
3.グルコアミラーゼ糖鎖の糖組成

親株と変異株のグルコアミラーゼに付加している糖鎖を塩酸で加水分解して､

各構成単糖の組成量を分析した｡得られた糖組成をTable5-3に示すO

親株グルコアミラーゼと変異株グルコアミラーゼはともにマンノースとガラク

トース及びN-アセチルグルコサミン (GIcNAc)の三種類が検出された｡

H-1株及びG-4株グルコアミラーゼの糖鎖は､マンノースの組成量がそれぞれ

(
5.4m01%と6.5m01%であり､それぞれの親株グルコアミラーゼでの組成量 3.1

m01%､3.5m01%の約 2倍多かった｡しかし､各変異株と親株ともにグルコアミ

ラーゼ糖鎖全体に占めるマンノースの割合はかなり少なく､糖鎖の組成は主に

GIcNAcとガラクトースで占められていた｡GIcNAcとガラクトースの組成量

(mo1%)は､各変異株グルコアミラーゼと親株グルコアミラーゼの糖鎖では大

きく変わらなかった｡しかし､H-1株と氷上タイプ株 (親株)のグルコアミラー

ゼ糖鎖は､GIcNAcとガラクトースのどちらも46-51m01%でほぼ 1:1の比率

であったのに対して､G-4株と吟香株 (親株)のグルコアミラーゼ糖鎖は､GIcNAc

(約40m01%)に対してガラクトース (約60m01%)の割合が多く､1:1.5の

比率であった｡
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4.グルコアミラーゼのペプチドマッピング

親株と変異株グルコアミラーゼをリシルエンドペプチダーゼで分解して､得ら

れたペプチド断片のHPLC分析を行い､分離パターンの比較を行った｡各々のグ

ルコアミラーゼの4時間酵素処理分解物ペプチドマップをFig.5-13と5-14に､

24時間酵素処理分解物のペプチドマップをFig.5-15と5-16に示す.

両変異株グルコアミラーゼのペプチドマップは親株グルコアミラーゼのペプチ
(

ドマップと全体的にかなり類似したが､異なるクロマトパターンが現れている部

分がいくつか認められた｡H-1株グルコアミラーゼは､4時間及び24時間処理の

どちらの場合も､保持時間 40-80分で親株の氷上タイプにはないあらたなピー

クが若干みられた｡一方､G-4株グルコアミラーゼのペプチドマップは､特に24

時間処理において､親株の吟香株で保持時間80-120分の間にみられたピークが

いくつか消失しており､現れるピーク数が明らかに少なかった｡
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ⅠⅠⅠ.考察

