


麹菌の形質転換系の開発と有用菌株の

育種に関する研究

五昧勝也



序論

第 1篇 突然変異による清酒麹菌の有用菌株の育種

第 1章 吟醸酒製造に適した麹菌有用株の育種

第2章 高グルコアミラーゼ生産性麹菌の吟醸酒

ぺージ

6 

7 

製造への利用 20 

第2篇麹菌の分子育種 目

第 1章 麹菌細胞壁溶解酵素の開発と利用 32 

第 1節 Oerskovia sp. CK株による麹菌細胞壁

溶解酵素の生産と粗酵素の諸性質 33 

第2節 麹菌のプ口トプラストの生成と再生条

件の検討 46 

第 3節 染色体DNAの制限酵素切断パターンに

よる麹菌の分類 53 

第2章麹菌の細胞融合 65 

第3章麹菌の形質転換系の開発 90 

第 1節 Aspergillus nidulans argB遺伝子による

麹菌の形質転換 92 



第2節 麹菌由来の選択マーカー遺伝子のク口一

ニング 121 

第3節 麹菌アセトアミダーゼ遺伝子のク口一二

ンクと{憂t性マーカーとしての利用 142 

第4章 形質転換による有用麹菌の育種 176 

要約 197 

発表論文 207 

参考文献 209 

謝辞 215 



麹菌 (Aspergillusoryzae )ホは古くから清酒、醤油や味噌などの醸造産業

において非常に重要な役割を巣たしている生物であって、麹菌なしではわが

国の醸造産業は全く成立しえないといっても過言ではない。そして、これら

の伝統的なわが国独自の醸造食品の製造に必須であるということは、やや大

仰ないい回しではあるが、麹菌の存在によってわが国の食文化が形成されて

いると言えるであろう。また、麹菌は醸造食品製造に深く関わっている微生

物であるとともに、アミラーゼやプロテアーゼなどの酵素剤の工業生産にも

利用されている重要な菌である。これらの重要な意義を担っていることから、

麹菌の生物学・生化学的な研究はわが国で古くから詳細にわたって行われ、

わが国において大きな学問体系を形成してきた130

このような麹菌が、醸造食品の製造において果たしている最も重要な役割

の一つは、原料として用いられる米や大豆、麦に含まれるデンプンやタンパ

ク質の分解に関わる諸酵素の供給源となることである。しかし、単なる酵素

源というだけでなく、麹菌は色調や香気および旨味の付与にも関与しており、

最終的な製品の品質に大きな影響を及ぼす。そのため、それぞれの醸造食品

の分野において、製品の品質改良の目的で有用麹菌の育種がなされてきてお

り、今後も精力的に行われていくことは間違いないであろう。

麹菌の育種方法としては、他の有用微生物と同様、次の4つの手法が考え

られる。すなわち、①人工突然変異法、②交配・交雑法、 ③細胞融合法、④

遺伝子組換え法である。これらの方法にはそれぞれ優れた長所があると同時

に欠点もいくつかあげられている。

これらのうちで、これまで麹菌では主として人工突然変異法が用いられて

きた。特に、醤油用麹菌について、人工突然変異法によっていろいろな有用
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菌株の造成が試みられ、実用上も利用されている。醤油製造においては、麹

菌の生産する酵素の役割が詐細に研究されており、プロテアーゼなどのタン

パク質分解酵素の重要性が明らかになったことから、これらの酵素力価を上

げることにより、原料利用率や収量の向上、また旨味成分のアミノ酸量の増

加につながる。その結果、プロテアーゼ3-6)やペプチダーゼ7)の高生産株が突

然変異処理によって造成されている。これらのうち、プロテアーゼ高生産性

株は実際の醤油製造に使用されている8)。また、製麹中のデンプン消費や発

熱に関与する αーアミラーゼは醤油製造にとって不要の酵素であり 、本酵素

の低生産性株が造成され、実用上有用であることが認められている9)。

一方、清酒製造に関しても麹菌の生産する酵素の役割が詳しく研究されて

いるが、清酒製造では自然、から分離した麹菌株の中から目的にあった株を選

んだものが種麹としてそのまま使われていることが多く、有用菌株の育種が

精力的に行われてきたとはいい難い。しかし、このような中でも、清酒の鉄

混入による着色の原因物質であるデフエリフェリクローム非生産性菌とその

非褐変性株が、変異処理によって造成され10，11)、現在も実際の清酒製造に利

用されていることは特筆すべきものであろう。しかし、そのほかにはメバロ

ン酸非生産性株が人工変異によって造成されている 12，13)のみで、清酒製造に

おいては、麹菌および麹造りの重要さが強く認識されているにもかかわらず、

有用菌株の育種・改良が積極的に試みられていなかった。特に、これまで清

酒用麹菌では負の要因となる性質を欠失させるかまたは減少させることに育

種の主眼点があり、有用な性質を増強させるような試みはほとんどなされて

おらず、今後このような観点にたった育種が行われる必要性は高いと考えら

れる。

麹菌の育種はこれまで人工変異法が主に用いられてきたが、この手法は高

価な設備などの必要がなく目的の性質を持つ菌株の造成には非常に有効では

あるが、変異はランダムに起こるため必ずしも高頻度で目的にかなった菌株

が取得できるとは限らない。また、変異処理によって、生育が遅くなったり 、
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分生子の着生能が悪くなったりするような悪影響も生じ得る。さらに、人工

変異法では麹菌が元来保有している性質一例えばプロテアーゼやアミラーゼ

などの酵素生産性やデフェリフェリクローム生産性などーを増強したり低減

させたりすることはできるが、新たに有用な性質を付与することは不可能で

ある。そこで、外からDNAを麹菌に導入する方法が考えられる。その一つ

の試みとして、優良な性質を持つ麹菌株同士や異なる種のかけ合わせにより、

新たな有用性質を持つ菌株の育種が行われた。麹菌は、酵母(Saccharomyces

cerevisiae)のような有性世代がなく、通常の交配が不可能であるが、菌糸同

士が吻合(anastomosis)により交雑株を形成する、いわゆる準有性世代が知ら

れており、この現象を利用した交雑法が試みられた14，15)。吻合を利用した交

雑法は、かけ合わせることのできる種の組合せに限度があり、 A.oryzaeとA.

sojae、またはA.nigerのように近縁の種に限られるのと、交雑株の得られる

頻度がきわめて低いという欠点があった。一方、最近になってプロトプラス

トを用いた細胞融合法が多く試みられるようになり 16.19)、その大部分は近縁

の種間でのものだが、交雑株の取得できる頻度は大幅に上昇した。さらに、

属を越えた細胞融合も可能で、あることも報告され20，21)、麹菌に新たに有用な

性質を付与するための有力な手法であることが示唆されている。

人工突然変異や交雑または細胞融合法に比べて、直接的に目的とする性質、

特に酵素生産性の増加や欠損ならびに新規酵素の生産性の付与を行い得る画

期的な手法として、近年著しい進展を遂げた遺伝子組換え技術の利用が考え

られる。この方法によれば、目的の酵素をコードする遺伝子を単離し、麹菌

に導入することによって、酵素生産性を増強または新たに付与することが可

能である。その場合に目的とする酵素などのタンパク質をコードする遺伝子

としては、麹菌自身や類似のカビの遺伝子だけでなく 、理論的には細菌から

動・植物の遺伝子も利用することが可能であり 、実質的に生物種の障壁を超

えた有用菌株が育種できる。このような点から、菌体内に導入する遺伝子の

種類を選ぶことにより、どのような性質をもった麹菌株でも造成できるもの
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と期待される。また、不要と考えられる酵素の遺伝子をInVltroで、破壊し、こ

