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論 文 内 容 要 旨

緒 論

日本古来の伝統的食品である清酒、味噌、醤油等はいずれも麹菌を利用 して製造されている。

麹菌とは一般に日本において醸造に用い られる分生胞子頭が黄緑色のAspergillusの 通称で、

Aspergillusoryzae、Aspergi11ussojae、Aspergillustamariiの3分 類種が包含されてい

る。これらの麹菌に関する研究は今まで分類、育種、代謝等について数多くの研究が精力的に行

なわれてきた。特に最近ではバイオテクノロジーの研究が盛んに行なわれるよ うになり、麹菌育

種の分野で も細胞融合を中心にめざましい発展が認められている。

一方、麹菌の細胞化学に関す る研究は細菌、酵母に比較 して非常に遅れているのが現状であ

る。麹菌菌体構成成分は細胞壁を構成する多糖体 と菌体内成分である蛋白質、核酸に大きく分け

られる。細胞壁の多糖体は主としてキチジやグルカンであることが報告 されているが、詳細につ

いては明らかにされていない。最近、酵母や真菌類の一部の菌体多糖に免疫増強効果や抗腫瘍性

効果が認められ、菌体多糖の生物学的機能が注目されるようになってきた。このことは麹菌の細

胞壁も細胞の構造と機能を物理的に外界から保護するばか りでなく、何らかの生物学的機能をも

保持 しているのではないかと推定される。そこで本研究では麹菌細胞壁多糖を細胞化学的に調べ

た後、構成多糖を分離 し、化学構造を検討 した。また、抗腫瘍活性について調べ、その生物学的

機能についても検討 した。

第1章 麹菌菌体の化学組成

液 体 培 養 及 び ナイ ロ ンーペ ー ス ト培 養 で調 製 したA,oryzae菌 体 の化 学 組 成 に っ い て 調 べ た 。

(Table1)両 培 養菌 体 と も約40%の 蛋 白成 分 と約40%の 糖 成 分 か ら主 に 構 成 され て い た 。

こ のな か で 糖成 分 の 構成 糖 は グ ル コース とグル コ サ ミンが 大 部 分 で あ った 。 ま た 、 ガ ラク トサ ミ

ン も菌 体 中 に約2%含 有 さ れて い た。 一 方 、液 体 培 養 菌 体 の ほ うが ナ イ ロ ンー ペ ー ス ト培 養 菌 体

よ り も グ ル コ サ ミンが 多 く含 有 され て い た 。A.oryzae以 外 にA.tamarii,A.sojaeの 菌 体 の

化 学 組 成 を 調 べ る と、 菌 種が 異 な って も菌 体 の化 学 組 成 、 糖 組 成 で顕 著 な 差 異 は 認 め られ な か っ

たo(Table1)

第2章 麹菌細胞壁の構造 と化学組成

麹菌の液体培養菌体の細胞壁はダィノ ミルによるガラスビーズ共存下での摩砕、1%ラ ウリ

ル硫酸ナ トリウムによる抽出操作で効率良 く、高い純度で調製できた。細胞壁 は菌体当り29～

34%で あった。細胞壁の90%は 糖成分で構成され、そのなかで グルコースとグル コサ ミン

が80～90%を しめていた。(Table2)ま た、麹菌の細胞壁は電子顕微鏡観察で形態学的
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に は0.1～0.2μ の厚 さで 存 在 して い た。 菌 種 間 で の 細 胞 壁 糖 組 成 を比 較 す る と 、 グル コ ー

ス 、 グル コサ ミン量 で 顕著 な差 は認 め られ なか ・った 。 しか し、細 胞 壁 を分 画 して 糖 成 分 を 比 較 す

る ど、1NNaOH可 溶 一酢 酸 中 和 上 澄 画 分(F・ 一1)及 び1NNaOH可 溶 一酢 酸 中 和 沈 澱 画

分(F-2)の 割合 が 菌種 に よ って異 な つて い た 。(Table3)こ の こ と は 菌 種 に よ り グ ル カ ン

の 可溶 性 に わ ず か に差 が あ る ので は な い か と考 え られ る。

第3章 麹菌の培養条件 と細胞壁成分組成

A.oryzaeの 細 胞 壁 は ナ イ ロ ンー ペ ー ス ト培 養 に よ る固 体 培 養 菌 体 の ほ うが や や 多 か っ た 。』細

胞 壁 の化 学 組 成 は両 培 養 と も還 元 糖 と ア ミノ糖 が80～84%を しめ て い た 。(Table4)両 培

養 菌 体 の細 胞 壁 の 主要 構 成糖 は共 通 で あ るが 、 ナ イ ロ ンーペ ー ス ト培 養 の方 が 液体 培 養 よ り も グ

ル コース 、 グル コサ ミンが少 な い の に対 して 、 マ ンノ ース、 ガ ラク トサ ミンが 多 く含 ま れて いた 。

ナ イ ロ ンー ペ ー ス ト培 養 菌体 で は菌 体 中 の糖 の55%が 細 胞 壁 に 存 在 して い た 。 ま た 、 菌 体 中 の .

