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第1章 緒論

麹菌は､我が国の伝統的発酵醸造産業である清酒 ･醤油 ･味噌等の製造業にお

いて古くから広く利用されてきた糸状菌である｡これらの産業では､米､麦､豆

等の穀類に麹菌を繁殖させる ｢麹造り｣と呼ばれる固体培養を行って､穀類原料

のデンプンやタンパク質を加水分解する各種酵素を生産させ､それらの酵素によ

って生成される発酵生産物が発酵食品の品質を大きく左右するのでそれぞれの発

酵醸造産業に適した有用な麹菌の開発研究が進められてきた｡

清酒麹菌である黄麹菌Aspez由Ihsα:yzaeは､多種多様な加水分解酵素を菌体

外に高生産 ･分泌する 1)が､この麹菌の清酒醸造における最も重要な役割は､蒸

米中のデンプンから液化､糖化酵素の作用により､グルコースを生成することで

ある｡その作用は､主にα-アミラーゼとグルコアミラーゼにより行われる｡α-

アミラーゼは不溶性のデンプンのα-1,4結合をランダムに分解し､デキストリン

等の小さな分子として可溶化する作用を持つ酵素である｡グルコアミラーゼ (α

-1,4-glucanglucohydrolase,EC3.2.1.3)はデンプンの非還元末端よりグルコ｣

スを1分子ずつ切り出すエキソ型のグルコシダーゼである｡これらの酵素によっ

て生成したグルコースを炭素源として､酵母のエタノール発酵により清酒醸造が

行われている (Fig.1-1)｡そのような糖化と発酵が同時に進行する並行複発酵で

の律速段階は､グルコアミラーゼによる糖化工程であると考えられており､その

活性の大小は清酒もろみの発酵速度に大きな影響を及ぼす｡そのため､グルコア

ミラーゼは清酒醸造において最も重要な酵素とされており､グルコアミラーゼ力

価は麹の大切な品質評価項目となっている｡特に吟醸酒のような高品質な清酒を

醸造する場合､グルコアミラーゼ活性の高い麹を製造するよう努力されている2)｡
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何故なら､グルコアミラーゼ活性が高いことによってもろみ中のグルコース濃度

が高濃度に保たれ､そして酵母のエステラーゼ活性が促進されて吟醸酒独特の香

気成分 (吟醸香)が増加する効果が得られるからである｡そのため､高級酒の品

質の向上を図るためには､麹菌のグルコアミラーゼ活性の高い優良株を育種する

ことが極めて重要である3)0

近年の遺伝子操作技術の発達に伴い､遺伝子組み換えを利用した麹菌の育種開

発も進み416)､渋谷らによってAspezlgiHussh'musamI')'のグルコアミラーゼ遺伝

子を導入し､グルコアミラーゼ活性を2倍に増大したA.wyzae形質転換体等も

得られている7,8).しかし､清酒等の発酵食品醸造用の麹菌としては､そのような

形質転換による遺伝子組換えを利用した菌株の使用は制限されており､現実的に

は実用化が不可能である｡

そのため､食品の醸造用として有用な麹菌の育種法として､これまでに紫外線

照射や化学薬品処理などによる人工的な突然変異により様々な変異株を取得する

研究がなされてきた.井口らはA申eTgi11ussojaeにⅩ線または紫外線を照射し

て親株の2-4倍も強力なプロテアーゼ活性を有する変異株を分離し9-ll)､飯塚ら

は黒麹菌AspeTgi11usawBmOYl'に紫外線､γ線を照射してアミラーゼカの強い菌

株の育種に成功している 12,13)｡逆に､醤油醸造用麹菌として､変異誘発薬剤

N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine(MNNG)による変異処理によって

A.sojaeのα-アミラーゼやキシラナ-ゼ生産能を減少させて製麹中の糖消費量を

減らし､糖の有効利用や醤油製品の着色､褐変化の低減等が行われた育種例もあ

り14)､様々な酵素の生産能を改良した麹菌が実用株として育種されている｡

しかし､清酒用麹菌A.oryzaeに関しては､菌糸の細胞は多核で､無性生活環

で形成される分生子の中の核数も､他の多核といわれている麹菌A.sojaeや A.

awBmW 2'よりもさらに多いために特に劣性変異を取るのが難しく､変異株の単離
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が非常に困難である15,16)等の理由から､従来より有用清酒麹菌の開発例は少なか

った｡原らが初めて清酒麹菌A.wyzaeの人工変異によるデフェリフェリクロー

ム (鉄による清酒の着色の原因物質)非生産性有用変異株の開発に成功し17)､清

酒麹菌有用変異株の分離法を確立してからは清酒麹菌においても様々な変異株が

取得されており､五味らによってアミノ酸要求性を含む各種栄養要求性の A.

oryzBe変異株の育種も報告されている18).そして､近年では吟醸酒等の高級清酒

醸造において有用な清酒麹菌として､グルコアミラーゼ活性の高い実用変異株の

育種も人工変異によって行われるようになった｡しかし､それらのグルコアミラ

ーゼ活性の高い麹菌変異株は同時に醸造後の酒粕を褐変させ､黒粕となることが

知られている｡この黒粕は酒粕に残存する麹粒が黒い斑点となり､商品価値が著

しく低下する現象である｡村上らによって黒粕発生の原因について研究が進めら

れ､酒粕中のチロシンが酸化されて最終的にメラニン色素が生成することにより

褐変することが明らかにされている19)｡そして､このメラニン生成の初発反応で

あるチロシンからL-DOPA (3,4-dihydoroxyphenylalanine)への酸化反応には､/

麹菌 のチ ロシナーゼ (monophenol,dihydroxyphenylalanine:oxygen

oxidoreductase,EC1.14.18.1)が関与していることが大場らによって報告された

20-26)｡チロシナーゼは､メラニン形成の第1段階を触媒するキーエンザイムであ

り､具体的には､アミノ酸の L-チ ロシンにノ酸素 1 原子 を付加する

Monohydroxylation反応と､その結果生じるLDOPAを酸化 (脱水素)してド

ーパキノンを生じる 0Ⅹidation反応を合わせてチロシナーゼ活性と呼んでいる｡

チロシナーゼによって生じたドーパキノンは､その後様々な中間体を経てメラニ

ンが形成される (Fig.1-2)｡これまで相同組換えによるチロシナーゼ遺伝子被壊

によって低褐変性の清酒麹菌を育種開発した例はあるが27)､それ以外のA.ory2m

の高グルコアミラーゼ活性変異株は､常にチロシナーゼ活性が連動して高活性に
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変異し､人工の突然変異によって褐変性の低いグルコアミラーゼ高活性変異株の

取得に成功したという報告はない｡

そこで､本研究では吟醸酒用の新しい実用麹菌株として､チロシナーゼ活性が

低く褐変しない､高グルコアミラーゼ生産菌株を育種開発することを目的に研究

を行った｡この研究は以下の5つの部分から構成される｡

第一に既存麹菌に紫外線照射を行うことにより変異株を取得し､その中から低チ

ロシナーゼ､高グルコアミラーゼ活性変異株を選抜して醸造適性を検討した｡

第二に実施スケールで製麹試験と清酒醸造試験を行い､変異株の吟醸酒醸造の適

性について検討した｡

第三に変異株のグルコアミラーゼを精製し､酵素学的諸性質を親株と比較検討し

た｡-

第四に変異株グルコアミラーゼのタンパク質一次構造や糖鎖構造について解析を

行い､親株グルコアミラーゼと比較検討した｡

第五に変異株のゲルコアミラ｢ゼ発現量をリアルタイム PCRによって解析し､

親株のグルコアミラーゼ発現量と比較検討した｡
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第2章 低褐変性のグルコアミラーゼ高活性変異株の育種

本実験においてグルコアミラーゼ高活性､低褐変性の性質を持つ清酒麹菌有用

変異株の取得を目的として､清酒麹菌A.JwyzBeに紫外線照射処理し､得られた

変異株のグルコアミラーゼとチロシナーゼと共に主要な酵素活性を測定すること

により清酒醸造における総合的な適性について検討した｡

Ⅰ.実験材料及び方法

1.使用菌株

種麹メーカーである (秩)アキタ今野商店から分譲して頂いた研究用菌株 A.

wyzBeNo.64､No.113､No.12-2の3菌株と､市販種麹実用菌株 ｢氷上｣および

｢吟香｣(いずれも商品名)を加えた計 5･菌株の既存麹菌株を親株として使用し

た｡

2.培地の調製

1)麹汁培地

70℃のお湯3リットルに米麹1kgを入れ､58-60℃の恒温槽で8時間程加温

して麹を糖化した｡短化液をBrix計で測定して糖度が10-200になったら波紙

で液過した｡渡液2リットルに対して卵白1個分 (少しかき混ぜてほぐしておく)

をタンパク質除去剤として添加し､良くかき混ぜながら加熱して卵白が凝固して

浮き上がってきてから､さらに5分間以上沸騰させた｡室温まで冷却し､卵白の
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塊を壊さないように静かに波過した｡得られた麹汁エキスを蒸留水でショ糖度 5

-60に希釈調製し､寒天を2%加えてオートクレーブで120℃､15分間加圧滅菌

した｡滅菌後､滅菌試験管､滅菌シャーレに分注し､斜面培地､平板培地を作製

した｡

2)米粉アミロース培地

Czapek-Dox合成培地からショ糖を除いたミネラル培地を基本培地とした｡基

本培地に炭素源として米粉デンプン (アミロース)を 1%添加した培地を米粉デ

ンプン培地とし､スクリーニング実験に使用した｡

【培地組成】

①米粉デンプン (アミロース)

②寒天

③NaNO3

④K2HPO4

⑤KCl

⑥MgSO4･7H20

0FeSO4･7H20.

10.0g

20.0g

3.0g

1.0g

2.0g

0.5g

0.01g(long/ml溶液で1ml相当)

上記の試薬G)～⑥を蒸留水 1リットルに溶かし､オートクレーブで加圧滅菌

(121℃､15分)した｡滅菌後､寒天が固まらない程度に冷却し､あらかじめ0.20

pm滅菌フィルターで波過滅菌しておいた試薬⑦を1ml添加して滅菌シャーレに

流し込み平板培地を作製した｡
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3)固体培養用α米

酒造用好適米である華吹雪の60%精白米を蒸してデンプンをα化させ､得られ

た蒸米を95℃で20時間温風乾燥してα米を製造した｡その後､メッシュ等でα

米の粒度をそろえて固体培養に使用した｡

3.変異処理

親株の変異処理は､五味らの方法 18)に従って紫外線を照射することにより行っ

た｡各菌株を麹汁斜面培地試験管に接種し､30℃で1週間培養後､0.01%Tween80

溶液5mlを加え､白金耳で胞子をよく懸濁した｡得られた胞子懸濁液を3Gガラ

スフィルターで液過して菌糸を取り除いた｡渡過が終わった胞子懸濁液中の胞子

濃度を血球計で測定し､胞子濃度が2×106個/mlになるように0.01%Tween80

溶液で希釈調製した｡その胞子懸濁液を小シャーレに2mlとり､スターラーで

撹拝しながら15W紫外線灯で20cmの距離から4-5分間紫外線照射した｡こ

の胞子液をさらに光を遮断して30分画放置した.次に､変異処理胞子液 100ill

を麹汁平板培地に塗布し､30℃で 4-5-日間培養を行って､胞子を着生させた｡

0.01%Tween80溶液20mlを平板培地に加え､白金耳で胞子を懸濁させて3Gガ

ラスフィルターでろ過し､波液を3,000rpmで5分間遠心分離して胞子を集めた｡

上清を捨て､滅菌水を加えて胞子を洗浄し､再び遠心分離 (3,000rpm､5分間)