れを麹菌体内に戻してやることにより、他の重要な性質に関与する遺伝子を

傷つけることなく、欠損株を造成することが可能である。このような遺伝子

組換え法を利用して、麹菌と同様に醸造産業にとって不可欠の微生物である

酵母 (S.cerevisiae)においては、基礎的および応用的に非常に多くの研究が

なされており、輝かしい成果があげられている。しかし、この手法を麹菌で

利用するためには、形質転換を行うための基本となる麹菌の宿主 ・ベクタ一

系が確立されている必要があるが、著者が着手するまではそのような系の開

発はなされていなかった。そのため、遺伝子組換え法による麹菌の育種は全

く試みられていなかった。しかし、麹菌以外のカビでは、古くから遺伝学的

研究が進んでいたアカパンカビ (Neurosporacrassa)において 1979年に形質

転換の報告がなされた22)のを端緒に、麹菌と同じカピの仲間である Aspergi

lIus nidulansについても 1983年になってイギリスの 2グループによって青三質

転換系が開発された23.24)。これにより、カピでも酵母と同じように組換えD

NAの手法を用いて分子レベルでの解析が可能であることが示され、麹菌を

はじめとする産業上重要なカピについても同様な系の開発が望まれていた。

著者は、これまであまり精力的に行われていなかった清酒用麹菌の有用菌

株の育種を目的にして、上に述べてきた育種法を用いて、有用清酒麹菌を造

成することを試みることを考えた。まず初めに、人工突然変異法によ って実

用麹菌の育種を試み、次に細胞融合法を用いて異なる株のかけあわせによる

育種の可能性を探った。そして、これらの方法によって有用麹菌株の造成が

可能であることを認めた。しかし、変異や細胞融合の一連の研究を遂行する

上で、得られた株の性質などを遺伝学的に解析しようとしたときに、麹菌に

関しては遺伝学的知識があまりにも不足していることを痛感した。麹菌は、

酵母などとは異なり、有性世代をもたないこと、生育が菌糸状の多核多細胞

の形態で行われ、さらには単細胞形態である分生子も多核であるという遺伝

的解析を行う上で困難な状況をもたらす特徴を備えている。このため、麹菌
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の生理学・生化学的な研究の豊富な成果に比べ遺伝学的な研究は非常に僅か

なものしかなされていなかった。麹菌の育種を今後効率的に遂行するには麹

菌の遺伝学的背景が明らかにされている必要があると考えたが、有性世代が

存在しないなどの理由により古典的な遺伝解析法が利用できないことから、

遺伝子組換え技術を利用して分子レベルで解析することを考えた。また、前

述したように、この技術を用いることによって麹菌の新しい有用菌株の育種

も可能になるものと考えた。そこで、これまで全く試みられていなかった麹

菌の遺伝子組換えを可能にするために麹菌の宿主 ・ベクタ一系を開発するこ

とに着手し、世界で初めて麹菌における形質転換を報告した25.26)。そして、

著者が開発した系を利用することによって、麹菌の分子生物学的研究が開始

され、これまで不明な点が多かった麹菌の遺伝学的な背景が明らかになりつ

つある。このように、 著者の研究は麹菌の分子レベルでの研究のための道を

聞いたものと考える。また、この遺伝子組換え法を利用することによって麹

菌の有用菌株の育種が可能であることを示すことができた。

本論文では第 l篇で人工突然変異法を用いた清酒麹菌の有用菌株の育種の

試みとして、グlレコアミラーゼ高生産性株の改良と吟醸酒製造への利用につ

いて述べた。第2篇では、細胞融合及び遺伝子組換え法による有用麹菌の育

種を目的として、麹菌のプロトプラスト化に必要な細胞壁溶解酵素の検索と

本酵素を利用したプロトプラスト化技術の確立、さらに麹菌の宿主・ベクタ

一系の開発について述べた。そして、これらの技術に基づいて、細胞融合及

び遺伝子組換え法によって実用麹菌株の育種の可能性を検討した。



第 1篇 人工突然変異による清酒麹菌の有用菌株の育種

緒 言

清酒製造に及ぼす麹菌の影響は詳細に研究されており、それらの成果に基

づいて、原らは清酒用有用麹菌として必要とされる性質を次のようにあげて

いる 10，27)。すなわち、 ( 1 )蒸米によく増殖する菌株、増殖速度が速い菌株、

( 2 )アミラーゼ生産量の多い菌株、 ( 3 )プロテアーゼ生産性の比較的弱

い菌株、 ( 4 )メバロン酸を生産しない菌株、 ( 5 )デフェリフェリクロー

ムを生産しない菌株、 ( 6 )種麹製造において分生子の着生が良い菌株、(7 ) 

分生子柄の短い菌株、 ( 8 )米麹を褐変しない菌株、 ( 9 )米麹の香りのよ

い菌株、というように多くの条件をあげている。しかし、当然、のことながら、

これらの条件をすべてクリアするような麹菌株はこれまでのところ見いださ

れていない。そこで彼らは、まずデフェリフェリクロームを生産しない菌株

を人工変異法によって造成し 10)、さらにこれらの非褐変性菌11)やメバロン酸

の非生産性菌12)の育種を試みた。しかし、原らの他には小泉らが同様にメバ

ロン酸の非生産性菌株を変異法によって造成している 13)のみで、麹菌の清酒

製造に果たす役割が重要で、あることはよく認識されているにもかかわらず、

清酒用麹菌での有用菌株の育種は盛んに行われているわけではなかった。

近年の清酒の多様化と高級化の傾向にしたがい、特徴のある酒質を目指し

た清酒醸造が試みられつつあるが、このためには、原料の米の品種や精米歩

合をはじめとして、発酵に関与する微生物である酵母や麹菌の種類が重要な

要因になっている。酵母についてはこれまで泡なし酵母やアルコール耐性酵

母、またエステル高生産性酵母などが育種されているが、麹菌については目

的の酒質に適した菌株の育種はなされていない。このように、清酒の多様化

に対応して、いろいろなタイプの清酒製造に適した麹菌株を育種することは

重要であり、著者は吟醸酒製造に適した有用麹菌の造成に着目し、人工突然、
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変異法によって有用菌株を育種することを試みた。第l章では吟醸酒製造に

適した麹菌が備えていなければならない重要な性質としてグルコアミラーゼ

生産性に着目して、醸造試験所に保存しである麹菌株の中から酵素生産能が

優れている株を選択した。次にこれらの株のうち、優良菌株と考えられた

RIB 642から、酸性カルボキシペプチダーゼ生産性の低い変異株を造成し、

小仕込試験を行って親株に比較して吟醸酒製造により適していることを認め

た。そして、第2章では、この変異株を使用して中間規模の吟醸酒製造試験

を行い、香味の調和がとれた酒質の吟醸酒が醸出できることを明らかにした。

第1章 吟醸酒製造に適した麹菌有用菌株の育種

吟醸酒は、エステルを主体とする果実様の芳香と淡麗な味の調和した高級

酒であり、近年の消費者の高級酒化指向の主体をなしている。優良な吟醸酒

を製造するためには、原料処理からはじまって貯蔵出荷まで非常に神経を使

う必要がある。中でも最も重要と考えられているのが麹であり、特に麹造り

の2日間は精神的にも肉体的にもかなりの負担が伴う。このように吟醸酒製

造において良い吟醸麹を造ることにいずれの杜氏も非常に努力をしているに

もかかわらず、 “良い吟醸麹"の判定には従来から官能的、経験的な評価に

よりなされており、成分や酵素力価等に対してはあまり明らかになっていな

い。これは、原料米の品種や種麹の違いや各地域差や目的とする酒質による

製麹経過の差など多くの要因によって、吟醸麹の成分が異なってくることや、

麹が吟醸酒に及ぼす影響が複雑で、酵母のように吟醸香生成の大小という直

接的で分かりやすいものでないことによる。このように麹の性質は多くの要

因の関与で変わり得るので、 “良い吟醸麹"の定義付けは容易なことではな
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い。多くの要因の中でも重要と考えられるものが、麹菌であるが、樟麹とし