還 元 糖 の51%、 グル コサ ミンの87%、 ガ ラク1トサ ミンの33%が 細 胞 壁 に 存 在 して い た 。一

方 、液 体培 養 菌体 で は 菌体 中 の糖 の73%が 細 胞壁 に存 在 して い た 。 ま た 、 菌 体 中 の 還 元 糖 の

74%、 グ ル コサ ミンの81%、 ガ ラ ク トサ ミンの7%が 細 胞 壁 に存 在 して い た 。 細 胞 壁 を分 画

す るとナ イ ロ ンーペ ース ト培 養 の方 が 液 体 培養 よ り もF-1画 分 が 多 くな って い た 。(Table5)、

F㍗1画 分 は グ ル コ ース以 外 に マ ンノ ース や ガ ラク トー スが 多 く、 複 雑 な ヘ テ ロ多 糖 の 状 態 で存

在 して い る もの と考 え られ る。 この よ うに培 養方 法 の違 い に よ って 細 胞 壁 多 糖 の 構 成 糖 の種 類 は

同 じで も糖 含 量が 異 な って お り、 これ が 菌 の 形 態 、酵 素 の分 泌 等 に影 響 す るの で は な いか と考 え

られ る。

第4章 麹菌の育種 と細胞壁糖組成

麹菌を人工変異や細胞融合により人為的に変えた場合、細胞壁多糖に及ぼす影響について糖組

成より検討 した。A.oryzaeの 紫外線照射による逐次的変異により、高プロテアーゼ生産能変異

株の細胞壁グルコサ ミン量は逐次増加 した。(Table6)こ の ことは逐次的変異により、高プロ

テアーゼ生産株を造成すると、細胞壁グルコサ ミン量は増加の方向に進み、その多寡は変異処理

の回数、即ち、親株からの近遠に対応 しているように思われる。また、交雑株は両親株の中間型

のグルコサ ミン量を示し、プロテアーゼ生産能の高い菌株の方が細胞壁グルコサ ミン量も高いこ

とが明らかになり、変異株と類似の傾向を示した。このことは変異と交雑が細胞壁グルコサ ミン

量に同様の変化を与えることを示 し注目される。また、逐次的変異によるプロテアーゼ生産能の

増加に伴い、変異株の細胞壁のグルコース/マ ンノース比(Glc/Man)も 増加 した。この糖比

の増加は主にマンノースの減少に起因しており、麹菌の変異処理では細胞壁の糖成分のマンノー

ス量に強 く影響が及ぶことを示している。このようにGlc/Man比 もグルコサ ミン量と同様に増
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加 しており、この傾向もまた変異に付随する菌体内成分変化にもう一つの方向性を示 していると

考えられる。交雑株では両親株の中間型のGlc/Man比 を示 した。また、細胞壁のGlc/Man比

は変異株、交雑株にかかわらずプロテアーゼ生産能 とほぼ比例 していた。(Fig.1)変 異や交

雑が高プロテアーゼ生産能麹菌の細胞壁のグルコサ ミン量、G'1c/Man比 に同時に影響を及ぼし、

酵素生産能の増加と細胞壁糖成分の変化が深い関係にあるごとが明 らかになった。で れらの知見

か ら、細胞壁グルコサ ミン量、Gic/Man比 は麹菌の変異や交雑に付随ずる菌体内成分変化の方

向性を知るうえで重要な指標になるものと患われる。∫

第5章 .麹菌 細胞 壁 多 糖 の 分 離 と 化 学 構 造'

