.1あ るいは0.01%に

な るように処理されていた.こ の実験では生存率が

0.OOO2～0.0003%に なるように行なつた.こ のよう

な線量がTDの 生成をつかさどる代謝機構をブロック

するのに必要な量であつたと考えられる.し かしM-1

はDA力 が大きいのでSA力 を増加させる目的でさ

らにM-1に60Co-r線 を照射してM-2を 得た.第

2,3図 にみられるようにM-2のSA力 はM-1の

それの2倍 にしかならななかつた.第3表 に示すように,

市販の糖化酵素剤はSA力 がDA力 よ りも約20倍 強

いのでM-2のSA力 が現存よりもさらに数倍以上大

きくならなければ実際に工業的にこのM-2を 用 いる

ことはで きないであろう.し かし,TDが ほ とんど産

生されなく,継 代培養をくりかえしてもTDの 産生が

復元されないのでこの変異は固定 されたものと考えら

れる.ま たこられの変異株M-1,M-2は 共 に液体培

養が 可能であり,生 育,胞 子の着生も良好であるか

ら,な んらかの方法たとえばこの実験に用いた以外の

変異剤による変異,あ るいは培地の選択などによつて



SA力 を増加させれば工業的に用いられる可能性はあ

ると考えられる.原 株と変異株を合成培地で培養して

得た酵素液を10%マ ル トースに反応させ,そ の生成物

をペーパークロマ トグラフィーに供した.そ の結果,

原株の酵素についてみられるようなイソマル トース,

パ ノース,デ キストラントリオースなどの非発酵性糖

に相当するスポットはM-1,M-2の 酵素の反応生成

物には 全く見い出すことが できなかつた.し かし,

M-1,M-2の 酵素では原株の酵素についてみられな

いマル トトリオースのスポットが検出された.こ のこ

とはTDの 酵素的あるいは蛋白的性質が原株と変異株

とで異なつたことによるのか,あ るいは原株にはなか

つた新しいTDが 変異株にできたことによるのかはさ

らに今後の研究にまたなければならない.

総 括

黒麹菌Aspergillusawamorivar.kawachiiに

UV,saCo-r線 を照射して トランスグルコシダーぜを

ほとんど産生しない変異株を得ることができた.し か

しこの変異株は糖化型アミラーゼ力 が原株のそれより

減少し,逆 に液化型アミラーゼ力 が原株のそれより増

加した.こ の変異株を合成培地を用い振盪培養を行な

い,それよ り得 られた酵素を10%マ ル トースに作用さ

せた結果,非 発酵性糖に相当するスポットはペーパー

クロマ トグラム上では見い出せなかつた.し かし原株

の酵素についてはみられないマル トトリオースのスポ

ットが変異株の酵素について検出された.
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                                      Summary 

   By irradiation of UV rays and 60Co-r rays on Aspergillus awamori var. kawachii, the mutant 
strain which is almost lacking in the ability to produce transglucosidase but is able to produce 
amylases was isolated. The amount of saccharogenic amylase produced by the mutant strain 
reduced to half of that produced by the wild strain. On the contrary, the amount of dextrinogenic 
amylase from the mutant strain increased 3-fold as compared with that from the wild strain. 
The shaken cultures of the wild strain and the mutant strain were made at 30°C, with the 
synthetic medium. It was found from paper chromatography that the enzyme from the mutant 
strain did not change 10 % maltose (used as the substrate for transglucosidase) to unfermentable 
sugars such as isomaltose, panose, and dextrantriose and so on. But the spot of maltotriose was 
detected on the paper chromatogram of the reaction products obtained with the enzyme from the 
mutant strain, but not with that from the wild strain. 
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