により胞子を沈殿させたO沈殿した胞子を0.01銘Tween80溶液 100ト11に懸濁し

て､変異処理胞子の懸濁溶液を得た｡

4.変異株のスクリーニング培養

変異処理胞子液を適宜希釈し､その100LLlを1%米粉デンプン平板培地に塗布

して 30℃で 2-3日培養後､生育を指標にして第 1次スクリーニング (First

9



Screening)を行った｡生育が良好なコロニーをランダムに釣菌し､再び1%米粉

デンプン培地プレートに植菌して30℃で2-3日培養した｡コロニーが形成され

た培地プレートをヨウ素溶液で染色し､透明ハローの形成状態によって糖化酵素

力を判定することで第2次スクリーニング (Secondscreening)を行った｡すな

わち､この平板培養においてアミラーゼが生産されれば､培地中のデンプンアミ

ロースが分解されてコロニーの周りにヨウ素溶液で染色されない透明な部分 (ハ

ロー)が生じてくることから､デンプンアミロニス分解能力が高い菌株 (糖化酵

素類の活性が高いもしくは高生産である)として､より早く大きな透明ハローを

形成したコロニーを選抜した｡

5.スクリーニング変異株の固体培養

1)胞子懸濁液の調製 (前培養)

麹汁斜面培地にて各スクリーニング菌株を30℃で5-7日間培養し､滅菌水10

mlを加えて胞子を懸濁した｡胞子懸濁液をガラスフィルターにて渡過し､溶液の

胞子濃度をトーマの血球計測板を用いて計測した｡滅菌水で胞子懸濁液を1×

105-6個/mlになるように希釈して5ml調製した｡

2)α米を用いた簡易シャーレ製麹 (固体培養米麹サンプルの製造)17)

α米を10gずつ¢9cm滅菌シャーレに取り､95℃で2時間乾熱殺菌を行った｡

放置して室温まで冷却後､α米をシャーレの片側によせ､浸らないようにその反

対側の方に胞子懸濁液 5mlを注いだ｡シャ→レをゆっくり回しながら少しずつ

α米と胞子懸濁液をなじませながら混ぜて接種した｡さらに薬さじでよく撹拝し

て平らにα米をならしてから､Fig.2-1に示したように調湿のために 50mlの

6.5%水酸化ナトリウム溶液で満たした¢15cm シャーレの中に入れて液紙をは

10



さんで上蓋をし､30℃で培養した｡培養 20-24時間後に返しを行い､薬さじで

α米の固まりをほぐして米粒同士をバラバラに離すように手入れをして､再び

30℃で42-44時間培養を続けた｡

ll
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6.固体培養米麹からの粗酵素溶液の調製

1)菌体外粗酵素抽出液の調製 28)

0.5%NaClを含む10mM酢酸緩衝液 (pH5.0)50mlに固体培養米麹10gを

浸漬して､5℃以下で一夜または15-20℃で3時間時々振り混ぜながら菌体外酵

素を抽出した｡抽出液を渡紙で波過して得られた渡液を菌体外酵素の粗酵素液 (5

倍抽出液)として以下のチロシナーゼ以外の酵素活性測定に用いた｡

2)菌体内酵素を含む全粗酵素溶液の調製 29)

固体培養米麹10gに20､mM リン酸緩衝液 (pH6･0)10mlを加えて乳鉢で摩

砕抽出し､10,000rpmで10分間遠心分離した｡得られた上清液を菌体内酵素を

含む全粗酵素溶液として､チロシナーゼ活性の測定に用いた｡

7.酵素活性の測定

1)グルコアミラーゼ活性の測定

グルコアミラーゼの活性測定は､国税庁所定分析法28)および岩野らの方法 30-32)

に従って行った｡

(丑試薬調製

2%デンプン基質溶液 :可溶性デンプン2gを精秤し､適当量の熱水を加えてよ

くかき混ぜ 1-2分間沸騰させた後､冷却して水を加えて 100mlにメスアップし

た｡

②操作

Ⅰ)酵素分解反応

2%デンプン基質溶液 1.Omlと200mM酢酸緩衝液 (pH5.0)0.2mlをそれぞ

れ試験管に分注して反応液を調製し､40℃で5分間予備加温した｡反応液に酵素
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液 0.1mlを加え､40℃で20分間反応した｡1N水酸化ナトリウム溶液 0.1ml

を添加して反応を停止した後､遊離グルコースがα型とβ型が平衡に達するまで

30分間放置し､1N塩酸溶液0.1mlを加えて中和した｡対照としては､反応停

止液である1N水酸化ナトリウム溶液を加えてから､酵素液0.1mlを添加した

反応液を用いた｡

ⅠⅠ)生成グルコースの定量

酵素反応により生成したグルコース量をGlucoseTestKit(Megazyme)で測

定した｡

Chromogenreagent3.0ml(Kit試薬)と蒸留水0.1mlを試験管にそれぞれ分

注して定量反応液を調製した｡Ⅰ)で得られた酵素反応液または対照反応液0.1ml

を添加して40℃で20分間インキュベ-トして反応させた｡反応終了後､各反応

液の510nmの吸光度を測定した.Glucosestandard(Kit試薬)0.1mlを用い

た同様の測定で得られた標準値をもとに､以下の計算式で生成グルコース量を求

めた｡標準液の対照として､標準液の代わりに蒸留水0.1mlを添加して同様の測

定を行った｡

Glucose(pg/0.1ml)- (tA(S)-AO)))/ tA(std)-A(C)))×100

A(S) :試料の吸光度

A(b) :対照の吸光度

A(std):標準液 (Glucosestandard)の吸光度

A(C) :標準液対照の吸光度

③活性の算出

以下の計算式で生成グルコース量より活性を算出し､可溶性デンプンから40℃

14



で60分間に1mgのブドウ糖を生成する酵素量を1単位(Unit:U)と定義した｡

グルコアミラーゼ活性 (U/ml)-Ⅹ1× (60/Ⅹ2)× (1/Ⅹ3)×Ⅹ4

Ⅹ1:反応液 1.5ml中のグルコース生成量 (mg)

Ⅹ2:反応時間 (mュn)

Ⅹ3:酵素液量 (ml)

Ⅹ4:酵素希釈率

なお､麹 1gあたりのグルコアミラーゼ活性は次式によって求めた｡

グルコアミラーゼ活性 (U/g麹)-活性値 (U/ml)×抽出率 (mug鞄)

2)α-アミラーゼ活性の測定

､α-アミラーゼ活性測定は､α-アミラーゼ測定キット (キッコーマン)を用い

て行った｡

① 作

測定キット基質溶液 (N3-G5-β-CNP)0.5mlと測定キット酵素溶液 (グルコ

アミラーゼ､β-グルコシダーゼ)0.5mlをそれぞれ試験管に分注して反応液を調

製し､37℃で5分間予備加温した｡反応液に10mM酢酸緩衝液 (pH5.0)で50

希釈した酵素液0.1mlを加え､37℃で10分間反応させた｡測定キット反応停止

液 (炭酸ナトリウム溶液)2mlを添加して反応を停止させた後､反応液の400nm

での吸光度 (遊離した CNPの吸光度)を測定した｡対照としては､反応停止液

を加えてから､50倍希釈酵素液0.1mlを添加した反応液を用いた｡
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(参活性の算出

以下の計算式で活性を算出し､N3-G5-β-CNPから37℃で1分間にlLLmOlの

cNPを遊離する酵素量を1単位 (U云it:U)と定義した｡

α-アミラーゼ活性 (U/ml)- tA(S)-A(b))×Ⅹ×Y

A(S):試料の吸光度

A(b):対照の吸光度

Ⅹ :換算係数 (0.179)

Y :酵素希釈率

さらに､上記の活性値を次の計算式で国税庁所定分析法による活性値へ換算し

た｡

国税庁所定分析法換算値 (U/ml)-キット測定活性値 (U/ml)×22.210.0669

なお､麹 1gあたりのα-アミラーゼ活性は次式によって求めた.

α-アミラーゼ活性 (U/g麹)-活性値 (U/ml)×抽出率 (ml/g麹)

3)糖化力の測定

グルコアミラーゼとα-グルコシダーゼによる総合的な糖化力(グルコース生成

能力)の測定を､糖化力分別定量キット (キッコーマン)を用いて行った｡

①操作

測定キット基質溶液 (G2-β-PNP)0.5mlと測定キット酵素溶液 (β-グルコシ

ダーゼ)0.5mlをそれぞれ試験管に分注して反応液を調製し､37℃で5分間予備
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加温した｡反応液に蒸留水で2倍希釈した酵素液0.1mlを加え､37℃で 10分間

反応させた｡測定キット反応停止液 (炭酸ナトリウム溶液)2mlを添加して反応

を停止させた後､反応液の400nmでの吸光度 (遊離したPNPの吸光度)を測

定した｡対照として､反応停止液を加えてから2倍希釈酵素液0.1mlを添加した

反応液を用いた｡

②活性の算出

以下の計算式で活性を算出し､G2-β-PNPから37℃で1分間に1Lum01のPNP

を遊離する酵素量を1単位 (Unit:U)と定義したo

糖化力 (U/ml)- tA(S)-A(b))×Ⅹ×Y

A(S):試料の吸光度

A(b):対照の吸光度

Ⅹ :換算係数 (0.171)

Y :酵素希釈率

糖化力は国税庁所定分析法において分析法がないので､使用した測定キットで

の分析値そのままで示すこととし､換算はしなかった｡

なお､麹 1gあたりの糖化力は次式によって求めた｡

糖化力 (U/g麹)-活性値 (U/ml)×抽出率 (ml/g麹)

4)α-グルコシダーゼ活性の測定

α-グルコシダーゼ活性測定は､糖化力分別定量キット(キッコーマン)を用い

て行った｡
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(∋操作

測定キット基質溶液 (PNPG)2mlを試験管に分注して37℃で5分間予備加

温した後に､酵素液0.1mlを加えて37℃で10分間反応させた｡測定キット反応

停止液 (炭酸ナトリウム溶液)1mlを添加して反応を停止させた後､反応液の

400nmでの吸光度 (遊離したPNPの吸光度)を測定した｡対照として､反応停

止液を加えてから酵素液0.1mlを添加した反応液を用いた｡

②活性の算出

以下の計算式で活性を算出し､PNPGから37℃で1分間に1LImOlのPNPを

遊離する酵素量を1単位 (Unit:U)と定義した｡

α-グルコシダーゼ活性 (U/ml)- fA(S)-A(b))×Ⅹ×Y

A(S):試料の吸光度

A(b):対照の吸光度

Ⅹ :換算係数 (0.171)

Y :酵素希釈率

α-グルコシダーゼ活性は国税庁所定分析法において分析法がないので､使用し

た測定キットでの分析値そのままで示すこととし､∴換算はしなかった｡

なお､麹1gあたりのα-グルコシダーゼ活性は次式によって求めた.