A.oryzae細 胞 壁 を1NNaOH抽 出 、酢 酸 沈 澱 に よ り、F-1、F-2及 び1NNaOH不

溶 画 分(F-3)の3画 分 に 分 画 した 。 この な か で 細 胞 壁 の 約41%を しめ るF-2画 分 は グ ル

コ.一ス が 大 部分 で あ った。 このF-2画 分 か らゲ ル 炉 過 法 で 精 製 グ ル カ ンを 単 離 した(F-2-

1)。 この グル カ ンは細 胞 壁 に 対 して約30%の 収 率 で 得 られ 、 グ ル コ ース の み か ら構 成 され て

い た 。 ま た 、 ゲル 炉 過 法 で 測 定 した 平均 分 子 墨 は140万 で あ っ た 。 この グ ル カ ンはBacillus

circulans・のendo一 β 一1,3rグ ル カ ナ ー ゼ に よ る 酵 素 分 解 で47%分 解 率 で 分 解 さ れ 、

β 一1,.3「 グル カ ンで 主 に 構 成 され て い る もの と考 え られ る 。 さ らに 、 過 ヨ ウ素 酸 酸 化 、 ス ミ

ス 分 解 、 緩和 ス ミス 分 解 、 メ チ ル 化 分 析 に よ り、 細 胞 壁 か ら調 製 さ れ だ グル カ ンの 単 位 構 造 は

Fig.2に 示 す よ うな 構 造 を ど って い る の で は な い か と推 定 され る6A.oryzae細 胞 壁 グル カ

ン の 構 造 はNeurosporacrassarやPyrlculaoryzaeの 細 胞 壁 グ ル カ ンの 構 造 と 類 似 して い

た 。 この ことは 糸状 菌細 胞 壁 の グル カ ンは分 子 量 の 大 き い グ ル カ ンで 構 成 さ れ 、 そ の最 少 単 位 は

1-3結 合 の直 鎖構 造 を と って い るの が 多 いの で は な い か と考 え られ る。

第6章 麹菌細胞壁多糖の抗腫瘍性

「A.・o}yzaelA.sojae,A.tamariiの 液 体 培 養 菌 体 の 細 胞 壁 は1「CR/JCLマ ウ ス に 移 植 し

たSatcoma180細 胞 に 対 、して 、 腹 腔 内 投 与 で 腫 揚 阻 止 率80%以 上 の 高 い 抗 腫 瘍 活性 を 示 し

た 。(Table7)特 に活 性 の 高 いA.oryzae細 胞 壁 の 活 性 画 分 を 調 べ る と グ ル カ ン画 分(F-2)

に 高 い 活性 が 認 め られ た 。(Table8)こ の グル カ ンは 平 均 分 子 量 が140万 の β一1,3結 合

を含 む グル カ ンで あ る ことが 推 定 され て お り、て の グル カ ンが 抗 腫 瘍 効 果 を も た ら し た も の と考'

え られ る。 また 、経 日投 与 や皮 下 投 与 よ りも腹 腔 内 投 与で よ り大 き な腫 蕩 阻 止.効果 が 認 め られ た1

の は担 子 菌 類 の 多糖 と類 似 して い た。 さ らに 、 こ の 細 胞 壁 及 び 分 画 グル カ ン は 次 の よ うな 抗 腫 瘍

効 果 の特 徴 を 示 して い た 。活 性 発 現 は直 接 細胞 毒性 を 示 さ な い こ と よ り宿 主 仲 介 性 で あ る も の と

考 え られ る こ と。毒 性 の バ ラ ンズ か ら算 出 され る最 適 投 与 量 で は な く、 特 異 な最 適 投 与 量 が あ る

.こ と 。ICR:/JCLマ ウ スで は 活 性 は高 いが 、C3H/Heマ ウ スで は 低 ぐな り、 マ ウ スの 系
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統 に よ り抗 腫 瘍性 に強 弱 を示 し、動 物 に よ り応 答 力 の 強 い も の と 弱 い もの が あ る点 で あ る 。麹 菌