て現在使用されている麹菌は、種麹メーカーが吟醸用に市販しているもので、

これらの麹菌は各メーカーの経験及び実績に基づいて選択されており、その

性質にはそれぞれ差があるものと考えられる。

このような状況の中で、吟醸麹として適した麹菌を育種することは重要で

はあるが、吟醸酒用に適した麹の成分や酵素力価等が明らかになっていない

現状ではどのような性質を備えた菌株を目指して育種をしていくのかが問題

となる。そこで、吟醸酒製造に関するこれまでの多くの報告をもとにして、

原らがあげた条件の他に次のものを備えるべき性質として考えた。 (1 )も

ろみ中及び生成酒の芳香(吟醸香)が高い、 ( 2 )グルコアミラーゼ力価が

高い、 ( 3 )もろみの発酵初期にH2S臭(硫化臭)が認められる、 ( 4 )麹

中のイノシトール、ビオチン含量が少ない、 ( 5 )酸性カルボキシペプチダ

ーゼ、(ACPase)力価が少ない。これらの条件に近い性質を有する麹菌株を選

択・育種することにしたが、その中でも(2 )のグルコアミラーゼ力価が高

いということが最も重要な性質であろうと考えた。

吟醸酒の製造においては、一般に若い突き破精型の麹が使用される上に、

発酵温度も最高 IO~ 12
0Cと低いため、低温で十分発酵し、かつ粕歩合を少な

くするには、グルコアミラーゼ(GAase)力が強いことが必要である。また、

GAaseは。アミラーゼ (α Aase)とと もに、アミロースー脂肪酸エステル複合

体(発酵末期に粕または澱と一緒に沈降する)からエステルを遊離させ、酒

の芳香を高める効果があることが報告されているお)。さらに、もろみ中での

エステル類の生成に関与している酵母のアルコールアセチルトランスフエラ

ーゼ(AATFas巴)の、活性を高く維持するためにもGAase力の強い麹が必要と考え

られる。すなわち、酵母のAATFas巴活性は、グルコース濃度が 1%以下にな

って発酵が遅くなるか停止するとともに急激に低下するが、グルコースがl

~2%以上存在する条件では活性が維持される 29，30)。もろみ中のグルコース

は、こうじのGAaseの作用により蒸米のデンプンから供給されるが、通常の
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もろみでは発酵末期にはグルコース濃度は 1%以下になることが多いので、

GAase力の強い麹を使用することにより、グルコースを高い濃度に保つこと

ができるものと考えられる。グルコースはAATFas巴だけで、なく 、酵母のエス

テラーゼ活性の維持にも関与していることも報告されており 31)、またGAas巴

レベルの高い仕込の方が香気成分の合量が多くなるという報告32)もあり、吟

醸酒に特有の芳香を高める目的で、は麹菌のGAase力は重要であると考えられ

る。

上述したような条件をすべて満足するような麹菌は今までのところ見いだ

されていないので、吟醸酒製造に適した麹菌が備えるべき最も重要な性質と

してあげたGAase生産能に重点をおいて、まずはじめに醸造試験所の保存菌

株の中からGAase生産性の高い菌株を選択し、次にこれらの菌株に対して他

の条件に適合するように人工変異法によって育種 ・改良を行った。

実験方法

1.供試菌株

醸造試験所に保存しである麹菌Aspergillusoryzaeの保存菌株 248株を用い

た。また、清酒の小仕込試験に用いた酵母は協会13号酵母である。

2製麹方法

小規模の製麹試験は岡崎ら33)のシャー レ法によ って行った。すなわち、 小

型のシャーレ(直径 5cm)に精米歩合70%の日米を 5g入れ、 95
0Cで3時間

乾熱殺菌をする。冷却後、 2.5mlの滅菌水に麹菌の分生子を懸濁し、シャー

レ中の日米に接種した。これを相対湿度(悶-1)95%になるよう に6.5%

NaOHを入れた大型シャーレ中に置き、 30
0Cで2日間培養する。また、小仕

込試験用の製麹は、 50gの日米を同様に乾熱殺菌し、 2X 105jm1の分生子懸

濁液を25m1加え、恒温恒湿装置(ナガノ科学(株)LH却 )に32
0C(悶

95%)で引き込んだ。24時間培養後、手入れを行い、以後35
0C(RH 90%)、
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6時間、 38
0

C (町185%)、6時間、 40
0

C (RH 80%)、6時間というように

温度と湿度を調整して培養し出麹した。

なお、日米は精米歩合70%のト|ノド晴を小型蒸米器で、蒸煮し、 一夜熱風乾燥

して調製した。

3.突然変異処理法

麹菌の変異処理は、分生子に対して紫外線を照射することにより行った。

小型シャーレ (直径2cm)に麹菌の分生子懸濁液 (2X106jml)を2ml入れ、

マグネチックスターラー上で撹枠しながら、 20cmの距離から 15Wの紫外

線ランプで5分間照射した。照射後、光修復を避けるために暗箱中で 30分以

上放置し、麹汁寒天培地に懸濁液の適量を塗布した。30
0

Cで 5日間培養し、

変異型の分生子を形成させる。この操作は、麹菌の分生子が多核のために行

うものである。すなわち、紫外線処理を行っても分生子中の全ての核に同一

の変異が起こらない限り 、劣性の変異は表現型として表れてこないが、その

ような確率はきわめて低いと考えられる。そこで、一度完全培地で増殖させ

ることにより、目的の変異が起こった核だけを持つようなホモカリオンの分

生子が形成される可能性が高くなることを利用 した。このプレートに 0.01%

のTween80水溶液 20mlを加え、白金耳で着生した分生子をかきとり、 3

G3 ガラスフィルター(孔径 20~30μm) で漉過し、沈澱を滅菌水に懸濁し

たものを変異処理後の分生子懸濁液とした。

4.カゼイン培地を用いた酸性カルボキシペプチターゼ(ACPase)低生産性変

異株の分離

GAase生産性の高い麹菌は一般的にACPase生産能も高いため、低ACPase生

産性変異株を造成したが、カゼインを主要炭素及び窒素源とする培地を用い

るスクリーニング法を開発した。

変異処理後の分生子懸濁液を一次スクリーニングとして、カゼイン液体培

地に接種し、 30
0C、24時間培養後、 3G3ガラスフィルターで浦過し、発芽

しないかまたは発芽の遅い分生子を集め、麹汁寒天培地に塗布してコロニー
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を形成させる。次に二次