変異株H-1株とG-4株のグルコアミラーゼのアミノ酸組成は､どちらもそれぞ

れの親株氷上タイプ株と吟香株のグルコアミラーゼと明らかに異なっていた｡両

変異株はセリン､スレオニン及びアラニンの組成量が少なく､バリンやイソロイ

シンの組成量は多かったことから､両変異株グルコアミラーゼの一次構造が何箇

所か変異を受けていると推察される｡さらに､リシルエンドペプチダーゼ分解に

よるペプチドマップが両変異株と親株グルコアミラーゼに違いが認められたこと

から､両変異株のグルコアミラーゼはアミノ酸配列の一部及び結合している糖鎖

の数や糖鎖が結合している位置等が変異している可能性が示唆される0

これまで､固体培養で生成するA.wyzaeのグルコアミラーゼはN-グリコシ

ド結合型糖鎖が付加され､熱安定性等に関わっていることが報告されている51)-53)0

両変異株と親株のグルコアミラーゼ糖鎖について糖組成を比較した結果､すべて

の菌株のグルコアミラーゼ糖鎖はマンノース組成量が 10m01%以下であり､糖鎖

の構成糖全体の中で占める割合がかなり少なく､主にガラクトースとGIcNAc(ほ

ぼ1:1または 1:1.5)で構成されていた｡これらの結果からグルコアミラーゼ

糖鎖は高マンノース型ではなく､複合型か混成型の糖鎖であると考えられる｡こ

のことから､糖鎖中のマンノース数がほぼコア構造の3分子のみであると仮定す

ると､両変異株グルコアミラーゼの糖鎖の場合､Table5-3に示すようにコア構

造のマンノース 1分子あたりに結合するガラクトースとGIcNAc数は 6-9であ

り､親株グルコアミラーゼの糖鎖 (ガラクトースとGIcNAc数は 11-17)と比べ

て糖鎖の各分岐の長さが約半分ほどに短くなっていると推察される｡また､変異

株のG-4株はH-1株よりもグルコミラーゼ糖鎖のマンノース当たりのガラクトー

スとGIcNAcの割合が少ないことから､G-4株グルコアミラーゼ糖鎖の方が短い

可能性が示唆される｡
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両変異株と親株のグルコアミラーゼを各種脱糖鎖酵素で処理して糖鎖構造の違

いを検討した結果､Table512にまとめたように､PNGaseFはハイマンノース型､

複合型及び混成型すべての糖鎖に広く基質特性を持っているため 54,55)､親株と変

異株グルコアミラーゼともにPNGaseF処理によって完全に脱糖鎖された｡しか

し､EndoH酵素処理では､親株と変異株のグルコアミラーゼで反応結果が異な

り､両変異株グルコアミラーゼは完全に脱糖鎖されたが､親株グルコアミラーゼ

は部分的にしか脱糖鎖されなかった｡E血doHは複合型糖鎖に対して基質特異性

が無く56,57)､作用できないことから考えて､親株グルコアミラーゼ糖鎖は複合型

であるが､変異株グルコアミラーゼ糖鎖はマンノースとの混成型に変化している

と推測され､コア構造以外にもマンノースが付加していることが示唆される｡こ

の結果は､両変異株グルコアミラーゼ糖鎖を構成するマンノースの組成量が親株

と比べて多かったことからも裏付けられる｡PNGaseAはPNGaseFと同様の幅

広い基質特異性を示すが､立体構造による障害を受けやすいという特徴を持つこ

とが報告されていることから58･59)､変異株及び親株グルコアミラーゼの糖鎖はど

ちらもかなり巨大でPNGAseAが作由できなかったものと考えられる.

以上の結果から､変異株グルコアミラーゼの糖鎖は糖組成及び構造が親株グル

コアミラーゼと異なっており､糖鎖が明らかに変異していると推察される｡また､

N-グリコシド結合型糖鎖の結合にはAsn-Ⅹ-Thr(または Ser)モチーフが必要

であるが 45･49)､アミノ酸組成分析の結果､両変異株グルコアミラーゼは Thrと

Serの組成量が親株と比べて減少していることから､糖鎖の結合部位に変異が生

じ､糖鎖数が減少していることが示唆されるoA.awamon'はA.Oryzaeのグルコ

アミラーゼと同様にN-結合型糖鎖のグルコアミラーゼを持つが 60,61)､脱糖鎖す

ることによって 50℃以上での残存活性は30%以上低下したことをNeustroevら

は報告している62)｡両変異株のグルコアミラーゼは親株と比べて熱安定性が低い
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ことを前章で明らかにしたが､本章で示されたアミノ酸組成や糖鎖の変異によっ

て熱安定性が低くなったと推察される｡
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第6章 変異株のグルコアミラーゼ発現量解析

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菌体あたりのグルコ

アミラーゼを多量に生成することを第4章で明らかにした｡本章では､リアルタ

イムPCRによるmRNA発現量の定量解析を行い､変異株と親株のグルコアミラ

ーゼ遺伝子からの転写発現量を比較検討した｡

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.固体培養麹試料の調製

各菌株を第2章Ⅰ.5に従って固体培養し､36時間培養 (グルコアミラーゼ活性

出現期)､44時間培養 (グルコアミラーゼ活性最大期)の2種類の培養時期の固

体培養麹試料を製造した｡

3.RNAの抽出

本章 Ⅰ.2で培養調製した各菌株の固体培養麹試料 50mgを RNA抽出キット

QuickGeneRNAtissuekitSII(富士写真フイルム)の溶解液 500LLlに懸濁し､

ビーズ式細胞破砕装置MicroSmashMS-100R(トミー精工)により3,800rpm
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で2分間ホモジナイズした｡ホモジナイズ試料を15,000rpmで3分間遠心して

上清を385LLl回収した｡回収した上晴にQuickGeneRNAtissuekitSIⅠの可溶

化液 175LLlを加えて 15秒間ボルテックスした｡さらに､特級エタノール(99.5%)