以 外 にPeniciUiumcitrinum,Rizopusjaponicus,N.crassa,Torichodermav重rideの 細胞 壁

に も抗 腫瘍 活性 が認 め られ た 。(Table9)こ れ らの 細 胞 壁 の抗 腫 瘍 活 性 は グ ル コ ース 含 量 の 高 い

細 胞 壁 ほ ど高 い 抗腫 瘍 活 性 を 示 して お り、そ の 活 性 発 現 が グル カ ンに大 き く依 存 して い るよ うに

思 わ れ る。 また 、N.crassa細 胞壁 で も抗腫 瘍 効 果 の特 徴 は麹 菌 の場 合 と 同 様 で あ り、.その 抗 腫

瘍 効 果 発現 φ機 構が 類 似 、して い る もの と考 え られ る 。

総 括

麹菌細胞壁多糖体の特性、化学構造及びその生物学的機能についτ調べ、塚下g新 和見
.を明ら

かにすることができた。

麹菌菌体の糖成分の60～70%は 細胞壁多糖として存在 していた。細胞壁多糖は成分組成か

らグルカンとキチンで主に構成されていた。細胞壁多糖は固体培養と液体培養のように培地条件

が異なると、キチンの構成成分であるグルコサ ミン量に変化が認め られた。一方、人工変異や細

胞融合による交雑により、細胞壁のグルコサ ミン量、グルコース/マ ンノース比とプロテアーゼ

活性の間に特徴ある傾向が認められ、変異や交雑の方向性を知るうえで重要な知見が得 られた。

麹菌細胞壁の約30%は グルコースのみからなるグルカンであ った。このグルカンはゲル炉過

法で分子量が140万 と推定 された。このグルカンは酵素分解、ス ミス分解、緩和ス ミス分解、

メチル化分析の結果、Fig.2に 示すようなβ一1,3結 合を主鎖にもつ単位構造をとっている

ものと推定、された。

麹菌細胞壁及び分画グルカンはICR/JCLマ ウスに移植 したザルコーマ180細 胞に対 し

て㌔80%以 上の高い抗腫瘍活性を示すことを明らかに し#qま た・麹菌細胞壁は直撞細胞毒性

を示さないことか ら、他の担子菌類多糖体と同様にその抗腫瘍効果は宿主仲介性によるものと考

えられる。このように麹菌細胞壁多糖の生物学的機能が初めて明らかになった。麹菌は酵母や担

子菌類に比較 して菌体の培養が容易で、菌体収率も極めて高 いこと、さらに多糖体の調製 も容易

であるζとより、今後、麹菌多糖体ぽ医学をぽじめとして=、各方面ぺの応用が一層期待されるも

のと考えられる。
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1.9
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。。b、 。 、,、 。、d。,d.、a、 。C。 囎 ◎ne。,,。,C。 、、,。 ・、d,,叩,1..

ロ
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Table5ChemicalComponentsofA.oryzaeCellWallFractions

岬.
Culture

me七 紅。d

Fraction Content

in

cellwaユ1

(.号 》1,

Components .(..審 》

Neutralsugara
aHexosamine

GlcMan-GalAra 5ユcNdaユN

Nylon-paste

c眞 .t"r"、

Cellwall100.0

F-126.4

F⑫3フ ・.6.

F-336.0

5O8

9●8

6■

《
乙

、

1●

.ノ
◎
..

9O
.4」

触
.

5●2/0
.

3●
ユ8
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●
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R
》

.
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♂

●
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.
0

●
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ハ乙
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0
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0.9

0.9

38.工

2.9

0.2

6.1

Trace
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-
占

.
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l

.2

3

.W

.

.脚
.
.

「

一

ユー
一

F

F

F

eC 100.0

工2. .5

97.9

40.1

4●

.-
幽

5O4

0

4●

.う
白

5●85

6■46

3●98
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1.4
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0

乏.5

0.619.10.5
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aGlc,glucose;Man,mannose;Gal,galactose;Ara,arabinose;
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.Table6YieldandMainChemicalCompositionofCellWallof

Mutants-andlntrastrainicHybrids

St=ainnuゆer Yield皇

VComponents=

ReducingGlucosamineGalactosamineAmino
sugaracid

Parenセ No. 13 27.2 16.6 9.8 0.7 z.o

Mutants No.40

No.732

No.868

No.853fi

35.8

35.2

41.3

32.0

22,2

..㍗・7

29.8

zi.s

5.2

6.8

'7
.'3

7.6

2.3

2.A

2.0

1.0

1.7

1.5

1.6

0.7

HybridsNo.201

No.429

37.6

37.1

27.6

24.2

4.9

6.1

1.6

ユ.9

0.9

1.1

皇 昏ハ00gb`.myceユi・.

b_g.incellwall/100gofmycelia.

・h・ ⇔・・繍 ・aゆ ピwaお ・・セ・・m岬.帥 .・・a叫 ・・.解 手・ ・p・・yrr・ ..・ft・・hyd・ 一.

olysisofcellwallwith6Nl1Clinaboilingwaterbath.for8hr.