スクリーニングとしてカ

ゼイン寒天培地に単一コ

ロニーからの分生子を接

種し(一枚のプレートあ

たり 6株)30
0

C、3日間

培養してコロニ一周辺に

生じるカゼインの消化円

(halo)を観察し、 halo

が生じないかまたは小さ

表 トl カゼイン府地キIl成

KH，PO， 
Na，HPO，. J2 H，O 
MgSO，.7H，O 
トlaCJ

CaCJ，.2H，O 
FeSO，.7H，O 
Casein 

C;，lsamino acid 

Distil1cd water 

pJ-[ 

平仮2吉地の場合 TrilonX-100 3.0g 

Agar 20.0gを古む

0.3Gg 

1.07g 

O. SOg 

O.1Og 

0.002g 

0.002 g 

4.0g 

0.05g 

J，∞Oml 
5.5 

いコロニーを分離した。なお、カゼイン培地は関根らめの組成のものを用い

た(表 ト1)。また、楽天培地には 0.3%Triton X-IOOを添加することにより

麹菌のコロニーをコンパクトにし haloの大きさを観察しやすくした。以上の

操作手}II買を図 1-1に示した。

よ量的分'1'.[懸樹液 (2x 106jml) 2 ml 

紫"u息 (15W) !~\M. 20cm のiF制[から 5~上 (II イf キ'0.1 - 1 略)

光を遮断して、 30分以 j-)，出in

よ針1'/Ck'lλ品OHJ也に格イ'Ii，30"C， 5 11 Hutj~必

~{証~'1地の分'1'- [を 0.01%Tween W i'ifi世20rnlに懸尚

3 G 3ガラ:A7イJレターでろitl後、 i主心分雌 (30似)rpm. 10分)

カゼイン献体J{1地に桜ji[i 、 30'\: 、 2411.HU~H"

3G3 ガラスフィ jレターでろ過後、必i f-);~^ ・ド-IIi~'\.地に司1イli. 30"C. 3 II IlU~b'" 

カゼイン干-IIi~";地 (0.3% Triton X・100を合む)に1-J前し、 30"C， 3 11 HiJ~\-1'í' 

カゼインのiilイtl'J(halo)のノl、さいコロニーをうf離

製姐 (75%α;t:;)，組の似~;Yf< び併，j.;)J仙iの測定

図 1-1 酸性カルボキシペプチダーゼ低生産性変異株の分離法
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5.麹の酵素力価等の測定

麹に対して 5倍量の 0.5%トJaClを含む 10mM酢酸緩衝液 (pH5.0)を加え、

室温で3時開放置した後、ろ過して粗酵素液として以下の分析に用いた。

1 )グルコアミラーゼ 岩野らの方法34)に従って測定した。すなわち、 2%

可溶性デンプン (M巴rck)溶液 1ml に0.2M酢酸緩衝液 (pH5.0)を0.2ml 

入れ、これに粗酵素液 (透析したもの)を 0.1ml加えて 40
0

C、20分反応さ

せた。2N NaOHを0.1ml加えて反応を停止し、 30分放置後、 2N HCl 0.1 ml 

を添加して中和する。この反応液中に生成したグルコース量をグルコスタッ

ト試薬(藤沢薬品)を用いて定量した。活性の l単位 (U)は、 400C、1時

間で 1mgのグルコースが生成する活性で表わした。

2)トアミラーゼ 国税庁所定分析法35)に従って測定した。1%可溶性デ

ンプン (Merck)を含む 40mM酢酸緩衝液 (pH5.0) 2 mlに0.1mlの粗酵

素液を加え、 40
0

Cで反応させた。経時的に反応液を 0.1mlとり 、10mlのヨ

ウ素溶液 (0.01% KIz、 0.00317%Iz)に加えてよく混合し、 670nmの透過率

を測定した。透過率が 66%に達する時間 (t)を求めて Wohlegemuth値とし

て活性の l単位 (u) を次式より算出した。

日アミラーゼ活性 (U/ml)= 600/t 

3)酸性カルボキシベプチダーゼ 中台らの方法36)を改良した岩野らの方

法37)に従って測定した。 0.5mM  N-carbobenzoxy-L-glutamyl-しtyrosineを含む

50mM酢酸緩衝液 (pH3.0) 1 mlに粗酵素液 0.1mlを加え、 30
0C、20分反応

させた後でニンヒドリン溶液 0.5mlを加えて反応を止めた。 j弗騰水中で、15

分間加熱し、冷却後 60%エタノール 5mlを加えて混合した後、570nmの吸

光度を測定した。活性の l単位 (U)は、 30
0

C、 1時間で lμgのチロシン

を生成する活性で表わした。

4)酸性フ。ロテアーゼ 国税庁所定分析法35)に従って測定した。 2%カゼイ

ン (Merck)溶液 1.5mlにO.IMMcilvaine緩衝液 (pH3.0) 1 mlを加え、粗

酵素液 0.5mlを添加して、 3S
0

C、1時間反応させる。0.4M トリ クロル酢酸
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を3ml加えて反応を止め、ろ紙を用いてタンパクのiti肢をろ過して除く。

ろ液 1mlに0.4M Na2C03 5 mlを加え、さらに 5倍に希釈したフェノール試

薬 1mlを加えて 38
0
Cで 30分放置した後 660nmの吸光度を測定した。活性

のl単位 (u)は、 38
0

C、1時間で lμgのチロシンを生成する活性で表わ

した。

5)デフエリフェリクローム 佐藤らの方法38)に従って測定した。透析前

の粗酵素液2mlにクエン酸緩衝液 (pH4.0)を0.2ml加え、さらに 500ppm 

塩化第二鉄溶液 0.2mlを加えて、 40
0
C、1時間反応させた後、 430nmの吸

光度を測定した。

6)麹の褐変性 麹の抽出残査を油紙上に一夜放置して、褐変の度合を観

察した。

6.小仕込試験

表 1-2に示した配合で、

総米200gの小仕込試験を

行った。原料米は日本晴

の70%、50%精米歩合の α

米を使用した。品温経過は

70%の場合は添仕込15
0
C、

仲仕込100C、留仕込8
0
C、

表 1-2小仕込試験の仕込配合

添 N・ 伺 ~r 

t立 米 35 65 1∞ 2∞(R) 
桝 米 25 50 80 155(N) 

時 米 10 15 20 45(N) 

i且 水 52 78 1:1口 2∞(ml) 
庁，U年に協会13号アンプル昨母 0.5ml，加工水 (K!-!，PO，1. 3g. NaCl 
O.25g.乳M 6ml/1∞ml) 2mlを百:加した。

以後1日1oc昇iilitし、最高150Cとした。 50%の場合は、添仕込130C、仲仕込
lOOC、留仕込7

0
Cとし、以後徐々に昇温し 6日目で最高100Cとした。発酵経

過はC02減量で収Ij定した。

実験結果

1グルコアミラーゼ力の強い吟醸酒用麹菌の選択

上述したような吟醸酒用有用麹菌として備えているべき条件を満足する菌
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株は今までのところ見いだされていないことから、以前に原らがデフェリフ