140L11を添加して 1分間ボルテックスした｡ボルテックス後､RQIRNase-Free

DNase (Promega)40LLlを添加 して､溶液全量を全 自動核酸抽出装置

QuickGene-810(富士写真フイルム)に注入してTbtalRNAの抽出を行った｡

4.抽出したRNAの定量と純度の検定

抽出したTotalRNAの濃度は､260nmの吸光度が 1のとき40LLg/mlとして

求めた｡さらに､280nmの吸光度を測定して純度 (A260nm/A280nm)を検定し

た｡

5.cDNAの合成

iScriptSelectcDNASynthesisKit(BIO-RAD)を用い､本章Ⅰ.3で抽出した

TotalRNAからcDNAの合成を行った.以下の組成の反応液で合成を行った｡

TotalRNA 13pl(150ng)

01igo(dT)20Primer 2pl

Total 15ト11

反応液を65℃で5分間反応させた後､氷上で60秒冷却して5×iScriptselect

reactionmix4LtlとiScriptreversetranscriptase1plを添加して42℃で90分

間cDNA合成反応を行った｡反応後､85℃で5分間加熱して合成反応を停止した｡
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6.PCRプライマーの設計

GenBank63)に登録されている A.oryzBeRIB40のグルコアミラーゼ遺伝子

glaB (GenBankaccessionno.APO07155､locustagAOO70341000269)の配列

を参考にして､センスプライマーglaB-FとアンチセンスプライマーglaB-Rを作

製した｡また､ハウスキーピング遺伝子として用いるβ-tubulin遺伝子のプライ

マーは､Tominagaらが用いている/A.wyzaeのβ -tubulin遺伝子のプライマー配

列 64)を参考にして､センスプライマ｣tubulin-F とアンチセンスプライマー

tubulin-Rを作製した｡各プライマーの詳細な塩基配列は以下に示す｡

glaBIF:5'-CAACAATGGACGTGGAGCA-3'

glaB-R:5'-ACTTGACCTTGTTTGTCCCACTG-3'

tubulin-F:5'一ccAAGAACATGATGGCTGCT-3'

tubulin-R:5'-CTTGAAGAGCTCCTGGATGG-3'

7.リアルタイムPCRによる発現量解析

1)リアルタイムPCR反応

iQSYBERGreenSupermix(BIO-RAI))を用い､本章Ⅰ.5で合成したcDNA

を鋳型としてリアルタイムPCRを行った｡反応液は､以下の組成で調製した｡

2×iQSYBERGreenSupermix 25LLI

Forwardprimer(50pmol/pl) 0･5pI

Reverseprimer(50pmol小1) 0.5Lll

滅菌水

鋳型cDNA

Tbtal
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PCR増幅はリアルタイムPCR装置 DNAEngineOpticonSystem (MJJapan

Ltd.)を用いて初期変性95℃-3分､変性95℃-30秒､アニーリング47℃-15秒､

伸長 72℃-30秒の条件で､SYBERGreenⅠの蛍光強度をモニタリングしながら

40サイクル行った｡増幅されたPCR産物は55-95℃の融解曲線分析により確認

した｡

2)発現量解析

リアルタイム PCR 反応で得 ら､れた蛍光増幅曲線からある一定の産物量

(mresholdline)に達したときのサイクル数 mresholdCycle(Ct)を求め､

相対定量法 (ComparativeCt法)により定量したOその際のPCR効率が 100%

であることはあらかじめ確認しておいた｡麹菌のハウスキーピング遺伝子である

β-tubulin遺伝子を内部標準として基準にし､グルコアミラーゼ遮伝子 (glaB)

のmRNA発現量を相対比として以下の計算により求めた｡

親株のサイクル差△Ct(p)-Ct(p)(g:1aB -Ct(p)(β-tubulin遺伝子)

変異株のサイクル差△Ct(m)-Ct(m)(glaB -Ct(m)(β-tubulin遺伝子)

△△Ct-△Ct(m)-△Ct(p)

発現量比-2-(△△ct)