α-グルコシダーゼ活性 (U/g麹)-活性値 (U/ml)×抽出率 (ml/g麹)

5)酸性カルボキシペプチダーゼの測定

酸性カルボキシペプチダーゼ活性測定は､酸性カルボキシペプチダーゼ測定キ
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ット (キッコーマン)33)を用いて行った｡

① 操作

測定キット基質溶液 (Cbz-Tyr血 a､NAD･)1mlを試験管に分注して37℃で

5分間予備加温した後に､蒸留水で5倍に希釈した酵素液または標準液対照とし

て蒸留水0.1mlを加えて37℃で10分間反応させた｡測定キット反応停止液 (チ

トラゾリウムーナトリウム塩)2mlを添加して反応を停止させた後､さらに37℃

で5分間加温した｡測定キット定量用酵素液 (アラニンデヒドロゲナーゼ)0.1ml

を添加して37℃で20分間反応後､定量用発色液 (1-メトキシー5-メチルフェナジ

ニウムーメトサルフェイト:PMS)0.1mlを添加して再び37℃で 10分間加温し

て発色させ､反応液の460nmでの吸光度 (生成NADHの吸光度)を測定したo

同様の操作で､反応停止液を加えてから､5倍希釈酵素液ではなく測定キット

LAla標準液0.1mlを添加して反応を行い､得られた反応液の吸光度を基準にし

て生成し-Ala量を求めた｡さらに､試料の対照として､反応停止液を加えてから

5倍希釈酵素液0.1mlを添加した反応液を用いた｡

②活性の算出

以下の計算式で活性を算出し､Cbz-Tyr-Alaから37℃で 1分間に 1トLmOlの

L-Alaを遊離する酵素量を1単位 (Unit:U)と定義した｡

酸性カルボキシペプチダーゼ活性 (U/ml)

- tA(S)-A(b))/ fA(std)-A(C))×Ⅹ×Y

A(S) :試料の吸光度

A(b) :対照の吸光度

A(std):標準液の吸光度

A(C) :標準液対照の吸光度
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Ⅹ :換算係数 (0.1)

Y :酵素希釈率

さらに､上記の活性値を次の計算式で国税庁所定分析法による活性値へ換算し

た｡

国税庁所定分析法換算値 (U/ml)-キットによる活性値 (U/ml)×2877.5

なお､麹 1gあたりの酸性カルボキシペプチダーゼ活性は次式によって求めた｡

酸性カルボキシペプチダーゼ活性 (U/g麹)

-活性値 (U/ml)×抽出率 (ml/g麹)

6)チロシナーゼ活性の測定

チロシナーゼの活性は､-島らの方法 34)に従って測定した｡

(∋試薬調製

10mML-3,4-dihydroxyphenylalanine(LIDOPA)基質溶液 ･.L-DOPA0.197､g

を精秤し､蒸留水に溶かして 100mlにメスアップした｡

②操作

粗酵素溶液においてチロシナーゼは不活性なプロチロシナーゼの状態なので､

粗酵素溶液 100ト止に0.2M酢酸緩衝液 (pH3.0)を100Ld加えて､0℃ (onice)

で 30分間酸処理を行うことにより､活性化させた｡その活性化粗酵素溶液に､

0.2M リン酸緩衝液 (pH6.0)800Lllと10mML-DOPA基質溶液 1mlを加え､

40℃で 10-30分間反応させた｡また､対照として､粗酵素溶液の代わりに蒸留

水 100plを用いて同様の反応を行ったo反応液の475nmでの吸光度を測定し､
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生成したL-ドーパキノンの量をモル吸光係数(∈)36000M-1cm-1により求めた｡

生成L-ドーパキノン量 (pmol)

- (A(S)-A(b))/ (36000M-1cm-1/1cm)×103×2ml

A(S):試料の吸光度

A(b):対照の吸光度

③計算式

以下の計算式で生成L-ドーパキノン量から活性を算出し､1分間に1トtmOlの

L-ドーパキノンを生成させる酵素量を1単位 (U)と定義した｡

チロシナーゼ活性 (U/ml)-Ⅹ1× (1/Ⅹ2)×Ⅹ3× (1/Ⅹ4)

Ⅹ1:反応液2ml中のL一生成ドーパキノン量 (pmol)

Ⅹ2:酵素液量 (ml)

Ⅹ3:酵素希釈率

Ⅹ4:反応時間 (min)

8.麹菌菌体量の測定35-39)

米麹中の麹菌菌体量の測定は､麹菌量測定キット (キッコーマン)を用いて行

った｡

1)測定試料 (粉砕米麹)の調製

米麹試料5gをシャーレにひろげ､95℃～100℃にて1時間加熱乾燥した｡乾

燥米麹試料を粉砕器にて約15秒間粉砕し､粒子が残存しない程度の粉末にした｡

21



2)溶菌処理

試験管に粉砕米麹1.0gを秤取り､測定キット溶菌酵素液 1.Oml及び溶菌用緩

衝液4.Omlを加えて反応液とし､′試験管ミキサーで15秒撹拝後､37℃で3時間

加温して溶菌させた｡溶菌反応液 1.5mlをエッペンチューブに移し､10,000rpm

で 10分間遠心分離した｡得られた溶菌液の上清を以下の定量操作に用いた｡ま

た､対照として､溶菌酵素液を添加せずに溶菌緩衝液5.0mlのみを加えて同様の

処理を行って得られた上清液を用いた｡

3)定量操作

試験管に測定キット定量用酵素液 1.0mlと定量用発色液2.0mlをそれぞれ分

注して反応液を調製した｡溶菌上清液または対照上清液0.1mlを加えて､37℃で

25分間反応させた｡反応後､反応液の515nmの吸光度を測定した｡そして､溶

菌上清液ではなく､測定キット定量用標準液 (N-アセチル-D-グルコサミン標準

液)0.1mlを用いて同様の操作を行い測定した標準値をもとに､以下の計算式で

菌体量を求めた｡標準液の対照として､標準液の代わりに蒸留水0.1mlを添加し

て同様の測定を行った｡

麹菌菌体量 (mg/g麹)-(A(S)-A(b))÷ (A(std)-A(C))×30×50÷139

-(A(S)-AO)))÷ (A(std)-A(C))×10.79

A(S) :溶菌上清液の吸光度

A(b) :対照上清液の吸光度

A(std):標準液の吸光度

A(C) :標準液対照の吸光度
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麹菌量は100℃で 1時間乾燥させた米麹1g当たりの量 (mg)で表し､麹菌 1

mg当たり139ト1gのN-アセチル-D-グルコサミンが含まれているものとして計算

した｡

9.タンパク質の定量

タンパク質は､Bradfordの方法〈40)に従い､BradfordProteinAssay試薬
∫

(Bio-Rad)を用いて牛血清アルブミン (bovineserumalbumin:BSA)を標準

タンパク質として測定した｡

1)標準スケールでの測定操作 :タンパク質濃度125-1,000トLg/ml

適宜希釈したタンパク質試料またはブランクとして蒸留水 50Lllを 1×

BradfordProteinAssay試薬2.5mlに添加して良く混合した.室温で少なくとも

5分間以上放置後､一時間以内に反応混合液の595nmでの吸光度を測定した｡

2)マイクロスケールでの測定操作 :タンパク質濃度1.25-10LLg/ml

適宜希釈したタンパク質試料または対照として蒸留水 1mlを 1×Bradfofd

ProteinAssay試薬1mlに添加して良く混合した｡室温で少なくとも5分間以上

放置後､1時間以内に反応混合液の595nmでの吸光度を測定した｡

10.スクリーニング菌株の褐変性試験

本章Ⅰ.6の2)で各スクリーニング変異株固体培養麹から調製した摩砕抽出液

(菌体内酵素を含む全粗酵素抽出溶液)を温度 5℃で保存を行い､褐変の経過を

観察した｡
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ⅠⅠ.実験結果

1.紫外線照射処理による変異株の取得とグルコアミラーゼ高活性株のスクリー

ニング

親株とする5種類のA.oryzae既存菌株の胞子懸濁液に､生存率0.1-1%とな

る変異条件で紫外線照射を行い､変異株を取得した｡醸造に用いる麹菌の条件と

しては､原料である米に優良に生育するととが前提であるので､糖化酵素高活性

菌株をスクリーニングする第 1段階として､1%米粉デンプン培地プレートでの培

養を行って生育能力を検討した｡その結果､Fig.2-2に示すようにいずれの変異

株群からも 20前後のコロニーが出現し､その中から生育状態が良好であった変

異株コロニーを氷上タイプ株､No.64､No.113及びNo.12-2株由来の変異株群か

ら10個ずつ､吟香株由来の変異株群からは 12個をそれぞれ選抜し､全部で 52

コロニーを取得した｡これらの中で特にNo.12-2株および氷上タイプ株からの変

異株群は他の3菌株からの変異株群よりもかなり生育が速かった｡

さらに､ヨード染色によるプレートアッセイで第2次スクリーニングを行った

結果､No.12-2株と氷上タイプ株由来の変異株は他の変異株と比較して大きい透

明ハローが形成され､デンプン分解能の高さが顕著であった｡また､吟香株由来

の変異株群は､いずれも生育は他の変異株と比較してあまり早くなかったが､

No.12-2株や氷上タイプ株由来変異株に匹敵するかまたはそれ以上の大きさの透

明ハローを形成する菌株が幾つかみられた.Fig.2-3にそれら各々の変異株群の

中でも特に透明ハローの形成が際だっていた変異株のヨウ素染色プレートを示す｡

No.113株とNo.64株からの変異株群については､いずれも生育及びハローの形

成ともに概ね普通並であり､特徴的な性質を示す変異株が現れず､選抜の対象と

ならなかった｡

これらの結果から､最終的に糖化酵素高活性変異株として､No.12-2由来変異
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株群から7菌株､氷上タイプ株由来変異株群から6菌株､吟香株由来変異株群か

ら1菌株､計14菌株をスクリーニング菌株として選抜した｡
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Mutantcolonies什omA.oryzaeNo.12-2 Mutantcolonies什omA.oryzaeNo.64

MutantcoloniesfromA.oryzaeNo.113 MutantcoloniesfromA.oryzaefl/'kam/'itype

Mutantcolonies斤omノ4.0ryzaeGIhka

Fig.2-2 FirstscreeningofA.oryzaemutantsbyricestarch

plateassay
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H-7strain

G-4strain

No.12-2-9strain

Fig.2-3SecondscreeningofA.oryzaemutantsbylodo-starch

reaction

H-7strain:A.oryzaeFIJkam/I-twemutantstrain

No.12-2-9strain:A.oryzaeNo.12-2mutantstrain

G-4strain:A.oryzaeGIbkamutantstrain
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2.グルコアミラーゼ高活性及びチロシナーゼ低活性変異株の選抜

スクリーニングで得られた変異株 14菌株と､比較対照として親株 5菌株を加

えた計19菌株を用いて､α米を原料とした簡易シャーレ製麹法により44時間の

固体培養を行って実際に麹を製造し､得られた麹について生育特性や酵素力価等

の醸造適性に関する諸性質を調査検討して有用な菌株の選抜を行った0

各変異株によって生育の速度に若干差があるものの､いずれの変異株も蒸し米

で順調に生育し､問題なく麹となった｡各固体培養麹のグルコアミラーゼとチロ

シナーゼの活性を測定して菌体量あたりの値を親株と比較した結果､Fig.2-4に

示すようにいずれの変異株もグルコアミラーゼ活性が親株の 2-7倍程度にまで

高められていた｡そして､これらの変異株のほとんどはグルコアミラーゼ活性の

増加にほぼ比例してチロシナーゼ活性が上昇していたが､唯一H-1株だけはチロ

シナーゼ活性が親株と同じく低活性のままであり､グルコアミラーゼ活性だけが

菌体量1mg当たり約3.5倍に増加していた｡それとは対照的にG-4株は両酵素

活性ともに変異株 14菌株中最大であり､菌体量当たりのグルコアミラーゼ活性

は約4.4倍､チロシナーゼ活性は約36.3倍も増加がみられた｡

各変異株の固体培養麹から調製した摩砕抽出液の保存試験を行い､褐変性を調

査した結果､Fig.2-5に示すようにチロシナーゼ活性の低いH-1株麹の摩砕抽出

液は5℃で3週間以上経過しても褐変は起こらず､低褐変性であることが確認で

きた｡しかし､その他のチロシナーゼ活性が高いスクリーニング変異株麹の摩砕

抽出液はすべて明らかに褐変した｡その褐変の度合いはチロシナーゼ活性とはぼ

比例した｡

その他の醸造適性の指標となる主要な酵素についても各変異株での活性を測定

し､有用性を検討した｡No.12-2株由来の変異株群はいずれもα-アミラーゼの活

性が高めの傾向がみられ､α-アミラーゼに対するグルコアミラーゼの割合 (G/A
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比 :糖化の強さの指標)が0.2前後で比較的低く､両酵素間の活性バランスが悪