ェリクローム非生産性株を造成したときと同様に、醸造試験所に保存されて

いる保存菌株から選択と変異処理によって有用菌株を造成することを試みた。

はじめに吟醸酒用有用麹菌として最も重要な性質として考えた GAase生産

性に着目して、醸造試験所の保存菌株 248株の中から GAase力価の高い株を

スクリーニングした。まず、小シャーレを用いて 5gのα米で麹を造り、

GAas巴力が市販の種麹に比べて 2 ~ 4 倍高い麹菌 1 2 株を選択した。 これら

の株は全て ACPas巴が非常に強く、また褐変性を示したが、このうち出麹の

香りが良く、蒸米での生育がよい 6株について再度。米で麹を造り、各種の

酵素力価、出麹の状貌ならびに香り、褐変性を調べた(表 1-3)0 GAaseは

RIB 333とRIB642株が高く、市販種麹の約 5倍の活性を示した。しかし、

RIB 333は出麹の香りが悪い欠点があった。 一方、 RIB642は蒸米での生育

も分生子の着生も良く、出麹の異臭も認められず優良菌株であるが、分生子

柄が長く ACPas巴が非常に強い欠点がある。そのほかの4株についても、

GAaseは強いものの出麹の香りにカピ臭や茸臭が認められ、有用菌株として

は不適当と考えられた。

表 1-3 グルコアミラーゼ高生産性麹菌株による米麹の諸性質

la勺寸時可吟seACEa吋炉同忌寄り!信子
RIB 333 1，250 530 3，010 10，230 制告J 政府 ・立 長

338 510 350 4，670 14，260 掛 t~破柿 ・ 穿1
長

吾 ・カピ奥

601 1，060 310 3，540 13，150 時やや総政支 ・
票害 ']:1 短

642 1，620 430 3，250 16，490 4件 総殿m・低
い~寄 Q 

643 1，060 320 3，730 l!，760 +件 やや総~Hn
-カビ央 中

1186 1. 210 370 3，770 13，550 4件総mm・ヵ
ピ臭 民

市販① 820 l!O 2，220 7，170 土 普段杓 ・烹
-老昏

市販② 720 90 1，760 6，490 土 雲散m・栗
.4ニじtι'" 

• UJg.α米 (70%)
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さらに、これらの菌株を用いて製造した麹を用いて、総米 200g (70%α米)

の小仕込試験を行ったが、もろみ中での香り(吟醸香)は RIB642が最も高

かった。これらの結果から、 GAascの強い吟醸酒用優良株として RIB642を

選択した。

2.吟醸酒用有用麹菌株の造成方法

優良株として選択した RIB642株は ACPase力価が高く、そのままでは清

酒中のアミノ酸含量が多くなり 、淡路な味の吟醸酒製造には適さないため、

変異処理により ACPas巴力価の低い株を造成した。

実験方法の項で述べたように、 RIB642株の分生子に紫外線照射による突

然変異処理を行った。この時の処理条件で生存率は約 0.1%になる。 一旦、

麹汁培地のような完全培地で分生子を着生させた後に、カゼイン培地を用い

てACPase低生産性の変異株をスクリーニングした。すなわち、カゼインを

主要窒素源とする液体培地(表 ト1)に分生子を接種し、300C、24時間培養

した後、ガラスフィルター 3G 3でろ過して、 ACPase等のタンパク質分解

酵素活性が低いために生育速度が遅くなり菌糸がほとんど伸びていない株を

選択的に濃縮した。濃縮した分生子をおもに含む懸濁液をカゼインを含む寒

天培地に塗布し、消化円の小さい株を選択した。 この操作によ り、ACPas巴

低生産性変異の候補株が約 50株得られた。 これらの株について日米で麹を

造り、麹の諸性質を調べた

結果、蒸米で生育のよい菌

株は全て褐変性を示したが、

ACPaseが親株の RIB642の

約50%と弱く 、GAaseが親

株とほとんど変わらない菌

株が3株得られた。これら

表 1-4 酸性カルボキシペプチダーゼ(ACPase)低生産

セl一変異株による米麹の諸性質

• u/gα 氷 (70%)

の株による麹の諸性質を表 1-4に示したが、この中でACPas巴が最も弱く

GAaseが強い RIB642-12株を有用株として選択した。本菌は親株よりも分生
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子柄が短く、突き破精型の麹となり他の 2株に比べて出麹の香りも良かった。

このように選択された RIB642-12株は優良菌株と考えられたが、前に上

げた条件の全てをまだ満足するものではない。すなわち、褐変性が強くデフ

ェリフェリクローム生産性も高い。そこで、再度紫外線処理して約 50株を

分離し、白米で麹を造り、褐変性が親株より も弱い菌株として RIB642-12-A 

-Hの8株を分離した。このうち、 2株(C，F)は性質が不安定で、あったため除

き、8株について 50%精米歩合の日米を用いて麹を造り、その諸性質を調

べた。その結果をに示したが、 ACPaseは 12-B株が親株と同様に高くなって

おり、おそらく復帰変異と考えられるが、その他の株はいずれも親株の約半

分の強さであった。特に、 12-H株は約 10%と非常に弱かった。一方、

GAas巴は 12-H を除いて、親株の 80~90 %の強さで市販種麹の 3~4 倍の値

を示した。また、 aAas巴及び APaseともに 12-B以外はいずれも親株よりも

低かったが、市販種麹よりもやや強い活性であった。褐変性に関しては、

12・H株が市販種麹と同様にほとんど褐変性を示さず、12-Aと12-Eも褐変性

は弱かった。このうち、 12-Hは低 ACPas巴生産性のため、蒸米上での生育が

遅いので、出麹の時点では他の菌株に比べて生育が不十分で、あったことから、

褐変性がほとんど現れなかったことが考えられる。 12-Hは蒸米上での生育が

遅いので、実用的には使用しにくいものと考えられる。

表 1-5 RIB 642株からの変異株による米麹の諸制質

|αAasc. J GAa叶APase'IAcpa吋 DF"I何変位
RIB 642 1，130 

642-12 900 

12-A 730 

12-B 1. 040 

12-D 710 

12-E 870 

12-G 890 

12-H 370 

市販 ① 1.10 

市販 ② 560 

• u/gα 米 (50%)
.. ppm 

440 

370 

310 

370 

2卯

340 

350 

120 

90 

110 

2，340 10，560 160 制十

1，7∞ 4，250 160 -111-

1，810 4，990 120 + 
2，1∞ 9，940 150 

* 1，650 3，540 150 廿

1.5ω 4，8∞ 100 + 
1，280 4，420 170 

* 850 1，500 60 土

1，270 3，即日 130 土

1，930 3，420 180 土
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以上の結果から、有用菌株として、 12-A及び 12-Eが適当であると考えた。

3. RIB 642変異株を用いた吟醸小仕込試験

RIB 642とその変異株ならびに市販種麹を用いて製造した麹を使用して、

総米 200gの吟醸小仕込試験を行った。発酵経過を図 1-2に、生成酒の一般

成分を表 1-6に示した。

642 

6'12-12. 

350 

言40
t< 
~ 30 

ts出g20 

10 

10 14 17 19 20 

日以(日)

図 1-2 r吟自主小仕込試験の発酵経過

642-12-B-Gの発酵経過はいずれも 642・12と 12-1-1の'Pll.lJだったので省略した。

RIB 642及びその変異株は、いずれも GAas巴が市販種麹に比べて強いために、

発酵速度が速く、また留後 5~8 日目に硫化(出S) 臭が認められた。硫化

臭の発生は、 GAaseによりグルコースの供給が多く 、酵母の増殖が旺盛にな

ったために、ビタミン不足となったことで生じたことも考えられ、麹菌のビ

タミン生産が少なかったことによるものなのかは明らかでなく、今後ビタミ

ン類の定量等の必要があると考えられる。もろみの香りは、 10日目以後で

12-Aと12-Hが良好で、あった。

生成酒のアミ ノ酸は 12-Hが最も低かったが、これは ACPas巴力価が小さかっ

たことによるものと考えられた。酸度は 12-D，Eが低い傾向にあった。生成

酒についての利き酒の結果から、味、香りともに 12-Aが最も良く、ついで、

12-Hが良好であった。なお、市販種麹で製造した麹は一般にひねすぎていた
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吟自主小イ上込試験の生成酒の一般成分表 l・6