ⅠⅠ.実験結果

両変異株と親株でのglaB遺伝子からのmRNA発現量を比較するために､各菌

床の固体培養菌体から抽出したTotalRNAをもとに合成したcDNAを鋳型とし､

glaB遺伝子に特異的なプライマーとβ-tubulin遺伝子(ハウスキーピング遺伝子)
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のプライマーを用いてリアルタイム PCR による定量解析を行った｡各菌株の

cDNAでのPCR増幅における蛍光強度曲線をFig.6-1と6-2に示す｡glaBプラ

イマーを用いた PCRでは､両変異株の cDNAを鋳型とした場合に PCR増幅の

立ち上がりが早く､glaB遺伝子の初期鋳型量が親株の場合よりも多いことが明ら

かであった｡この結果は菌体の培養条件が 36時間及び 44時間のいずれの場合に

し
おいても同じであった｡また､各プライマーによるPCR増幅産物の融解曲線は､

Fig.6-3-6-4に示すように目的の増幅産物のピーク (glaBプライマーによる増

幅産物の融点 :86℃､tubulinプライマーによる増幅産物の融点 :85℃)のみが

見られ､非特異的増幅は行っていないことが確認された｡

各プライマーを用いた PCR の蛍光強度曲線から､蛍光強度 0.02-0.05を

Thresholdlineとしてそれぞれ Ctを求め､相対定量法により各菌株のg:1aB遺伝

子の発現量を定量したO親株に対する各変異株の glaB発現量比を Table6-1と

6-2に示す｡H-1株は氷上タイプ株 (親株)よりもglaBが 1.3-1.7サイクル分

はやく増幅し､-その発現量は 36時間培養時で 3.3倍､44時間培養時で 2.5倍で

あった.一方の変異株 G-4株の吟香株 (親株)に対するglaBの増幅のサイクル

差 (4.5-4.6)はそれよりもさらに大きく､G-4株のglaB発現量は36､44時間

の各療養時でそれぞれ 24.8､22.2倍であった｡
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Table612TranscriptionJevelofa/aBinG-4strainandGI'nkastrain
(1

G-4strain
Cultivation

time
Cぜm)※l

(h) glucoamyJase β1ubulin

ACt(m)

GI'nAastrain

ctb)※2

glucoamylase β1ubulin

ACt(p)

AACt Expressionlevel
ratio

36 21.81 26.51 -4.70 17.96 18.03 -0.07

44 21.51 27.90 -6.39 27.98 29.90 -1.92

-4.63 24.8

-4.47 22.2

※l:Thresho一dcycleofglucoamylasegeneand β1ubulingeneinmutant(G-4strain)

※2:ThreshoJdcycleofglucoamylasegeneand β-tubulingeneinparentstrain(GIyzkastrain)



ⅠⅠⅠ.考察

リアルタイムPCRによって､個体培養麹における両変異株と親株のglaB遺伝

子からのmRNA発現量の定量解析を行い､両変異株は91aB遺伝子の初期鋳型量

が親株よりも多いことを明らかにした｡各培養時期を通して変異株H-1株は親株

氷上タイプ株の約2.5-3倍､変異株G-4株は親株吟香株の約22-25倍のmRNA

が glaB遺伝子から発現された｡この結果と､さらに第4章において両変異株の

精製グルコアミラーゼの比活性は約750U/mgで親株の精製グルコアミラーゼの

比活性約 760-800U/mgと変わらないことが明らかになっていることから (第

4章 Table4-1-4-4)､H-1株とG14株は酵素自体の変異によって活性が上昇し

たのではなく､転写段階でグルコアミラーゼの発現量が増加したことにより､グ

ルコアミラーゼ活性が高くなったことを示唆している｡第2章Table2-1に示す

ように､H-1株は固体培養麹における実際のグルコアミラーゼ活性が約 3.5倍に

増加しており､mRNA発現量の増加の割合とほぼ一致していた｡一方 G-4株固

体培養麹はグルコアミラーゼ活性が約 4.4倍に増加しているが､これは mRNA

発現増加量の 5分の 1程度の増加量であり､mRNA発現量と活性が比例してい

なかった｡この理由としては､(1)G-4株のグルコアミラーゼ遺伝子のmRNA

の代謝回転が速くて翻訳される前に壊れてしまった､(2)翻訳速度が遅くて大量

に発現されたmRNAを翻訳しきれていない､(3)翻訳後にタンパク質分解を受

けた､(4)タンパク質輸送を担う糖鎖が変異した影響でうまく菌体外に分泌され

なかった等､様々な可能性が考えられる65)｡

A.oryzaeのglaB遺伝子は固体培養した場合にのみ特異的に大量発現すること

が明らかにされているが､レポーター遺伝子によるプロモーター解析により､

glaB遺伝子のプロモーターは､特に培地の水分活性を低下させたり､培養温度を

高温で行ったり､菌糸伸長に障害を与えることなどによって発現誘導されること
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がわかっている 66)｡それらの固体培養条件での高発現にはglaBプロモーター領