かった｡H-1株とH-3株は､α-アミラ｣ゼ活性が著しく低く､G/A比は0.5以上

の高い値を示した (Table2-1)｡また G14株は､オリゴ糖の糖化酵素であるα-

グルコシダーゼ活性が70mU/mgで親株や他の変異株に比べて高く､グルコアミ

ラーゼとの総合的な糖化力は親株の4倍の0.82U/mg菌体を示し､変異株の中で

最大であり非常に強かった (Table2-2)｡米のタンパク質を分解する役目を果た

している酸性カルボキシペプチダーゼ活性は､H-1株で若干の増加がみられたが､

他の変異株では大きな変化はみられなかった (Table2-3)｡また､各変異株の菌

体量と菌体外のタンパク質量及び菌体内タンパク質を含む全タンパク質量につい

ても親株と比較した結果､Table2-4にまとめたように､全体的に変異株の固体

培養麹1g当たりの菌体量は､親株よりも少なめになっており､特にNo.12-2株

由来の変異株7菌株とG-4株の菌体量は親株よりも30%程減少していた0-万､

氷上タイプ株由来変異株6菌株とG-4株では､固体培養麹 10g当たりの菌体外

のタンパク質量が約 1-2mg増加していた｡菌体内タンパク質量においても､

H-2株､H-9株及びG1-4株において固体培養麹 10gあたり2mg以上の増加がみ

られた｡
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G]ucoamylase(U/mgdrymyce]ia)&Tyrosinase(U/10gdrymyceIia)

0 20 40 60 80 100 120

Hikam卜type
(Parent)

H-1

H-2

H-3

H-4

日-7

日-9

Ginka(Parent)

G-4

No.12-2
(Parent)

No.12-2-1

No,12-2-2

No.12-2-3

No.12-2-6

No.12-2-7

No.12-2-8

No.12-2-9

Fig.2-4 Glucoamylaseandtyrosinaseactivitiesofparent

strainsandmutantstrains

Ⅲ:Tyrosinaseactivity､■:Glucoamylaseactivity
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Table2-4 Myceliaweightandtotalproteinofparentstrainsand

mutantstrainsinsolid-stateculturefor44h

Myceliaweight

(mdgkojI')
Strain

Protein

ExtraceHular Tota]※1
(mg/10gkoj') (mg/10gkoj')

Moisture

fJTI'kamI'･iype
(parent)

H-1

H-2 6.2

日-3 6.5

日-4 6.8

H-7 7二2

日-9 6.0

4.8

4.9

7.2

6.3

7.0

8.5

6.8

ll.7 28.5

9.5 31.2

17.7 30.5

8.8 29.6

ll.8 30.7

12.6 31.0

15.1 30.9

Ginka(Parent) 6.6 4.3 9.4 29.2

G-4 4.9 6.8 12.8 31.8

No.12-2
(Parent)

6.8

No.12-2-1 4.2

No.12-2-2 4.4

No.12-2-3 4.4

No.12-2-6 4.1

No.12-2-7 4.3

No.12-2-8 4.4

No.12-2-9 4.1

4.2

3.7

4.9

3.6

3.6

4.8

5.0

4.4

10.2 30.2

6.6 31.4

9.6 32.8

8.7 30.1

7.8 34.1

7.6 32.3

8.6 31.9

8.3 32.6

※l:TotalproteinincludingintraceHuJarprotein
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3.スクリーニング変異株の主要酵素活性の経時変化

変異株として選抜した14菌株の中で､チロシナーゼ低活性であったH-1株と､

特にグルコアミラーゼ活性及びG/A比が高かったH-3株､H-7株､H-9株､G-4

株､No.12-2-7株の計6菌株を30℃で簡易シャーレ製麹法により固体培養し､経

時的に菌の生育､グルコアミラーゼ活性とチロシナーゼ活性を測定した｡菌体量

及び菌体外タンパク質と全タンパク質量 (菌体内タンパク質を含む)の結果をそ

れぞれFig.2-6､2-7､2-8に示すOいずれのスクリーニング変異株も培養開始後

32時間目から生育及び菌体内外でのタンパク質生産が旺盛になり､培養44時間

目まで増加が続いたoそれらの増加に伴い､Fig.219に示すようにグルコアミラ

ーゼ活性も増加して培養後期 40時間目以降に最も高くなり､活性発現の経時変

化は各変異株ではぼ似通っていた｡H-1株のチロシナーゼ活性は培養過程でわず

かに増加したが､44時間後でも植菌時とほとんど同じであり､培養中一貫して

活性が低いままであった｡それに対してH-1株以外の変異株では､チロシナーゼ

活性はグルコアミラーゼ活性と同様に生育と共に増加し､菌体の増殖が落ち着い

た44時間培養後においてもまだ増加する傾向がみられた (Fig.2-10)0
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ⅠⅠⅠ.考察

これまでに､麹菌の育種方法として原らは致死率0.1-1%になる程度の強度で

紫外線照射を行うことにより､様々なタイプの変異株ができることを報告してい

るが 17)､本研究においても既存の5つの麹菌株に紫外線照射して突然変異を誘発

することにより変異株を取得することに成功した｡得られた変異株の中から､清

酒醸造用麹菌として必要不可欠な特性として､米デンプン培地に生育が優秀なも

のを第 1次スクリーニングで52菌株取得し､さらにヨード染色によるプレート

アッセイスクリーニング (第2次スクリーニング)で高いデンプン分解能力が認

められた14菌株に絞った｡麹菌は､米等での固体培養した場合､主にα-アミラ

ーゼとグルコアミラーゼによってデンプンの分解を行っていることが明らかにさ

れているので､得られたスクリーニング変異株はそれらの糖化酵素活性が高く､

本研究で目的とするグルコアミラーゼ活性の高い菌株がその中に存在している可

能性が高いと考えられた｡

よって､実際に各スクリーニング変異株について固体培養を行い､得られた米

麹のグルコアミラーゼの活性を測定した結果､14菌株すべてが親株よりも菌体量

あたりで約2倍以上活性が高く､グルコアミラーゼ高活性変異株であった｡既存

のグルコアミラーゼ高活性菌株の多くは褐変の原因となるチロシナーゼ活性も高

く､両酵素において何らかの関連性があるのではないかと推測されているが､本

研究で獲得した変異株でも同様にグルコアミラーゼと連動してチロシナーゼ活性

の増加が認められ､あらためてグルコアミラーゼとチロシナーゼは共通の制御機

構が働いている可能性が示唆された｡

しかし､スクリーニングされたグルコアミラーゼ高活性変異株の中で､唯一

H-1株のチロシナーゼ活性は親株と同じく低く､この菌株の固体培養麹では褐変

が起こらないものと期待された｡そのため､H-1株の固体培養麹の褐変性を検討
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した結果､やはり褐変は生じず､確かに低褐変性であったことから､低褐変性な

グルコアミラーゼ高活性麹菌株として H-1株が非常に有望であると考えられる｡

一方､その他のグルコアミラーゼ高活性変異株は､チロシナーゼ活性が高いため

に麹が強く褐変されるので､実用性において大きな問題があると考えられる｡

さらに､上記の酵素以外の麹菌の醸造適性を判定する指標となる主要な酵素の

活性に関する結果から､G/A比が低いNo.12-2由来の変異株は､デンプンを液化

する酵素であるα-アミラーゼ側に活性のバランスが偏っており､米が溶け過ぎて

雑味成分が多く溶け出してしまうため､酒の味が雑になってしまうと考えられ､

高品質な清酒の醸造には適さないと判断した｡逆にH-3株に関しては､特に高い

G/A比を示していることから糖化に優れると思われたが､α-7ミラーゼ活性が低

すぎるため実用的にみて使用できないと考えられた｡また､G-4株においてはグ

ルコースの生成に関わるグルコアミラーゼとα-グルコシダーゼの両方の酵素活

性が高いことから､他のグルコアミラーゼ高活性菌株よりも総合的なグルコース

生産能力がかなり高いことが示唆された｡

氷上タイプ株由来変異株6菌株とG-4菌株において､菌体量が増加していない

にもかかわらず､菌体内や菌体外のタンパク質量が親株と比較して明らかに増加

していることから､これらのスクリーニング変異株ではグルコアミラーゼ等の酵

素タンパク質の発現量や菌体外への分泌量が増大している可能性が考えられる｡

H-1株とグルコアミラーゼ活性が特に高いスクリーニング変異株H-3株､H-7

株､H-9株､G-4株､No.12-2-7株の固体培養におけるグルコアミラーゼ活性と

チロシナーゼ活性の経時変化は菌株によって違いはなく､培養 44時間目でほぼ

最大活性となることがわかったので､これらの菌株の最適な培養時間としては少

なくとも44時間必要であることが確認できた｡

以上の結果から総合的に判断して､スクリーニングされたグルコアミラーゼ高
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活性変異株 14菌株のうちで､氷上タイプ株由来の変異株であるH-1株が､グル

コアミラーゼ活性が高くかつ低褐変性なこれまでにない新しい麹菌株として最も

有力であり､実用化の可能性が高いと推測されたので､最終的にこの菌株を選択

した｡さらにチロシナーゼ活性の及ぼす影響や､グルコアミラーゼとチロシナー

ゼの関連性を解明するための比較対照材料として､チロシナーゼ及びグルコアミ

ラーゼともに高活性な変異株であるG-4株についても着目して､H-1株と同様に

検討を進めていくことにした｡
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第3章 低褐変性､高グルコアミラーゼ活性変異株を用いた

製麹試験及び清酒醸造試験

グルコアミラーゼ高活性変異株は香気成分の高い高級酒の醸造に有用であると

考えられ､これまでに数多く育種されてきたが､それらの変異株はいずれも高い

チロシナーゼ活性を示すことが報告されている｡第2章で取得したグルコアミラ

ーゼ高活性変異株の大半もこれまでの報告と同じようにチロシナーゼの活性が高

かった｡しかし､その中でH-1株はチロシナーゼが親株と同じく低活性であり､

固体培養麹が褐変しないことを明らかにした｡

本章では､H-1株と対照としてチロシナーゼ高活性変異株G-4株及び各親株を

用い､実地レベルでの米麹の製造試験と清酒醸造試験を行って､実地レベルの製

麹条件で実際に現れるグルコアミラーゼ､チロシナーゼ及び主要な酵素の活性の

特徴を明らかにし､清酒醸造適性の比較検討を行った｡

Ⅰ.実験材料及び方法

1.使用する麹菌株､酵母及び原料米

製麹試験の麹菌株として､第2章で選抜した低褐変性､高グルコアミラーゼ活

性変異株H-1株と高褐変性､高グルコアミラーゼ活性変異株G-4株､及び対照と

してそれぞれの選抜変異株の親株である氷上タイプ株と吟香株の計4菌株を用い

た｡試験醸造の酵母は当研究室が保有しているカプロン酸エチル高生産酵母変異

株 3703-7株を使用した｡原料米はすべて酒造好適米 ｢華想い｣の40%精白米を

使用した｡
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2.実地製麹試験

1)各麹菌株の種麹の製造2)

(9月包子懸濁液の調製

麹汁斜面培地 (第2章Ⅰ.2の1))に各菌株を接種し､30℃､5-7日間胞子が

着生するまで培養し､滅菌水10mlを加えて胞子を懸濁させた｡

②シャーレ培地の調製

97-95%精白の玄米20gをぬるま湯に30分以上浸漬させて液紙で水気を切り､

9cmシャーレに移した｡木灰0.2g(玄米重量の1%)を添加して玄米全体に行

き渡るようにまんべんなく混ぜ､オートクレーブにより121℃で 20分間加圧滅

菌した｡

③シャーレスケールでの種麹培養操作

滅菌した②のシャーレ培地に､胞子懸濁液5m1-10mlを加えて玄米全体に均

一になじませてシャーレの蓋をし､30℃で5日間程培養した｡十分に胞子が着生

した後､45℃で余分な水分を飛ばして乾燥させた｡

2)実地スケールでの製麹試験

製麹試験は､1)で製造した各選抜変異株及び親株の種麹を6g用い､32℃に

冷ました蒸米20kgに種麹の胞子を接種して蓋麹法により行った｡

3.米麹の酵素活性測定

1)菌体外粗酵素溶液の調製

第2章Ⅰ.6の1)に従って調製した｡

46



2)酵素活性の測定

米麹の各酵素活性は､第2章Ⅰ.7に従って測定した｡

4.米麹の麹菌菌体量の測定

米麹中の麹菌菌体量は､麹菌量測定キット (キッコーマン)を用い､第2章 Ⅰ.