マー ， ， 樹君 t自

民|色、企IODgo ! (l- ，~ ) 
I i¥." 法/

R 1 P， 6~ 2 ー7.3 16.1 2.0 3 

6.1-12 一10.7 15.2 2.2 1. 4 0.020 2 
12-A +4.2 16.0 2.1 1.3 0.016 l 

12-B ー7.3 15.3 2.3 1.3 0.021 3.5 

l~-D +1.4 15.4 1.9 1.1 0.021 2.5 

12-E +3.7 15.0 1.9 1.2 0.021 1.5 

12-G +3.0 15.0 2.3 1.3 0.021 2 

12-H +5.5 14.7 2.2 0.9 0.014 1.5 

市 販 a +6.0 13.8 2.2 1.5 0.023 3 

市販 b +3.2 14.8 2.4 1.5 0.023 2.5 

市阪 c 土O 14.9 2.4 1.5 0.023 3 

t
 

zu 

コレ
レ
ア
-
皮泊本口M

変g(抹:20日もるみ市販祖泊:22日もろみ

ためか、酒質はあまり良くなかった。また、GAaseが弱かったため発酵が遅

れ、 642系のもろみより発酵期間を 2日長くしたが生成アルコールも少なか

った。データは示さなかったが、生成酒の香気成分の分析結果からは、 642

系は市販種麹に比較してイソアミルアルコール等のアルコール類が少なかっ

カプロン酸エチル含量が高かた。また、酢酸イソアミルは大差なかったが、

った。上に述べた結果から、吟醸酒製造に適した有用菌株としてRIB642-12-

A株が最も適していると考えられた。

察考

吟醸酒製造に適した麹菌の有すべき重要な条件のーっと してグルコアミラ

ーゼ(GAase)生産性が高いことに重点をおき、保存菌株の中から GAase高生

産菌を検索し、 小仕込試験を行って優良菌株として RlB642を選択した。こ

の株を用いて製造した麹の GAase力価は市販種麹を使用したものに比べて約

アミノ酸生成に関与する酸性カJレボキシペプチダ4倍と非常に高かったが、

ーゼ (ACPase)力価も 2倍以上と高くこのままでは吟醸酒製造に向かないと

考え、変異処理によって菌株の改良を行った。
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変異処理は紫外線による分生子への照射を行ったが、目的の変異株を取得

するためにスクリーニング方法をて夫した。一つには、麹菌の分生子には核

が複数 (2~ 4個)存在することから、変異処理を行って直ちに濃縮または

選択操作を行っても、劣性の変異の表現型は現われてこない。そこで、 一旦

完全培地で分生子を着生させて変異型の分生子を形成させた後で、選択培地

でのスクリーニングを行うことにより 、変異株の取得率を高めるられること

ができた。この手法は第2篇で述べるアミノ酸要求性変異株の取得の際にも

非常に役立った。二つめは、 ACPase低生産性株のスクリーニング方法とし

て、カゼイン培地による選択法を採用したことである。すなわち、 ACPase

が低い株は生育が遅いと考え、 l次スクリーニングとしてカゼインを含む液

体培地で培養し、ろ過法によ って濃縮した。次にカゼイン寒天培地での消化

円の大きさによる 2次スクリーニングを行った。著者らは、さきにACPase

の低い麹菌が蒸米上での発芽が遅れることを利用して ACPase低生産性変異

株を取得することを試みたが、この方法では 2次スクリーニングとして得ら

れた候補株を用いて l株ずつ麹を造り 、その ACPase活性を測定するため、

操作が煩雑であり分離効率が悪かった39)。一方、今回は2次スクリーニング

としてカゼイン寒天培地での消化円の大きさを目安としたので、操作が容易

になった。カゼイン培地での消化円の大きさは、本来は酸性プロテアーゼ

(APase)力と比例するものと考えられる。しかし、麹菌では、 ACPaseと

APaseの生産性に相聞が認められており 40)、消化円の小さい菌株を分離すれ

ば、その中に ACPas巴低生産性株が含まれている可能性が高いと考えられる。

実際にもこのカゼイン培地による選択法により「製麹一酵素力価測定」とい

う煩雑な操作を数多く繰り返すことなく 、多くの菌株の検定が容易にできた。

このような手法の改良により、目的に近い変異株が取得できたが、難点を

言えば、まだ完全に非褐変性の菌株が得られなかったことがある。ここで分

離した RIB642-12-A株からさらに変異処理によって非褐変性の菌株の造成

を試みたが、非褐変性の株の効率的な濃縮方法がなく、スクリーニングが大
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変であった。この操作で非常に褐変性が弱くなった株は取得できたが、

GAase生産能と増殖性が悪く なっており 、目的にかなう株は今のところ得ら

れていない。

著者らは GAase高生産性の有用菌株の造成を、もともと生産性が高い菌株

を出発点としてこれに変異処理で不要な性質を低下させる方法をとったが、

別の方法として実用株から GAas巴生産性の高い株を変異処理によって取得す

るものが考えられる。秦らは、この手法で RIB647から GAase高生産性変異

株を造成している41)が、得られた株は GAaseだけでなく他の酵素生産性も高

くなっていたという。今のところ GAaseだけが高生産になった株は取得でき

ていないようであるが、このような試みも行っていかねばならないと考えて

いる。

第2章 高グルコアミラーゼ.生産性麹菌の吟醸酒製造への利用

第l章で述べたように、吟醸酒製造に適した麹菌の有すべき重要な条件の

ーっとしてグルコアミラーゼ(GAase)生産性が高いことに重点をおき、醸造

試験所の保存菌株中から GAase高生産菌をスク リーニングした。いくつかの

GAase高生産性菌株を用いて麹を製造し、さらに小仕込試験を行い、麹の諸

性質及び小仕込もろみでの芳香の発生等を考慮して、RIB642株を優良菌株

として選択した。しかし、 RIB642は酸性カ jレボキシペプチダーゼ(ACPase)

生産性も高く、そのままでは吟醸酒製造に適さないので、紫外線処理により

ACPas巴生産性が約半分に低下した変異株 RIB642-12を造成した。さらに、

この菌に紫外線処理を行い、親株に比較して褐変性が弱く、吟醸小仕込試験

においてもろみ中及び生成酒での吟醸香が高い RIB642-12-A株を有用菌株
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として選択した。

このようにして選択した有用菌株は、実験室レベルでの小仕込試験では、

市販種麹を用いた場合に比較しでも優良な酒質の吟醸酒が製造で、きる可能性

が示されたが、実際の清酒製造規模での有用性を確認しておくことは重要で

ある。そこで、総米 150kgの中間工業規模での吟醸酒の仕込試験を行った。

実験方法

1使用菌株

菌株は有用菌株として選定した RIB642-12-A株を使用した。また、変異

株の中で特に ACPas巴力価の低かった RIB642-12-H株も使用した。なお、仕

込に用いた酵母は協会 13号酵母である。

2仕込方法

仕込配合を表 1-7に示した

が、総米150kgで、原料米は日

本晴の精米歩合50%を用いた。

白米はすべて熊谷の方法的に

より白米水分を 15.6~16.8% 

になるように調節して使用し

表 1-7 吟醸酒仕込配合

l吉司Z7玉11'1';;-r伺添l

jJF同日
目卜

15日 (kg)

120 (kg) 

30 (kg) 

210 (1) 

50 (1 ) 