域の中の熱ショック因子 (5'-AGAAT-3')とGC-rich配列 (GCbox)が必須であ

り､特にGC-rich配列の置換によって固体培養での誘導発現が完全に欠落するこ

とから､Gq-rich配列が最も重要な制御因子 (cl'S因子)である可能性が示唆され

ている67,68)｡この両方の制御因子を含む商域をプロモーターに多コピー導入する

ことによって､固体培養でのプロモーター活性が4倍以上に高められることが報

告されている69,70)｡本研究の両変異株はglaBプロモータ｢商域中のそれらの cls

因子や未知の重要な制御因子部分に変異が起こったか､または cl'S因子に結合す

るtTanS-regulatoryfactorに変化があったことにより､グルコアミラーゼが高発

現されたのではないかと推察される｡
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第7幸 徳括

これまで取得された清酒麹菌の人工変異株は､グルコアミラーゼとチロシナー

ゼの活性が常に連動して高活性化され､人工変異による褐変しないグルコアミラ

ーゼ高活性菌株の育種は困難であると考えられてきた｡本研究は実用株として清

酒醸造に利用することを目的に低褐変性のグルコアミラーゼ高活性麹菌株を人工

変異により育種開発し､取得した変異麹株の清酒醸造における適性や生産するグ

ルコアミラーゼの特徴､構造及び発現量について研究を行った｡

既存の麹菌株に紫外線照射して得られたグルコアミラーゼ高活性変異株の大半

は､これまでの知見と同様に高いチロシナーゼ活性を示したが､チロシナーゼ活

性が低い変異株としてH-1株を取得することが出来た｡H-1株はスクリーニング

変異株の中で唯一チロシナーゼ活性が親株と変わらずに低活性に抑えられており､

グルコアミラーゼ活性だけが親株の約 3.5倍に増加していた｡さらに､H-1株は

他の変異株と比べてもかなり高いG/A比を示すことから､H-1株の酵素バランス

は液化よりも糖化が優位であり､デンプンの糖化力が強いことを明らかにした.I

また､チロシナーゼ高活性変異株の固体培養麹の摩砕抽出液は著しい褐変がみら

れたが､H-1株の固体培養米麹の摩砕抽出液は長期間保存しても褐変が起こらず

低褐変性であることを明らかにした｡

H-1株と､比較対照としてチロシナーゼ高活性変異株G-4株を選抜して､実地

スケールでの製麹試験と清酒醸造試験を行い､実用可能性の検討を行った｡製麹

された両変異株の米麹は簡易製麹と同様にグルコアミラーゼ活性が高く､H-1株

麹はチロシナーゼ低活性で､他方G-4株は活性が高く､実地スケールで製造した

麹においても酵素活性の特性が保持されていることを明らかにした｡変異株 H-1
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株とG-4一株の米麹 1g当たりの菌体量は親株の氷上タイプ株と吟香株の菌体量