8に従って測定した｡

5.タンパク質の定量

タンパク質の定量は､第2章Ⅰ.9に従って行った｡

6,清酒醸造試験

1)酵母の培養

麹汁液体培地 (第2章Ⅰ.2の1))を用いてカプロン酸エチル高生産酵母変異株

3703-7株を2-3日間静置培養した.

2)清酒醸造もろみの仕込み

製麹試験で得られた各選抜変異株米麹と1)で培養した酵母培養液を用い､

Table3-1に示す3段階の仕込み配合(汲水歩合 135%､麹歩合22%)で総米90kg

の試験醸造を行った｡対照として､親株の氷上タイプ株と吟香株の各米麹を用い

て同様の試験仕込みを行った｡
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Tab一e3-1Proportionofrawmaterialsusedinsakebrewing

Seedmash 1st 2nd 3rd Total

addition addition addition

Totalrice 4kg 11kg 25kg 50kg 90kg

Steamedrice 0kg.√ 11kg 18kg 41kg 70kg

RicekojI' 4kg 7kg 9kg 20kg

Water 20kg 33kg 67kg 120kg

Lacticacid 54m1 54ml

Yeastculture 500m1 500ml

7.試験醸造酒の成分分析

試験醸造過程のもろみ及び醸造後の生成酒の一般成分の分析は国税庁所定分析

法 28)に従った｡

1)アルコール濃度の測定

簡易アルコール分析器アルコメイトAL-2(理研計器)を用いて気化法による

アルコール濃度測定を行ったOアルコールを含有した試料をシリンジ (100LLl)

を用いてアルコメイトAL-2の蒸発皿に注入し､アルコールを一定容量の気化槽

内に加熱蒸発させ､発生した蒸気中のアルコール濃度をアルコール化学センサで

計測した｡

2)日本酒度の測定

日本酒度の測定は､密度比重計 DA-310(京都電子工業)によって試料の比重
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を計測し､その比重から次式によって求めた｡

日本酒度- (1/比重-1)×1443

※日本酒度とは､清酒の比重を表示するために特に設けられた単位であり､測定

温度 15℃で4℃の純水と同じ重さのもの (比重 1のもの)を日本酒度 (±0)と

する｡それより比重が軽いものは正の値となり､重いものは負の値となる｡

3)Brix(ショ糖度)の測定

BriⅩはデジタル糖度計PR-301(ATAGO)を用いて､試料の光屈折率により測

定した｡単位は､水に溶解しているショ糖の重量%として表した｡

4)還元糖の定量

還元糖は､Somogyi-Nelson法41)によって測定した｡

①銅試薬の調製

A液 :15%硫酸銅五水和物 (CuSO4･5H20)溶液

B 液 :無水炭酸ナ トリウム 25g､酒石酸カリウムナ トリウム四水和物

(KOOCCH(OH)CH(OH)COONa･4H20)25g､炭酸水素ナトリウム20g､無

水硫酸ナトリウム200gを蒸留水に溶かして1000mlにメスアップした｡

使用直前にA液とB液を1:25の割合で混ぜ銅試薬とした｡

②ネルソン試薬の調製

モリブデン酸アンモニウム四水和物 ′((NH4)6Mo7024･4H20)25gを蒸留水

900mlに溶解し､これに濃硫酸42g及び予め50mlの蒸留水に溶かしておいた

ヒ酸二ナトリウム七水和物 (NaHAsO4･7H20)3gを加え､蒸留水で1000m1
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にメスアップした｡

③反応操作

栓付き試験管に試料 1ml及び銅試薬 1mlを加え､栓をして沸騰湯浴中で 10

分間煮沸した｡煮沸後､流水で急冷してネルソン試薬 1mlを加えて素早く混合

し､数分間放置後蒸留水7mlを加えて希釈し､最終反応液量を10mlとした｡

15分以上放置後､500mmにおける吸光度を測定した｡予め15-300トLg/ml濃度

のグルコース標準液を用いて作成した検量線より検体中の還元糖量を求めた｡

5)グルコースの定量

GlucoseTestKit(Megazyme製)を用い､第2章Ⅰ.7の1)に従って測定したO

6)酸度 (総酸量)の測定

(丑ブロームチモール ･ブルー (BTB)+ニュートラルレッド (NR)混合指示薬

の調製

BTBO.2g及びNRO.1gをエチルアルコール 300mlに溶解した｡

②フェノールフタレイン指示薬の調製

フェノールフタレイン0.5gをエチルアルコール50mlに溶解した｡

③水酸化ナトリウムの力価の標定

0.1N フタル酸水素カリウム (C6H4(COOK)(COOH)､M.W.=204.22)標準液

25mlにフェノールフタレイン指示薬2滴を加え､標定しようとする0.1N水酸

化ナトリウム溶液で淡桃色を呈するまで滴定した｡その滴定量 (ml)をmとし､

力価Fを次式により求めた.

F-0.1Nフタル酸水素カリウム標準液体積25(ml)/m (ml)
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②滴定操作

試料 10mlをホールピペット等で正確にとり､BTB+NR混合指示薬2-3滴を

加え､1/10N水酸化ナトリウム溶液で淡緑色を呈するまでの滴定量 (ml)を a

とし､次式により酸度を求めた｡

酸度-axF(小数点以下2位を四捨五入)

7)アミノ酸度の測定

(丑中性ホルマリン溶液の調製

ホルマリン50mlにフェノールフタレイン指示薬 (本章Ⅰ.7の6))2-3滴を

加え､0.1N水酸化ナトリウム溶液で淡桃色になるまで中和したものに蒸留水を

加えて100mlにメスアップした｡この溶液は､要時調製した｡

②滴定操作

試料 10mlをホールピペット等で正確にとり､フェノールフタレイン指示薬(本

章Ⅰ.7の6))2-3滴を加えて淡桃色になるまで0.1N水酸化ナトリウム溶液(力

価の標定は本章Ⅰ.7の6)に従う)で中和した｡この溶液にさらに中性ホルマリ

ン溶液5mlを加え､ここで遊離した酸を0.1N水酸化ナトリウム溶液で淡桃色

になるまで滑走した｡この滴定量 (ml)をaとし､次式によりアミノ酸度を求め

た｡

アミノ酸度-axF(小数点以下2位を四捨五入)

7)香気成分の定量

香気成分の定量分析はガスクロマトグラフ (ヘッドスペース法)42)により以下
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の条件で行った｡試料3mlを10ml容バイアル瓶にいれ､NaCl1g及び内部標

準物質200亘1を添加し､ブチルゴム栓を付けてアルミシールで密封後､オートサ

ンプラーにセットした｡試料は80℃､20分加熱後､ヘッドスペース 10ト止がガ

スクロマトグラフに導入された｡内部標準物質は､アルコール類の内部標準物質

としてn-アミルアルコール50ppmを､エステル類の内部標準物質としてカプロ

ン酸メチル100ppmをそれぞれ用いた｡

ガスクロマトグラフ条件

･分析装置 :HP7694型 (HEWLETTPACKARD,USA)

･カラム :HPINNOWAX (PolyethyleneGlycol)30m

･検出器 :FID

･オーブン初期温度 :50℃

･昇温 :10.0℃/分

･終温:230℃ (5分間保持)

･カラム流速 :4.22ml/分

･インジェクター温度 :250℃

･検出器温度 :300℃

ⅠⅠ.実験結果

1.変異株による実地製麹試験

親株 (氷上タイプ株及び吟香株)と変異株 (H-1株及びG-4株)の実地スケー

ルの製麹試験を行い､生育に伴う麹の温度経過を観察した｡両変異株の麹はFig.

3-1に示すようにいずれも温度経過は順調に推移したが､温度上昇の立ち上がり
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が親株とは若干異なった｡H-1株は親株 (氷上タイプ株)よりも温度の立ち上が

りが遅く､緩やかな温度上昇を示し､菌糸の生育が蒸し米にまわるのがやや遅れ

気味であった｡G-4株は親株よりも温度上昇が早い立ち上がりを示し､他の菌株

よりも蒸し米への菌糸のまわりが早かった｡

製造した各菌株の米麹の酵素活性を測定した結果､Table3-2に示すようにグ

ルコアミラーゼ活性は､親株の氷上タイプ株と吟香株の米麹ではそれぞれ 27

U/mg菌体と31U/mg菌体であったが､変異株H-1株とG-4株の米麹ではそれ

ぞれ52U/mg菌体と70U/mg菌体で､活性は約2倍高かった｡同時に両変異株

米麹は糖化力全体 (Sacchari秒ingactivity)やG/A比も親株米麹より高い値を示

し､H-1株はそれぞれ1.9倍と2.1倍､G-4株はそれぞれ1.9倍と1.7倍であった｡

また､H-1株米麹のチロシナーゼ活性は､Table3-3に示すように1.8U/g菌体で

あったのに対してG-4株米麹では25U/g菌体で､約14倍高かった｡両変異株米

麹は親株米麹よりも菌体量が麹 1g当たり約 1mg少なく､菌体外及び全タンパ

ク質量 (菌体内タンパク質を含む)は1.5-2倍多かった｡これらの結果は､第2

章で行った小スケールでの簡易製麹の場合とはば同様の特徴であった0
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2.変異株の麹を用いた試験醸造

親株 (氷上タイプ株及び吟香株)と変異株 (H-1株及びG-4株)の各米麹を用

いて清酒醸造を行った｡変異株のもろみはいずれも発酵による温度上昇が親株の

もろみと同様の経過をたどり､順調に醸造が進行した (Fig.3-2)｡両変異株の米

麹を用いたもろみ中のアルコール濃度は､Fig.3-3に示すようにいずれも親株米

麹を用いたもろみよりも全般に低く推移し､わずかに発酵が弱めであった｡また､

全還元糖とグルコース濃度は､Fig.3-4とFig.3-5に示すように両変異株米麹を

用いたもろみの方が親株米麹のもろみと比べて終期まで高く推移した｡すなわち､

醸造6日目には親株米麹のもろみのグルコース濃度がそれぞれ8%と6%であった

のに対して､両変異株米麹のもろみでは12%を越える高濃度であり､最終時 (27

日目)においても 4%と高い濃度であった｡そして､酵母が生産する酸類による

もろみの酸度の経過は､変異株米麹と親株米麹のもろみで大きな違いはなかった

が､アミノ酸度は変異株米麹のもろみの方が親株米麹のもろみより高く推移した

(Fig.3-6及びFig.3-7)O
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3.試験醸造酒の分析評価

親株及び変異株の米麹で仕込んだもろみを醸造26日から29日目で各々上槽し､

得られた各生成酒の一般成分を分析した｡その結果をTable3-4に示す｡変異株

米麹の生成酒に含まれるグルコース濃度はいずれも 3%以上であり､対照の親株

米麹の生成酒が1-2%であるのに対してかなり高い値を示しており､還元糖に占

めるグルコースの割合も70%以上で非常に高く､もろみでの傾向と同様であった｡

変異株米麹の生成酒の日本酒度は-8から-10で､かなり負 (甘めの領域)に傾

いておりエキス分が多かった｡酸度及びアミノ酸度は変異株米麹の生成酒が 0.2

-0.5ml高めであった｡変異株米麹の生成酒は17%以上のアルコール濃度であり､

親株米麹の生成酒と同等のアルコールが生産された｡

変異株米麹の生成酒に含まれる香気成分のうちカプロン酸エチル生成量は､親

株の氷上タイプ株と吟香株は､それぞれ2.3ppm､0.9ppmであったのに対して

変異株のH-1株は2.5ppm､G-4株は2.9ppmであり､明らかに親株米麹の生成

酒よりも多かった｡清酒の香りのバランスの指標として用いられるE-A比も両変

異菌株米麹の生成酒が明らかに高かった (Table315)O

また､チロシナーゼ低活性であるH-1株米麹による醸造後の酒粕はFig.3-8に

示すように一ケ月以上冷蔵してもほとんど褐変が見られなかった｡一方チロシナ

ーゼ活性の高いG-4株米麹により得られた酒粕は強く褐変が現れた｡
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Table3-5F]avorofsakebrewedbyparentstrainsandmutant

strains

Strain lsoamyl lsoamyl Ethyl E-A
acetate -aJcohor caproate ratio

(ppm) (ppm) (ppm)

flx'kamI'-tmPe 5[0 143.0

H-1 4.9 127.4

a/'nka 3.5 140.0

G-4 4.9 124.5

2.3 3.5

2.5 3.8

0.9 2.5

2.9 3.9

E-Aratio:(rsoamylacetate/[lsoamylalcoholX100
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H-1strain