Theaminoacidwasdeterminedwithanaminoacidanalyzerafterhydroly-

sisofcellwallwith6NHCIat110ｰCfor24hr.
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NO.13

NO.4C

NO.201

NO.732

NO.868

NO.929

NO.8536

」___L_一 一___」.L_一 一 一

8.06.04.02.0002.04.06.08.O

GIc/Man(NU13=1.0)ProteaseActivity(NO13=1.0)

Fiq..lTh・R・1・ しi…hipb・ ヒweenP士 。七ea・eA・ 亡i・iヒyandGユ ・/N・ ・

Gエ ・ゴ3G・ ・ゴ …3Gエ ・、一3G・ ・ゴ3Gl・ ゴ ー鞠一3Glcゴ3Glc・ 脚

12つ677

Fiq.21TheProposedS'ヒ ‡ru⇔tureof

theA.oryzaeCellWall

Frε ≒c・ヒionF」 一2一 工 from
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Table7A"し1し'」m。 「'^cUv増 。fFun9・1C・11W・11・
.・g・insしSa「c。 ・・180

S・ ・C。ma180,e1ユ 。(1.2、107)・ ・琴・eし 、・。n、P1・nt。d,ubcu七 、n,。 。,1yi・ 七。th。 。ight

groinofICR/JCLmice.Thesam{ileawereinfectedintraperitoneally].Otimes

(onceaday),sしarしinI;2置Ihrafしertumorimplanヒat;ion,andthe・resultswere

recordedafter5weeks.

Samples Cu1七ure
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Dose
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weight(6)
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壁
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50
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5a
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6判.9

98.5
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3/10

1/ユ0
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3/10

Table8 Ma」 」ぬChemicalCo8nponenし5andAnし1しumo卜Ac七iv1しyofA・ory乞aeCell

WallFractions
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G.ic.Nl..:「00:匙、騨.7...石

InhibitionComplete
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.(翼). .

F

F

F
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2

3
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岬.顯
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0.30
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0,30.5

鞠6.O「 『,邑CO

2.2

0.z
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鞄0。.1

97.5
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1/10
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Table9 AntitumorActivityofCellWallsagainstSarcoma180 Cells

Sa叩les Dose

(mg/Kgx10)

Ave.r孕ge七umρr

weight(g)
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ψ
粥

詔

昭
ψ
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昭

鵠

η
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審 査 結 果 の 要 旨

麹菌の細胞化学に関する研究は・酵母に比較 して非常に遅れている。麹菌菌体構成成分は細胞

壁を構成する多糖体と菌体内成分である蛋白質・核酸に大きく分けられる。細胞壁の多糖体は主

としてキチンやグルカンであることが報告されているが,詳 細については明らかにされていない。

そこで本研究では麹菌細胞壁多糖を細胞化学的に検討 した後,構 成多糖を分離し,化 学構造を明

らかにした。また抗腫瘍活性について調べ,そ の生物学的機能についても明らかにした。

麹菌菌体の糖成分の60～70%は 細胞壁多糖として存在していた。細胞壁多糖は固体培養 と液体

培養のように培地条件が異なると,キ チンの構成成分であるグルコサ ミン量に変化が認められた。

一方 ,人 工変異や細胞融合による交雑により,細 胞壁のグルコサ ミン量,グ ルコース/マ ンノー

ス比とプロテアーゼ活性の間に特徴ある傾向が認められ,変 異や交雑の方向性を知るうえで重要

な知見が得られた。

麹菌細胞壁の約30%は グルコースのみからなるグルカンであった。 このグルカンはゲル濾過法

で分子量が140万 と推定された。また,酵 素分解,ス ミス分解,緩 和ス ミス分解,メ チル化分析の

結果 β一1,3結 合を主鎖にもつ単位構造をとっているものと推定 された。麹菌細胞壁及び分画

グルカンはICR/JCLマ ウスに移植したザルコーマ180細 胞に対して,80%以 上 の高 い抗腫瘍活

性を示した。また麹菌細胞壁は直接細胞毒性を示さないことから,他 の担子菌類多糖体 と同様に

その抗腫効果は宿主仲介性によるものと考えられる。

麹菌は,酵 母や担子菌類に比較 して菌体の培養が容易で,菌 体収率も極めて高いこと,さ らに

多糖体の調製も容易であることより,今 後,麹 菌多糖体は医学をはじめとして,各 方面への応用

が一層期待されるものと考えられる。 よって著者は,農 学博士を授与する資格ありと判定した。
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