よりも1mg以上少なかった｡麹菌の菌体に含まれる不飽和脂肪酸が酵母による

香気成分の生成を著しく抑制するため､吟醸酒醸造においては菌体量が少ない

ことが望ましいことが吉沢らによって報告されている 71)｡このことは､両変異

株は香気成分が要求される高級酒の製造に適していることを示唆している｡

両変異株の麹で仕込んだもろみはグルコース濃度が親株と比べて高く推移し､

得られた生成酒のカプロン酸エチル生成量は親株の生成酒よりも明らかに多かっ

た｡このことから､グルコアミラーゼ活性が高い変異株麹によって香気成分の高

い芳醇な生成酒が醸造されることが示唆される｡また､H-1株による醸造後の酒

粕はほとんど褐変が見られず､目的とする低褐変性を備えていることが実地レベ

ルで確認された｡一方G-4株を用いた場合､H-1株で醸造するよりも多量のカプ

ロン酸エチルが生成されたが､得られた酒粕は強く褐変が現れた｡

以上のことから､変異株 H-1株の高グルコアミラーゼ活性と低チロシナーゼ

活性は､清酒醸造実地レベルにおいても再現性があり安定した性質であること

から酒粕を褐変させない実用的に優れた菌株であると考えられる｡

変異株がグルコアミラーゼ高活性となった要因を明らかにするために､Hこ1

株とG-4株の固体培養米麹からグルコアミラーゼを精製して､諸性質を検討し

た｡両変異株グルコアミラーゼの比活性はいずれも約 750-800U/mgで親株と

同等であったが､SDS-PAGE分析による推定分子量は70-95kDaであり､親

株グルコアミラーゼ推定分子量 (65-95kDa)とわずかに異なることを明らか

にした｡これらは､両変異株グルコアミラーゼが一次構造や糖鎖の不均一性に

変化があるものの､活性に重大な影響を与えるような大きな変異は起こってい

ないことを示唆している｡また､親株と変異株のグルコアミラーゼのこれらの

特徴は､秦らによって報告されているA.w yzaeの固体培養時に発現するグルコ
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アミラーゼの比活性及び分子量とかなり類似していた 51)｡両変異株は､グルコ

アミラーゼ遺伝子glaBからのmRNA発現量が親株よりもかなり増加しており､

H-1株は約 2.5-3倍､G-4株は約 22-25倍に高発現していることを明らかに

した｡さらに､精製したグルコアミラーゼタンパク質量から求めた両変異株 1g

あたりのグルコアミラーゼ生産量は親株の場合よりも2-3倍多くなっているこ

とから､両変異株はグルコアミラーゼの比活性が高くなったのではなく､転写

発現が高まって生成量が増加したことによってグルコアミラーゼ高活性になっ

たと考えられる｡

変異株グルコアミラーゼは40℃以上での熱安定性がわずかに低かった｡両変

東棟グルコアミラーゼは構成アミノ酸の組成が親株グルコアミラーゼと異なり､

特に糖鎖の結合部位を構成するアスパラギン酸とセリンがかなり少なかった｡

これらのアミノ酸ほどではないが､糖鎖の結合部位を構成するもう一つのアミ

ノ酸､スレオニンも両変異株グルコアミラーゼで少なくなっていることから､

糖鎖結合モチーフが減り糖鎖量が少なくなっている可能性が考えられる｡これ

は､糖鎖が関わっているとされる熱安定性が両変異株グルコアミラーゼで低下

していることからも裏付けられる｡両変異株グルコアミラーゼの糖鎖は親株グ

ルコアミラーゼ糖鎖と比べてコア構造マンノース当たりの GIcNAcとガラクト

ースの割合が半分以下で､明らかに少なかった.変異株のG-4株はHl1株と比

べてグルコアミラーゼ糖鎖のマンノース当たりの GIcNAcとガラクトースの割

合が少なかったことから､G-4株グルコアミラーゼの方が糖鎖は短い､または

少ないと考えられる.G-4株グルコアミラーゼはH-1株よりTin値がわずかで

はあるが低く､その可能性は高い｡さらに､親株グルコアミラーゼと異なり､

複合型糖鎖に対して作用できない EndoH酵素で両変異株グルコアミラーゼ糖

鎖は完全に脱糖鎖された｡これらのことから､変異株グルコアミラーゼの糖鎖
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は変異によって明らかな変化が生じ､複合型から混成型に変わったと考えられ