G-4strain

Fig.3-8Melanizationofsakecakesbrewedbymutantstrains

(Storagecondition:5℃､4weeks)
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ⅠⅠⅠ.考察

親株と変異株を蒸し米に培養し､実地スケールでの製麹試験を行った｡H-1株

は親株氷上タイプ株に対して生育の立ち上がりが遅く､G-4株は親株吟香株に対

して速いなど親株に対する変異株の菌糸の伸長速度が若干異なったが､特に大き

な違いはなくいずれも順調に米麹を製造することができた｡製造した両変異株米

麹のグルコアミラーゼ活性は高く保持され､チロシナーゼ活性は小スケールでの

簡易製麹と同様にH-1株は低活性で､G-4株は高い活性を示した｡これらの結果

は変異株による実地スケールでの麹製造が実用可能であることを示唆している｡

変異株と親株の米麹での醸造により得られた生成酒の香気成分を分析した結果､

両変異株米麹を用いた生成酒のカプロン酸エチル生成量はいずれも親株米麹で醸

造した生成酒よりも多く､特にG-4株米麹の生成酒は親株米麹の生成酒に対して

3.2倍の生成量があり､増加が顕著であった｡村中らは本研究の醸造試験で使用

した 3703-7株酵母のカプロン酸エチル生産について､今回の親株麹のもろみ程

度のグルコース濃度 6-8%よりは変異株麹もろみのように 10-12%の高い濃度

のほうがカプロン酸エチルは多く生成されることを報告している43)｡従って､G-4

株で製造した米麹のグルコアミラーゼ活性が親株やH-1株の米麹よりも高い活性

を持つことによって､もろみ中のグルコース濃度がより高濃度になっていること

により､カプロン酸エチル生成量が上昇したものと推察される｡また､これらの

結果は変異株米麹の高いグルコアミラーゼ活性によって芳醇な生成酒が醸造され

ることを示唆している｡

一般成分の分析結果から､変異株米麹の生成酒は､もろみでの傾向と同様に糖

類､特にグルコース濃度が対照の親株米麹の生成酒よりもかなり高くなり､日本

酒度が負の領域になっていることからエキス分の高い甘めのタイプの清酒になる

ことが明らかとなった｡変異株H-1株とG-4株の米麹の生成酒は､還元糖に占め
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るグルコースの割合が顕著に高くなっており､糖化酵素類に占めるグルコアミラ

ーゼの比率の高さが表れていた｡これらの結果から､両変異株の糖化力は非常に

強いので､仕込みに用いる際に従来の種麹菌の場合の仕込配合よりも麹歩合を減

少させることが可能であると考えられ､それによりコストダウンや作業の低減に

もつながるものと期待される｡また､変異株米麹の生成酒は実用的には十分なレ

ベルのアルコール濃度があり､親株米麹の生成酒と比較しても遜色のない良好な

酒質であることが確認された｡

H-1株米麹を使用して醸造された酒粕に褐変は見られなかった｡H-1株は実

地レベルで使用しても低褐変性であることが実証された｡それとは対照的に､

チロシナーゼ活性の高いG-4株米麹で醸造された酒粕は褐変することが実地レ

ベルで明らかにされた｡

以上の結果を総合的に考察すると変異株H-1株とG-4株のグルコアミラーゼ

活性とチロシナーゼ活性は､簡易シャーレ製麹実験室レベルと清酒醸造実地レ

ベルでの結果が示すように再現性実験により安定した性質であることが確認さ

れ､高いグルコアミラし-ゼ活性を持つ麹菌株は吟醸酒醸造に適した麹菌である

ことを示唆している｡実施レベルでの醸造試験で､グルコアミラーゼ高活性で

酒粕が褐変しないH-1株は香気成分の高い芳醇な酒を醸造するうえで実用的に

優れた麹菌株であるものと考えられた｡
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第4章 グルコアミラーゼの精製と諸性質の解明

第2､3章で､低褐変性､高グルコアミラーゼ活性変異株H-1株及び高褐変性､

高グルコアミラーゼ活性変異株 G-4株を用いて実地スケールで製麹した米麹は､

前者は低褐変性でグルコアミラーゼ活性が高く､後者は高褐変性で高グルコアミ

ラーゼ活性の麹であり､それらの米麹で醸造した清酒は､酒粕の褐変性は異なっ

たが､親株の米麹で醸造した清酒よりもいずれも香気成分が高く､品質が良いこ

とを明らかにした｡

本章では､変異株の高グルコアミラーゼ活性の要因を解明するために米麹から

グルコアミラーゼを精製し､比活性や分子量及び熱安定性など酵素の特徴を親株

のグルコアミラーゼと比較検討した｡

Ⅰ.実験材料及び方法

1.使用菌株

低褐変性､高グルコアミラーゼ活性変異株H-1株と高褐変性､高グルコアミラ

ーゼ活性変異株G-4株及び対照としてそれぞれの変異株の親株である氷上タイプ

株と吟香株の計4菌株を用いた｡

2.グルコアミラーゼの精製

1)変異株及び親株の固体培養 (米麹の製造)

第3章Ⅰ.2に従って変異株及び親株の大量固体培養を行い､各菌株それぞれ米

麹5kgを製造した｡

70



2)菌体外粗酵素抽出溶液の調製

親株の固体培養麹 1,750g､選抜変異株の固体培養麹2,000gそれぞれから6

リットルの50mM酢酸緩衝液 (pH5.0)で一昼夜振とうしながら菌体外酵素を

抽出した｡抽出液をさらにホロファイバーシステムCH2(MILLIPORE)により

脱塩濃縮して菌体外粗酵素抽出液を調製し､グルコアミラーゼの精製に用いた｡

3)DEAEISepharoseFastFlowカラムによる陰イオン交換クロマトグラフィー

濃縮後の各菌体外粗酵素抽出溶液を50mM酢酸緩衝液 (pH5.0)で平衡化し

たDEAE-SepharoseFastFlowカラム (AmershamBiosciences､内径3.0cmX

高さ30cm)に添加し､210mlnlの速度で同緩衝液により洗浄し､非吸着画分と

して10mlずつ分取した｡約1200ml洗浄後､0-0.5MNaCl濃度50mM酢酸

緩衝液 (pH5.0)のリニアグラジェントにより溶出を行い､10mlずつ分取した｡

分取した非吸着とグラジェント溶出の各画分のタンパク質濃度を測定してタンパ

ク質溶出ピークを検出し､さらにグ各画分のグルコアミラーゼ活性を第2章Ⅰ.7

の1)に従って測定して活性画分を集め､限外渡過により脱塩濃縮した｡

4)SephacrylS-300カラムによるゲル波過クロマトグラフィー

DEAE-SepharoseFastFlowにより溶出された活性画分の脱塩濃縮試料を0.1

MNaClを含む50mM酢酸緩衝液 (pH5.0)で平衡化したSephacrylS-300カ

ラム(AmershamBiosciences､内径2.5cmX高さ115cm)に添加し､0.6ml/mュn

の速度で平衡化と同じ緩衝液を流して分子筒いによる分離を行い､5.9mlずつ分

取した｡分取した各溶出画分のタンパク質濃度を測定してタンパク質溶出ピーク

検出し､さらに各溶出画分のグルコアミラーゼ活性を第2章Ⅰ.7の1)に従って

測定して活性画分を集めた｡
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3.ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)

による分子量測定

SDS-PAGEはLaemmli44)の方法に従って行った｡

1)試薬

(丑ポリアクリルアミドゲル ′

既製の12.5%ポリアクリルアミドゲルe-PAGEL (ATTO)を使用した｡

②試料変性剤

以下の組成のEz-Apply(ATTO)試薬を使用した｡

･100mMTrisIHCl(pH8.8)

･2%SDS(W/V)

･20%Sucrose(W/V)

･0.06%Bromophenolblue(BPB)

･100mMDithiothreitol(DTT)

③泳動用緩衝液

以下の組成の1×Ez-Run(ATTO)溶液を使用

･25mMTds

･0.192MGlycine

･0.1%SDS(W/v)

④CBB染色液

Bio-SafeCoomassie(BioIRad)染色液を使用した.
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⑤分子量マーカー

LowMolecularWeightCalibrationKit(AmershamBiosciences)を使用し､

以下の6種類の分子量マーカータンパク質の粉末が入っている1バイアルに蒸

留水 100ト止と試料変性剤 100トtlを加えて溶解し､5分間煮沸して変性させた｡

･Pho sp horylaseb :97,000Da

･Alb um in :66,000Da

･Ovalbum in :45,000Da

･Carbonicanhydrase :30,000Da

･Trypslninhibitor :20,100Da

･α-Lactalbumin :14,400Da

2㌧)試料の調製

タンパク質20トLg程度を含む試料溶液 5-10L11に等量の試料変性剤 (ATTO)

を加え､5分間煮沸して変性させた｡

3)分析操作

ミニスラブ電気泳動装置AE-6530(ATTO)の泳動槽に12.5%既製ポリアクリ

ルアミドゲルをセウトし､コ-ムを外して上下の泳動槽に泳動用緩衝液を満たし

た.ゲルのウェルに調製した試料-(20ト11以下)及び分子量マーカー (1-5pl)

を添加して､20mAの定電流でマーカーBPB色素がゲルの下端近くまで泳動さ

れるまで約1時間泳動した｡

泳動終了後､ゲルを蒸留水で洗浄してからCBB染色液で約 1時間染色し､蒸

留水で不要部分の色素を除いた｡
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4.グルコアミラーゼ活性の熱安定性の検討

親株及び変異株の精製グルコアミラーゼ試料 100Ld(50mM酢酸緩衝液､pH

5.0)を恒温水槽で 30､40､50､60､70℃で 10分間､20分間及び40分間熱処

理した後､第2章 Ⅰ.7の1)に従って残存しているグルコアミラーゼ活性を測定

した｡未加熱の精製グルコアミラーゼ試料の活性値を 100%として熱安定性曲線

を作成した｡

5.CDスペクトルによる熱変性曲線g)分析

1)CDスペクトル分析試料の調製

各変異株及び親株の精製グルコアミラーゼ標品を透析膜を用いて蒸留水で 12

時間以上透析して脱塩し､凍結乾燥した｡この試料1mgをMiliQ水を用いて作

製した20mM酢酸緩衝液 (pH5.0)1mlに溶解し､1mg/ml濃度のCDスペク

トル試料溶液とした｡

2)CDスペクトル分析操作

CDスペクトル試料 1mlと､対照として20mM酢酸緩衝液 (pH 5.0)1ml

をそれぞれ脱気してから測定に使用した｡

パスツールピペットで20mM酢酸緩衝液 (pH5.0)1mlを専用の角形石英セ

ルに静かに入れ､JASCOJ-725CDspectropolarimeter(日本電子)装置に装着

して以下に示した条件で測定した｡同条件で試料も測定し､試料の219nm波長

での測定値から対照の20mM酢酸緩衝液 (pH5.0)の219nmでの測定値を差

し引いたCDスペクトルをデータとして使用した｡
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CDスペクトル測定条件

･Datemode :CD

･Ch2-mode :HT

･Range :240-190nm

･Bandwidth :2.Onm

･Resolution :1nm

･Accmulation :20

･Sensitivity :50mdeg

･Response :1see

･､Speed :200nm/min

また､同試料の熱変性曲線を作製するため､30℃及び40℃～64℃の2℃間隔の

各温度で､アルミニウム加熱ブロックを用いて5分間熱処理した試料のCDスペ

クトルを上記の条件で測定した｡この場合も､各試料の219nm波長でのCDス

ペクトルの測定値から対癖の20mM酢酸緩衝液 (pH5.0)の219nmでの測定

値を差し引いた結果をデータとして使用した｡

ⅠⅠ.実験結果

1.変異株及び親株からののグルコアミラーゼの精製と分子量比較

各菌株の米麹から調製した菌体外粗酵素抽出液の全活性は130,000-340,000

U､全タンパク質は約500-900mg､比活性は約230-380U/mgであった｡限

外渡過で 50ml以下の液量に濃縮した各菌体外粗酵素抽出液を､まず

DEAE-SepharoseFastFlowカラムでの陰イオン交換クロマトグラフィーによ
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って精製分離した｡各菌株の菌体外粗酵素抽出液の DEAE-SepharoseFast