た。なお、酒母は高温短期速醸で、 12-Aを用いた麹を使用した 2本分の大

きさの仕込で、添時に 12-Aと 12-Hのもろみに分割した。

3.麹の酵素力価等の測定

第l章に記した方法によった。

4麹中のイノシ卜ールの定量

イノシトール要求性の酵母 Zygosaccharomycescidri IFO 1684を用いたバイ

オアツセイ法によった。すなわち、麹 2gを20mlの蒸留水中で 1000C、10

分加熱抽出し、その遠心上清を1!1Ti菌鴻過後、イノシトール定量用培地 4.5ml 
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に対し 0.5ml 添加する。これに YPAD培地で前培養したZ.cidriを0.8% 

NaClでよく洗浄した後接種 表 1-8イノシトール定量用培地の組成

して30
0C、40時間静置培養 ー

し、 660nmの吸光度を測定

した。これとは別に、イノ

シトーjレを添加した培地を

用いて求めた標準曲線から

麹中のイノシトール量を算

出した。なお、イノシトー

一 一一一Vitamin-free Yeast Base (Difco) 1. 67% 

Vitamin Assay Casamino Acid (Difco) 0.5% 

Vitamin soh且tion・ 0.1%

pH 5.5 

• Biotin 2mg 

Ca. Pantotheinate 2∞mg 
Pyridoxine.HCl 40mg 

Niacin 40mg 

Thiamin・HCl 40mg 

Distilled water 1∞ml 

ル定量用培地の組成を表 1-8に示した。

5.麹中の菌体量の測定

第2篇第 l章で述べる Oerskoviasp.の生産する麹菌細胞壁溶解酵素を使用

して、遊離する N-アセチルグルコサミン量から麹菌体量を算出した。

6.もろみ、生成酒の成分分析

一般成分については、国税庁所定分析法35)によった。グルコースはグルコ

スタット法により測定した。また香気成分についてはヘッドスペース法的に

よって分析した。

実験結果

1.製麹経過と麹の諸性質

図ト3にRIB642-12-A株を使用した仲・留用麹の製麹経過(製麹時間 40

時間)を示した。酒母麹及び添麹も同様の経過をとったが、製麹時間はそれ

ぞれ47時間、 43時間と長くした。小仕込試験の時と同様に 12-A株は蒸米

での生育がよく麹は造りやすかった。一方、 RIB642-12-H株は蒸米での生育

が遅く添麹で 48時間、仲・ 留麹で 46時間を要した。麹の酵素力価等の諸性

質を表 1-9に示したが、ここで大吟麹とあるのは、精米歩合 50%の山田錦
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を使用した総米 400kgの醸造試験所の吟醸仕込で製造した麹であって、 市

販種麹を用いた麹の対照として示した。

日/1，却J ~:l' 1<1' 11: :1: 
JFI で 11:I!!(' 

し J';{I: t!! 

い I I I '1' I 
υ40r 

日 35r
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44(iI'ji::j) 
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Q
H
 

t
i
 

24 6 12 18 
14 20 2G 32 
(irjlWf担 612-12-川1:)

18 
R 

図 1-3則B642-12-A株の製麹経過

l_l:__賓と

吟醸仕込に使用した麹の諸性質表ト9

12-A株による麹は、市販種麹を使用した大吟麹と比較して、 GAas巴が約3

倍、 ACPaseは約 1.5倍の強さであった。酸性プロテアーゼ(APas巴)と a-アミ

ラーゼ(ロAase)はほぼ同じかやや強い程度であった。一方、 12-H株の麹は、

GAas巴は大吟麹の1.5倍と高かったが、 ACPas巴は半分以下と弱く、 ロAase

もAPas巴も低かった。菌体量は 12-Aの麹では市販種麹を用いた吟醸麹とほ

ぼ同じであったことから、蒸米での増殖は順調であったと考えられる。しか

し、 12-Hでは製麹時間を長くとったにも拘らず、菌体量が少なく、蒸米での

生育が遅かったことが示された。またイノシトール含量は、 12-Hと大吟麹で

は大差無かったが、 12-Aでやや多かった。褐変性については、 12-Aのみでも
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認められた。

第l章であげた有用吟醸用麹菌として備えるべき性質と考え合わせると、

12・A株は蒸米での生育が良く 、GAase力が強く、分生子柄が短く分生子の着

生も良い。褐変性と ACPaseがやや強い欠点はあるが、有用麹菌であること

が中間工業規模での試験でも立証できた。ただ、蒸米での生育が良かったた

め、製麹時聞が40時間と短かったにも拘らず、イノ シトール含量からみて

やや老ね麹タイプとなり 、 もう 2~3 時間ほど出麹時期を早めても良かった

と考えられる。一方、12-H株は ACPase力が非常に弱く 蒸米での生育が悪く

実用的に利用するには不適当と考えられた。

2.吟醸酒母経過

表ト10に 12-A株の麹を使用した酒母の経過を示した。

表 1-10 吟醸酒母経過

用
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ボーメの切れ方は正常で、あったが、本菌は GAaseが強いために直糖の変化

が特徴的であり、ボーメの割に直糖が多く、最高 25.6%、分け時に 14.5%(ボ

ーメ 7.1)であった。 GAas巴の強い麹を使用した場合、分け操作時期を従来

通りボーメで決めるべきか、残糖量で決めるべきかは今後の問題点であろう。

3もろみ発酵経過

添仕込 13
0

C、踊 13
0

C (ボーメ 8.8、酸度 2.5、アミノ酸度 0.9、直糖 14.2%)、

仲7
0

C、留 6
0

C、3日目 7.5
0

C、5日目 9
0

C、10日目 10
0

C、以降 17日目まで

IOOCを維持し、 18日目 9
0

C、上槽前 (20日目)8
0

Cの通常の吟醸もろみの経

過をとった。もろみの成分変化を図 1-4に示した。ボーメの減少ならびにア

ルコールの生成経過は正常であった。しかし、酒母と同様、直糖とグルコー
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ス濃度は普通の吟醸もろみのそれらよりも高く、アルコール添加前で日本酒

度が -3で直糖が2.6%、グルコース 2.3%含まれており、日本酒度の割に甘

い酒となった。

もろみ中での香気成分の代表的な酢酸イソアミ lレ (i-AmOAc)とカプロン

酸エチJレ (EtOCapro)の消長を図 1-5に示した。もろみ末期のi-AmOAcの減

少が緩やかであり、 EtOCapro含量が高く、香りのよい吟醸もろみであった。
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図 1-4 吟自主もろみ発酵経過
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図 1-5 吟自主もろみの香気成分等の変化
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また、もろみ中の GAas巴活性は高く推移し、アルコール添加前で 8.4U/ml 

を示し、普通の市販種麹の吟醸もろみが約 3~5 U/mlであるのに比べて高い

値になった。麹の GAase活性が強いともろみ末期になっても本酵素の活性は

高いレベルを維持していることが示唆された。

4.生成酒の成分

生成酒の一般成分を表ト11に示した。 12-H株を使用した酒は麹の酵素力

価が全般に低かったため、日本酒度が+8.4となった割にアルコールの生成が

少なく、特にACPaseが低かったことから、アミノ酸度が少なく味はきれいで

はあるが、幅がない酒質の酒であった。一方、 12-A株を使用した生成酒は、

麹の GAase力が強かったので、もろみの成分と同様に日本酒度の割に直糖、

特にグJレコース濃度が高く、すっきりした甘味を感じる酒質となった。また、

香気成分の含量も多く、吟醸香の高い香味の調和した酒となり、官能審査で

もよい評価を受けた。 12-A株の麹はGAaseをはじめとして酵素力価が高かっ

たこともありもろみ中で蒸米がよくとけ、もろみ期聞が20日と短かったに

も拘らず、粕歩合は 43% と少なかった。

表 ト11 吟酸生成酒の一般成分

642-12-A 6.12-12-H 

日 本 沼 民 +5.5 +8.4 

7 ，"ョール (%) 18.3 16.4 

殴 度 (ml) 1. 44 1. 40 

アミノ限度 (ml) 1. 16 0.83 

グルコース (%) 2.2 1.7 

直 杷 (%) 2.5 2.1 

粕 歩 合 (%) 43.0 55.1 

iso-Butyl alcohol (ppm) 49.7 49.6 
iso-Amyl alcohol (ppm) 129.0 128.0 
iso-Amyl Acetate (ppm) 4.4 3.1 
Ethyl Caproate (ppm) 2.4 1.3 