る｡

A･oryzaeは､2つの異なるグルコアミラーゼ遺伝子glA 72)と91aB50)を持って

いて､それぞれの遺伝子から性質の全く違うグルコアミラーゼを生産することが

報告されている 51,73)｡両遺伝子の発現特性は､種々の培養条件下で全く異なり､

g:1A 遺伝子は主に液体培養でのみ発現され 74･78)､g:1aB遺伝子は液体培養では抑

制されるが固体培養で大量に発現される66,79)｡チロシナーゼ遺伝子もまた2つの

異なる遺伝子 me1080)とmelB81)遺伝子が存在していて､同様にmelO遺伝子は

液体培養で優先的に発現され 82)､melB遺伝子は固体培養で大量に発現されるこ

とが報告されている.この類の遺伝子セットがA.oryzBeのEST解析においてい

くつかみつかっており83,84).A.wyzBeは様々な培養条件に適合する遺伝子のセ

ットを持つことで､その時々の培養条件に最適な遺伝子を選んでいるものと推測

されている85)｡このグルコアミラーゼやチロシナーゼでみられる遺伝子セットの

培養条件による切換は∴共通の転写発現制御機構によって行われている可能性が

示唆されており86)､これまでに人工変異に去って得られてきた高グルコアミラー

ゼ活性変異株はおそらくその共通の制御機構に変異を受けたために同時にチロシ

ナーゼも高発現したのではないかと考えられる｡しかし､本研究で得られたH-1

株は両酵素の挙動が異なり､グルコアミラーゼのみ高発現していることから､共

通の制御機構には関連しない別の未知な転写制御因子に変異が起こっている可能

性が考えられる｡このことは､チロシナーゼ低活性で糖化力のより強い優れた清

酒麹菌株を育種開発する上でグルコアミラーゼ高発現の機構解明に重要な役割を

持つ菌株であると考えられる｡

以上の結果を総合すると､本研究で育種した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を醸造するのに優れており､特に酒粕が褐変しないH-1
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株は実用菌株としての有用性が高いと考えられる｡H-1株はグルコアミラーゼ

高活性に変異することにより､1)比活性は変わらないが､転写段階でグルコアミ

ラーゼが高発現して菌体当たりの生成量が多くなったこと､2)グルコアミラーゼ

のアミノ酸組成が変化しており､そのため糖鎖の結合部位が少なく､また分岐

鎖が短くなった可能性があること､3)グルコアミラーゼの糖鎖構造が変化した

こと､4)熱変性による残存活性において､グルコアミラーゼの熱安定性が低下

したこと､5)チロシナーゼ活性は親株と同じ低活性であったこと､を一連の実験

で明らかにした｡H-1株のこれらの特徴を模式的にFig.7-1に示す｡これまで

形質転換でしか得られなかったグルコアミラーゼとチロシナーゼが連動しない

麹菌変異株の人工変異による育種開発に本研究で初めて成功することができた｡

148



A.αフ筍e
Parentstrain

:=⇒ :=⇒
g由β meJg

Mutatjon
≡

A.αフ甥ae
MLLtant:汁-1strain

E=;二王 C
g由8 meJB

)

4

9

SakecakeI

Nonel¶elanizatjon

FerTnentation

Fbvor

Highproduction

(Ethylcaproate)

匝 壷 ;言

High

Fig.7-1 DiagrammaticrepresentationoftheroleofA.oryTaemutantStrain(strainH-1)possessing

high gJucoamylaseactivkyandlowtyrosinaseactivkyinthesakebrewing



要約

本研究は､実用株として清酒醸造産業に利用することを目的に人工変異ではこ

れまで得られていなかった低褐変性の高グルコアミラーゼ活性麹菌株を人工変異

によって育種開発し､取得した変異株の清酒醸造における適性や生産するグルコ

アミラーゼの特徴､構造及び発現量について研究を行ったものである｡

Ⅰ.低褐変性のグルコアミラーゼ高活性変異株の育種

親株とする5種類のA.oryzae既存菌株に紫外線照射して変異株を取得し､生

育が良好でデンプン分解能力の高い変異株を 14菌株選抜した｡α米を原料とし

た簡易製麹法により造った麹のグルコアミラーゼ活性はいずれの菌株も親株と比

べて 2-5倍高かった｡加えて､ほとんどの菌株がグルコアミラーゼ活性の増加

にはぼ比例してチロシナーゼ活性が上昇した｡その中でH-1株のみがチロシナー

ゼ活性は親株と変わらず低く､グルコアミラーゼ活性は3.5倍であった｡これと

は対照的にG-4株は両酵素活性が 14株中最大で､グルコアミラーゼとチロシナ

ーゼ活性は親株と比べて､それぞれ4.4倍､36.3倍であった｡ほとんどの変異株

はチロシナーゼ活性が高いために麹摩砕抽出液は褐変したが､H-1株の固体培養

麹の摩砕抽出液は褐変がみられなかった｡以上の結果から､低褐変性､高グルコ

アミラーゼ活性菌株として H-1株を､比較対照としてチロシナーゼ活性の高い

G-4株を選抜した｡
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ⅠⅠ.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