Flowカラムクロマトグラフィーによるグラジェント溶出画分のクロマトパター

ンをFig.4-1-4-4に示す｡いずれも非吸着画分にグルコアミラーゼ活性の溶出

は認められず､0-0.5M のNaCl濃度のグラジェントによって､グルコアミラ

ーゼ活性がグラジェント前半 (0-0.3MNaCl相当)で溶出された｡各菌株のグ

ルコアミラーゼ活性画分 (Fr.30-60)を回収してSephacrylS-300によるゲル

波過クロマトグラフィーを行い､さらに精製分離した｡Fig.4-5-4-8に各菌株

のグルコアミラーゼ活性画分の､SephacrylS-300クロマトグラフィーによるク

ロマトパターンを示す｡各菌株のグルコアミラーゼ活性画分は､いずれも 1本

のタンパク質ピークとして認められ､活性ピークとほぼ一致していることから

精製が完全になされたと考えられた｡そのため､活性ピークが最大の71本目の

フラクションを単一なグルコアミラーゼ最終精製標晶とした｡ピークのクロマ

トパターンは親株と変異株で同様であり､ほぼ同じ分画位置で溶出された｡

各菌株のグルコアミラーゼを 2回のカラムクロマログラフイーによって精製

した各ステ ップのノタンパク質 と比活性 を Table4-1-4-4 に示す｡

DEAL-SepharoseFastFlowカラムクロマトグラフィーにより得られた変異株Hll

株とGl4株の精製グルコアミラーゼの全タンパク質量は､それぞれ381mg(190.5

mg瓜g麹)と373mg(186.5mg/kg麹)であり､親株の氷上タイプ株及び吟香

株の全タンパク質量134mg(76.6mgnig麹)と201mg(114.9mg舷g麹)より

も明らかに多かった｡

各菌株の精製グルコアミラーゼの比活性は､H-1株は756U/mg､親株の氷上

タイプ株は764U/mgであり､ほとんど同じ比活性であった｡同様にG-4株とそ

の親株の吟香株の精製グルコアミラーゼの場合においても､比活性はそれぞれ

763U/mgと803t〃mgでほとんど違いはなかった｡
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また､各菌株の精製グルコアミラーゼについて SDS-PAGE分析を行い､精製

度と分子量を測定した.その結果をFig.4-9に示す.いずれの菌株の精製グルコ

アミラーゼにおいてもブロードな1本のバンドのみが認められた｡変異株の精製

グルコアミラーゼの分子量は泳動度から70-95kDaと推定され､親株の同酵素

(推定分子量:65-95kDa)と比較すると泳動度が明らかに異なっていて､検出

されたバンドの下端位置の推定分子量が約5kDa程大きく､分子量分布状態が変

化しているように見受けられた｡
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TabIe4-1Purificationstepofglucoamylase斤om FIMamI'13伊eStrain

(parentstrain)

Purificationstep
Totalactivity Totalprotein Specificactivity Yield Purification

(U) (mg) (U/mgofprotein) (%) (fold)

Crudeenzymeextract 126499 490

Ultrafiltration 95569 410

DEAE-SepharoseFF 85190 134

SephacrylS-300(fr.71) 7148 9

259 100 1.0

233 76 0.9

634 67 2.4

764 6 2.9

Tab一e4-2Purificationstepofglucoamylase斤omH-1strain

Purificationstep
Totalactivity Totalprotel]n Specificactivity Yield Purification

(U) (mg) (U/mgofprotein) (%) (fold)

Crudeenzymeextract 338756 884

Ultrafiltration 331074 775

DEAE-SepharoseFF 286000 381

SephaGⅣlS-300(fr.71) 10438 14

383 100 1.0

427 98 1.1

751 84 2.0

756 3 2.0

86



Table413PurificationstepofgIucoamylase舟.om ahkastrain(parent

strain)

Purificationstep
Tota一activity Totalprotein Specificactivity Yield Purification

(U) (mg) (U/mgofprotein) (%) (fold)

Crudeenzymeextract 158729 699

ULtrafiltration 154583 535

DEAE-Sephan)seFF 140042 201

SephacryLS1300(fr.71) 11047 14

227 100 1.0

289 97 1.3

698 88 3.1

803 7 3.5

Table414Purificationstepofglucoamy]ase斤omG14strain

Purificationstep
Totalactivity Totalprotelln Specificactivity Yield Pur'Jfication

(U) (mg) (U/mgofprotein) (%) (fold)

CrudeenzymeextraGt 329972 955

U]trafiltration 294005 629

DEAヒ-SepharoseFF 259804 373

SephacrylS-300(fr.71) 14452 19

346 100 1.0

467 89 1.3

697 79 2.0

763 4 2.2
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2.グルコアミラーゼの熱安定性

各菌株の精製グルコアミラーゼを30､40､50､60､70℃の各温度で10分間､

20分間及び40分間熱処理し､熱安定性を測定した｡その結果をFig.4110-4-12

に示す｡10分間の熱処理では､親株とH-1株の精製グルコアミラーゼで熱安定

性に大きな違いはなく､40℃以上の温度で残存活性が低下し始め､70℃でほぼ失

活したが､G-4株グルコアミラーゼは40℃で親株の精製グルコアミラーゼよりも

約20%の残存活性の低下がみられた｡20分間の熱処理では､親株とH-1株の精

製グルコアミラーゼの残存活性は 40℃まで低下しないで安定であったのに対し

て､G-4株の精製グルコアミラーゼの残存活性は約65%まで低下した｡そして熱

処理40分間では､G-4株と共にH-1株の精製グルコアミラーゼも残存活性は40℃

で約 60-70%まで低下した｡親株の精製グルコアミラーゼは､40分間熱処理し

ても40℃まで残存活性の低下はみられなかった｡

各菌株の精製グルコアミラーゼを30-64℃で5分間熱処理し､CDスペクトル

の変化率を分析して得られた熱変性曲線をFig.4-13に示す.いずれの菌株の精

製グルコアミラーゼも 40℃を超えると変性が始まり､58-60℃でほぼ完全に変

性した｡両親株とH-1株の精製グルコアミラーゼは同様な熱変性曲線を示し､そ

の熱変性曲線から算出された Ih値 (変性転移温度)は､親株の氷上タイプ株の

精製グルコアミラーゼで53.7℃､H-1株の精製グルコアミラーゼで53.6℃であり､

ほとんど同じ結果であった.一方､G-4株の精製グルコアミラーゼの Tin 値は

52.8℃であり､親株の吟香株の精製グルコアミラーゼのZh値53.3℃よりも0.5℃

程低かったが大きな変化ではなかった｡
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ⅠⅠⅠ.考察

変異株と親株の菌体外粗酵素抽出液から陰イオン交換及びゲル液過クロマト

グラフィーによりグルコアミラーゼを精製し､いずれもSDS-PAGEで 1本のタ

ンパク質バンドを示す､単一の精製酵素標品を得ることが出来た｡陰イオン交

換及びゲル波過クロマトグラフィーでのクロマトパターンは親株と変異株で同

様であり､グルコアミラーゼ活性画分が同じ分画位置 (Fr.71)で溶出されたこ

とから､各菌株のグルコアミラーゼの等電点や分子サイズは大きくは変わらな

いと考えられる｡

DEAE-SepharoseFastFlowカラムによるクロマトグラフィーで得られた精

製グルコアミラーゼのタンパク質量 (Table4-1-4-4)と､精製に用いた各米麹

1g当たりの菌体量がH-1株で6mg､G-4株で4.9mg､氷上タイプ株で7.2mg

と吟香株で6.6mgであることから算出すると､H-1株と親株の氷上タイプ株の

菌体 1mg当たりのグルコアミラーゼ生産量 (protein)はそれぞれ 0.031mg

と0.01mgであり､H-1株が親株に対して3.1倍高かったOまたG-4株と親株

の吟香株の場合では､グルコアミラーゼ生産量はそれぞれ0.038mgと0.017mg

であり､G-4株は親株に対して2.2倍高かったことから､両変異株のグルコアミ

ラーゼの生産量が増加していることが示唆される｡

得られた両変異株の精製グルコアミラーゼの比活性はそれぞれの親株の精製グ

ルコアミラーゼとほとんど違いはなかった｡変異棒のグルコアミラーゼが変異に

よって比活性に大きな影響を受けていないと推察される｡また､各菌株の精製グ

ルコアミラーゼの SDS-PAGE分析において､いずれも単一の精製標品であるこ

とが確認され､不均一な糖鎖の影響でかなりブロードなバンドとして検出された.

変異株の精製グルコアミラーゼの電気泳動度は親株の場合と明らか､に異なってお

り､低分子側の推定分子量が約5kDa変化していることから､変異株のグルコア
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ミテーゼでは糖鎖の不均一状態が変化して､泳動度による見かけ上の分子量分布

がより高分子側に傾いているかまたは一次構造に何らかの変異が起きているもの

と考えられる｡

変異株の精製グルコアミラーゼは､熱安定性が親株よりも低いことを明らかに

した｡40℃でG-4株は10分間､H-1株は40分間熱処理することにより残存活性

が低下したのに対して親株は変化がなく､安定であった｡しかし､CDスペクト

ル分析によって各菌株の精製グルコアミラーゼの立体構造の熱変性を解析した結

果､変異株の精製グルコアミラーゼのZh値はそれぞれの親株グルコアミラーゼ

の7h値とほとんど同じであり､熱安定性の違いを裏付けるような大きな変化は

みられなかった｡

以上の結果､変異株のグルコアミラーゼの比活性が親株と比べて明らかな差異

が無かったことから､グルコアミラーゼのタンパク質構造等が変化して比活性が

高められたことによって活性が増加したのではなく､菌体当たりのグルコアミラ

ーゼの生成量が増加したによって活性が増加したことを示唆している｡また､変

異株､特にG-4株のグルコアミラーゼは､親株と比べて熱安定性が低かったこと

から糖鎖等タンパク質立体構造の安定性に関わる部分に変異を受けている可能性

が示唆される45)｡
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第5章 グルコアミラーゼの構造解析

変異株H-1株とG-4株は親株氷上タイプ株と吟香株よりもグルコアミラーゼを

多量に生産するが､変異株のグルコアミラーゼは親株のグルコアミラーゼと比活

性に大きな違いはないものの､電気泳動による推定分子量が異なり､また熱安定

性が弱いことを第4章で明らかにした｡本章では､それらの諸性質の変化の原因

を明らかにするために､変異株と親株のグルコミアラーゼのアミノ酸組成や糖鎖

の糖組成の比較を行い､タンパク質一次構造や糖鎖構造について検討した｡

Ⅰ.実験材料及び方法

1.グルコアミラーゼ分析試料溶液の調製

第4章で獲得した変異株 (班-1株とG-4株)及び親株 (氷上タイプ株と吟香株)

のグルコアミラーゼ精製標晶 1mlを透析して脱塩後､凍結乾燥した｡凍結乾燥

試料の重量をはかり､試料濃度が 1mg/mlになるようにMiliQ水に溶解し､分析

用の試料溶液とした｡

2.グルコアミラーゼのアミノ酸組成分析

1)加水分解

グルコアミラーゼ試料溶液250ill(250pg相当量)を5ml用加水分解チュ二

ブ (PIERCE)に入れて凍結乾燥し､5.6N定沸点HC1 400plに溶解したO加

水分解チューブ内を脱気した後密閉し､試料をブロックヒーターで110℃､20時

間加熱して加水分解した｡加水分解終了後､エバポレーターで減圧乾固して塩酸

96



を取り除き､MiliQ水 1mlに溶解して試料溶液とした｡

2)アミノ酸分析

加水分解により得られたグルコアミラーゼ試料溶液 100ト止をアミノ酸分析計

JLC-500Ⅳ (JEOL)に注入して､アミノ酸量を測定した｡

3.グルコアミラーゼの脱糖鎖酵素処理 46)

1)EndoglycosidaseH (EndoH)による脱糖鎖処理

StzTePtOmyCeSPll'catus由来EndoglycosidaseH (EndoH､NEWENGLAND

BioLabs)を用い､以下の変性条件及び非変性条件で脱糖鎖処理を行った｡

①EndoH酵素溶液及び緩衝液の組成

使用したEndoH酵素溶液及び付属緩衝液の組成は以下のとおりである｡

･EndoH酵素溶液 :10,000U (500,000U/ml)

･10×GlycoproteinDenaturingBuffer'.5%SDS､10%β-mercaptoethanol

･10×G5Buffer:0.5Mクエン酸ナトリウム (pH5.5)

②SDS変性条件でのEndoH処理

グルコアミラーゼ試料溶液20pl(20トLg相当)に10×GlycoproteinDenaturing

Buffer2トLlを添加し､100℃で10分間煮沸して変性処理したO変性処理後､10

×G5Buffer2111とEndoHlL11(500U相当)を添加して37℃で1､6､20時

間以上反応させた｡

③非変性条件でのEndoH処理

グルコアミラーゼ試料溶液20pl(20Llg相当)に10×G5Buffer2plとEndo

Hlト11(500U相当)を添加して37℃で 12､20､40時間反応させた｡
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2)N-GlycosidaseFによる脱糖鎖処理

Ela叩bacten'ummenl'ngoseptlcum由来N-GlycosifaseF(PNGaseF､NEW

ENGIJAND BioLabs)を用い､以下の変性条件及び非変性条件で脱糖鎖処理を行

った｡

(∋PNGaseF酵素溶液及び緩衝液の組成

使用したPNgaseF酵素溶液及び付属緩衝液の組成は以下のとおりである.

･PNGaseF酵素溶液 :15,000U (500,000U/ml)

･10×GlycoproteinDenaturingBuffer:5%SDS､0.4MDTT

･10×G7Buffer:0.5M リン酸ナトリウム (pH7.5)

･安定化剤 :10%NP-40

②SDS変性条件でのPNGaseF処理

グルコアミラーゼ試料溶液 22.5Lll(22.5トLg相当)に 10×Glycoprotein

DenaturingBuffer2.5plを添加し､100℃で 10分間煮沸して変性処理したo変

性処理後､10×G7Buffer2.5ト山 10%NP-402.5LLl及びpNGaseF1Lil(500U

相当)を添加して37℃で 1､6及び20時間以上反応させた｡

③非変性条件でのPNGaseF処理

グルコアミラーゼ試料溶液22.5トLl(22.5LLg相当)に10×G7Buffer2.5pl､

10%NP-402.5pl及びPNGaseF1pl(500U相当)を添加して37℃で 12､20

及び40時間反応させた｡

3)GlycopeptidaseAによる脱糖鎖処理

Almond由来GlycopeptidaseA (PNGaseA､生化学工業)を用い､以下の変

性条件及び非変性条件で脱糖鎖処理を行った｡
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(丑PNGaseA酵素溶液の調製

酵素粉末1バイアル (10mU相当)に0.1%BSA溶液200ト止を添加して完全

に溶解し､50mU/ml濃度のPNGaseA酵素溶液を調製した｡

(卦SDS変性条件でのPNGaseA処理

グルコアミラーゼ試料溶液25pl(25LLg相当)に0.5%SDS溶液40Lllを添加

し､100℃で5分間煮沸して変性処理した｡変性処理後､50mMクエン酸一リン

酸緩衝液 (pH5.0)240ト止を添加してSDS濃度を希釈し､PNGaseA5Lll(0.25

mU相当)を添加して37℃で 12､20及び40時間反応させた｡

③非変性条件でのPNGaseA処理

グルコアミラーゼ試料溶液25LLl(25LLg相当)に0.1M クエン酸-リン酸緩

20及び40時間反応させた｡

4.脱糖鎖グルコアミラーゼのSDS-PAGE分析
＼

脱糖鎖処理した各グルコアミラーゼ試料を5-20トtl用いて､第4章Ⅰ.3に従っ

てSDS-PAGE分析を行った｡

1)CBB染色

Bio-SafeCoomassie(Bio-Rad)を用い､第4章Ⅰ.3の3)に従って染色を行っ

た｡

2)Periodicacid-Schiff (PAS)染色

Zachariusらによる方法 47,48)に従って糖タンパク質のPAS染色を行った｡

電気泳動後のゲルを12.5%トリクロロ酢酸溶液 (固定液)200mlに浸して30

分間振とうした｡ゲルを蒸留水200ml中に移して､15秒間振とうして軽く洗浄
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した｡1%過ヨウ素酸を含む3%酢酸溶液200ml中にゲルを移して浸し､50分間

振とうして酸化処理を行った｡蒸留水300mlによる10分間の振とう洗浄を6回

繰り返し､ゲルを洗浄したO蒸留水を取り除き､Schiff試薬 (和光純薬)200ml

中にゲルを浸し､遮光して50分間振とうを行い染色した｡染色したゲルを0.5%

メタ重亜硫酸ナトリウム200mlで10分間×3回繰り返して振とう洗浄した｡さ

らに蒸留水200mlで染色ゲルを振とう洗浄して過剰の染色を除いた｡

5.グルコアミラーゼ糖鎖の糖組成分析 46,49)

1)加水分解

グルコアミラーゼ試料溶液250ト止(250トIg相当量)を8ml用加水分解チュー

ブ (PIERCE)に入れて凍結乾燥し､4N定沸点HCll.12mlに溶解した｡加水

分解チューブ内を脱気した後密閉し､試料をブロックヒーターで 100℃､5時間

加熱して加水分解した｡

2)N-アセチル化処理

加水分解試料溶液をエバポレーターで減圧乾固して塩酸を取り除き､飽和

NaHCO3500LLlを添加して完全に溶解した｡氷冷しながら無水酢酸を5分間隔

で5plずつ5回添加し､最後にさらに無水酢酸25plを添加して約 1時間撹拝し

た｡反応液をイオン交換樹脂パックAG50WX8 100-200mesh(0.8×4cm､

Bio-Ra且)に添加してアミノ酸等を吸着させて取り除き､MiliQ水20mlで溶出

を行った｡溶出液をエバポレーターで減圧乾固し､MiliQ水1mlを添加して完全

に溶解させた｡
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3)ピリジルアミノイヒ処理

N-アセチル化試料溶液 50ト11を凍結乾燥して単糖分析用 PALSTATION

PyridylaminationReagentKit(TaKaRa)の試薬を添加し､ピリジルアミノ化

装置PALSTATION4000(TaKaRa)を用いてピリジルアミノ化を行った｡ピリ

ジルアミノ化後の残さにMiliQ水100Ldを添加して完全に溶解させた｡

2)HPLC分析

ピリジルアミノ化試料溶液をMiliQ水で5倍希釈し､以下の条件でピリジルア

ミノ化単糖のHPLC分析を行った.単糖の定量には､PA-NIAcetylgalactosamine､

PA-Rhamnose､PA-Ⅹylose､PA-N-Acetylglucosamine､PA-Ribose､IA-Glucose､

FA-Mannose､PA-Fucose､PA-Galactoseの9単糖を含む､ピリジルアミノ化単

糖標準液PA-Monosaccharidemixture(1pmol/L11､TaKaRa)を使用したo

HPLC分析条件

･ポンプ :L-6200InteligentPump(HITACHI)

･検出器 :F-1050FluorescenceSpectrometer(HITACHI)

･カラム :糖質分析用カラム PALPAK恥peA

(内径4.6mmX高さ150mm､TaKaRa)

･溶離液 :0.7MK-Boratebuffer､(pH9.0)/アセトニトリル (90/10V/V)

･流速 :0.3ml/min

･励起波長 :310mm

･検出波長 :380nm

･カラム温度 :65℃

･注入量 :10pl
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6.グルコアミラーゼ酵素消化断片の逆相HPLCによる分離

1)グルコアミラーゼの酵素消化

①リシルエンドペプチダーゼの調製

AchzlDmObacterlytlcusM497-1由来リシルエンドペプチダーゼ (和光純薬)漢

結乾燥粉末20トtg/vialに2mmol/1Tris-HCl緩衝液 (pH8.0)1mlを添加し､完

全に溶解させて酵素溶液 (20トIg/ml)を調製した｡

②酵素消化反応

各グルコアミラーゼ試料溶液200LLl(200トLg相当)を100℃で10分間熱処理

して熱変性させた｡熱変性後､2m0142-アミノ-21メチルー1,3-プロパンジオール

緩衝液 (pH9.5)27Lllとリシルエンドペプチダーゼ溶液43ト止(0.8トLg相当)を

添加し､30℃で4時間及び24時間酵素消化した｡反応後､反応液をミニカラム

で脱塩して遠心エバポレーターで濃縮乾燥した｡

2)逆相HPLC分析

(∋酵素消化試料の分析前処理

1)の酵素消化乾燥試料にMiliQ水25トIlを添加して完全に溶解させ､0.45LL'm

フィルターに通して不純物を取り除き､HPLC分析用試料溶液を調製した｡

②逆相HPLC分析操作

試料溶液 20pl(酵素消化物 200LLg相当)を用い､以下の条件で逆相 HPLC

分析を行った｡
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HPLC分析条件

･ポンプ

･検出器

･カラム

･検出波長

･流速

･溶離液

:Waters626

･.Waters2487 2波長UV検出器

:YMC-PackProC18(内径 1.0mmX高さ100mm)

:215nm

:50トLl/min

:(A液)0.05%蟻酸/H20

(B液)0.05%蟻酸/アセトニトリル

･グラジェント: 時間 (min) A液 (%) B液 (%)

0 95

10 95

260 20

270 10

300 10

5

5

80

90

90

ⅠⅠ.実験結果

1.グルコアミラーゼのアミノ酸組成

変異株及び親株のグルコアミラーゼを構成しているアミノ酸を分析し､変異株

と親株の比較を行った｡その結果をTable5-1に示す.アミノ酸組成は､それぞ

れのタンパク質全体における各アミノ酸のモル数の割合 (mol%)で表した｡変

異株グルコアミラーゼはいずれもそれぞれの親株グルコアミラーゼと大半のアミ

ノ酸の組成量はほぼ同じであったが､いくつかのアミノ酸で有意な違いが認めら

れた｡特にセリンの組成量で顕著な差異が生じており､親株グルコアミラーゼに
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比べてH-1株グルコアミラーゼは2.8m01%､G-4株グルコアミラーゼは1.8m01%

もの減少が起こっていることが明らかとなった｡これまでに明らかにされている

A.wyzaeのグルコアミラーゼ遺伝子glaBから推定される全アミノ酸残基数(493

残基)50)をもとに､両変異株グルコアミラーゼのセリン組成量 (mo1%)の減少

量を残基数に換算した場合､H-1株グルコアミラーゼは約 14残基､G-4株グル

コアミラーゼは約9残基相当の減少が起こっていることになる｡アラニンやスレ

オニンの組成量も両変異株グルコアミラーゼで同様の減少傾向がみられ､親株グ

ルコアミラーゼよりもそれぞれ0.4-1m01%少なかった｡一方､わずかではある

がバリンやイソロイシンの組成量は両変異株グルコアミラーゼの方が 0.2-0.6

m01%多かった｡

以上のように両変異株グルコアミラーゼのアミノ酸組成の増減はほぼ共通した

傾向が見られたが､プロリンの組成量は両変異株グルコアミラーゼ間で異なって

おり､親株グルコアミラーゼと比べてH-1株グルコアミラーゼは0.3m01%減少

したのに対してG-4株グルコアミラーゼでは0.3m01%多かった｡
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Table511 Aminoacidcompositionofglucoamylasesfrom

parentstrainsandselettedmutantstrains
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