両変異株の麹の温度経過は順調に推移したが､温度上昇の立ち上がりが親株と

は若干異なった｡H-1株は親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｡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と

比べて変異株 H-1株と G-4株の米麹は 2倍以上高かった｡同時に糖化力全体

(Saccharifiingactivity)やG/A比に関しても､変異株米麹は親株米麹よりも2

倍以上高い値を示した｡また､G-4株米麹のチロシナーゼ活性は､H-1株より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｡

両変異株米麹で仕込んだもろみは最後までグルコース濃度が高く､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かった｡H-1

株米麹で醸造した酒粕に褐変は見られなかったが､チロシナーゼ活性の高いG-4

株で醸造した酒粕は褐変がみられ､実地レベルで実証された｡以上の結果から＼

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とことが示唆される｡

ⅠⅠⅠ.グルコアミラーゼの精製と諸性質の解明

両変異株､H-1株とG-4株の精製グルコアミラーゼの分子量は電気泳動度から

70-95rkDaと推定され､両親株の推定分子量と若干異なっていたが､比活性は

両変異株と親株のグルコアミラーゼで大きな違いはなかった｡しかし､両変異株

のグルコアミラーゼの熱安定性は親株よりも低く､G-4株のグルコアミラーゼは
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20min､H-1株グルコアミラーゼは40minの40℃加熱処理で40%以上の残存活

性が認められた｡しかし､両変異株と親株のグルコアミラーゼの Tm 値はほとん

ど同じであった｡また､菌体 1mg当たりの精製グルコアミラーゼのタンパク質

量は親株に対してH-1株が3.1倍､G-4株が2.2倍多かった｡以上の結果から､

変異株のグルコアミラーゼ活性の増加は比活性の上昇ではなく､菌体当たりのグ

ルコアミラーゼの生成量が増加したことによると考えられる｡

ⅠⅤ.グルコアミラーゼの構造解析

変異株H-1株とG-4株のグルコアミラーゼは､糖鎖の結合モチーフを構成する

セリン及びスレオニンの組成量が親株グルコアミラーゼよりも少なかった｡親株

と変異株のグルコアミラーゼの糖鎖は､マンノースとガラクトース及び GIcNAc

から構成され､それらの各単糖の組成量は､いずれの菌株の糖鎖もマンノースの

割合が少なく､主にガラクトースとGIcNAcで占められた｡この糖鎖はハイマン

ノース型ではなく､複合型か混成型であると考えられる｡両変異株グルコアミラ

ーゼの糖鎖は親株の糖鎖と比べてマンノース当たりのガラクトースとGIcNAcが

少ないことから各分岐鎖が短いことが推察される｡また､変異株のG-4株グルコ

アミラーゼの糖鎖は H-1株グルコアミラーゼの糖鎖と比べてマンノース当たり

の GIcNAcとガラクトースの割合が少なかったことから､G-4株グルコアミラ

ーゼの方が糖鎖はより短いと考えられる｡さらに､両変異株グルコアミラーゼは

EndoH処理によって脱糖鎖されたが､親株グルコアミラーゼは脱糖鎖されなか

ったことから､両変異株グルコアミラーゼの糖鎖は混成型に変化したと推測され

る｡
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Ⅴ.変異株のグルコアミラーゼ発現量解析

親株と変異株のグルコアミラーゼ遺伝子からの転写発現量を比較検討するため

にリアルタイムPCRによるmRNA発現量の定量解析を行った｡mRNA発現量

はそれぞれの親株に対してH-1株は約2.5-3倍､G-4株は約22-25倍多く発現

された｡この結果から､H-1株とG-4株は転写段階でグルコアミラーゼの発現量

が増加したことにより､グルコアミラーゼ活性が高くなったことが示唆される｡

本研究により､これまで形質転換でしか育種できなかったチロシナーゼ活性の

低い高グルコア享ラーゼ活性変異株を人工変異で初めて取得することが出来た｡
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