E/A 3.4 2.4 



考察

ここでは、造成した有用麹菌変異株2株を用いた中間規模の吟醸酒製造試

験を行った。このうち、酸性カルボキシベプチダーゼ (ACPase)の生産性が

低いに差のある 642-12-H株は、 実際の製麹工程で蒸米での生育が悪く実用

には不適当と考えられた。一方、 642-12-A株は、市販種麹に比べ約3倍のグ

jレコアミラーゼ (GAase)活性があり、蒸米での生育及び分生子の着生が良

好で、製造した麹にも異常臭が認められない優良な菌株であった。しかし、

麹の褐変性は親株の RIB642よりは弱かったものの、若干残っており、

ACPaseもやや高かった。また、イノシトール含量がやや多く、栗香も低か

った。

欠点はまだ少し認められるが、今回の吟醸酒仕込試験の結果、本菌を使用

して良質の吟醸酒が製造できることが明らかになった。特に、高 GAaseのた

めに生成酒のグルコース含量が多く、日本酒度の割にすっきりとした甘味を

感じる酒質になったので、新しいタイプの吟醸酒として普及する可能性があ

ると考えられる。さらに、粕歩合が43%と発酵期間が短かったにもかかわ

らず、少なかったことから、経済性のよい製造法であると考えられる。また、

今回の試験では生成した酒粕はほとんど褐変しなかったが、642-12-A株には

若干褐変性が残存しているので製麹法によっては褐変する可能性もある。し

かし、吟醸酒製造で生成してくる粕は通常の場合市販には向かず、普通酒の

仕込の際に粕四段として利用されることが多いので、僅かの褐変はそれほど

問題にはならないであろう。

もろみ及び生成酒の香気成分の含量としては、酢酸イソアミルはこれまで

の吟醸酒と大きな差は認められなかったが、カプロン酸エチJレはやや高い傾

向があった。このためか、上立ち香よりも含み香の方が吟醸香として強く感

じた。高GAaseの麹菌を用いて製造したもろみでは、発酵後期になってもグ

ルコース濃度が 2%以上も存在し、これが酵母のアルコール ・アセチルトラ
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ンスフエラーゼの活性を高く維持するのに効果があったのではないかと考え

られるが、今回は酵母の酵素活性を測定しなかったので、今後この点につい

て検討したいと考えている。



第2篇麹菌の分子育種

緒 E

有用麹菌の育種方法としては、これまで第 l篇で述べたような突然変異処

理による方法が最も一般的に利用されてきた。この手法は特別な設備や装置

を必要とせず、目的の菌株を効率的にスクリーニングすることができるよう

な工夫さえすれば、有用菌株の造成が有効にできるという長所がある。しか

し、特に麹菌のように分生子も多核であるような菌では、突然変異処理によ

って目的の株を造成することは容易ではない。すなわち、麹菌では菌糸及び

分生子中に核がいくつも存在し、紫外線や化学物質の処理によりその一つの

核にある染色体の遺伝子に劣性の変異を引き起こしても、他の核の相当する

遺伝子が正常ならばこの変異は表現型として現われてこない。 そのため、第

l篇で述べたようにいったん完全培地で分生子を形成させることにより、変

異型の核だけが含まれている ような分生子が生じることを期待しなければな

らない。また、人工突然変異はランダムな変異が起こり 、その大部分は好ま

しくない方向への変異であるため、目的の菌株を効率よく取得するためには、

なんらかのスクリーニング方法を確立しておくことが必要で、ある。さらに、

このような変異処理によってもともと麹菌の実用菌株が有している優良な性

質が損なわれることも多く、新たな育種方法の開発ならびに利用が期待され

ている。

これらの一つに細胞融合法があり 、異なる性質を持つ実用菌同士を融合さ

せることにより両者の総合的な性質を兼ね備えた株の造成が可能である。こ

の手法は性的交配とは異なり、近縁の種間だけでなく分類学的にかなり隔た

りのある菌の間でも交雑株を作ることができる可能性もある。そのため、人

工変異で、は不可能であった新規の性質を付与された有用菌株の造成が期待で

きる。また、細胞融合法では、二つ(またはそれ以上)の菌の有している全
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遺伝情報がミックスされ、ヘテロな状態で安定化するか、または核融合後に

染色体問での組換えが起こることでいろいろなタイプの菌が育種できる可能

性がある。特に、後で述べる遺伝-f紐換え法が、 一遺伝子かまたは数遺伝子

の情報のみを導入することしかできないのに対して、細胞融合法では菌が有

している全部の遺伝情報が導入されるので、いくつもの遺伝子が関与する複

雑な細胞全体の持つ性質を他の細胞に導入できるという特徴がある。このた

め、麹菌の育種においてもこの手法の有用性が検討されつつある。

またもう一つの有用な育種方法として近年急速な進展を遂げてきた遺伝子

組換え法がある。この方法によれば、ある有用な酵素遺伝子を多コピー菌体

内に導入することが可能であり、得られた形質転換体は目的の酵素を大量に

生産することが可能であると考えられる。また、ここで用いることのできる

遺伝子は麹菌の近縁の微生物のものに限られるわけではなく、原則的には全

生物種の遺伝子が利用可能である。そこで、麹菌自身の有用酵素の生産性の

増強だけにとどまらず、麹菌の菌体外へのタンパク質の分泌能力の高さに依

存した異種生物由来の有用タンパク質の生産にも期待がもたれている。さら

に、このような遺伝子導入の結果生じる遺伝子増幅効果による生産性の向上

とは別に、これまで人工変異等で欠損させていたような実用上好ましくない

性質に関与している遺伝子を組換えDNA技術を利用して破壊 ・不活化する

ことにより、有用な性質に悪影響を及ぼさずに目的の変異株を造成すること

も可能になると考えられる。

ここでは、細胞融合および遺伝子組換えによる麹菌の育種の可能性につい

て検討することを目的として研究を行った。

まず第 l章では、麹菌の細胞融合や遺伝子組換え法により形質転換を行う

場合に、菌体からプロトプラストを調製するのに必要となる麹菌の細胞壁を

効率よく溶解する酵素の生産菌及び生産条件について検討した。また、この

酵素を用いて麹菌体からのプロトプラストの生成および再生条件について検

討を加えた。このようにして得られたプロトプラストからは容易に全DNA
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を抽出することができ、各種の麹菌及びその近縁の種の染色体DNAの制限

酵素断片長多型 (RFLP)を調べることによって、分類学における指標の一

つを提案することができた。

第2章では、麹菌の実用菌株のプロトプラストを用いた細胞融合について、

融合条件の検討及び得られた融合株の性質等について検討した。

第3章では、麹菌に関する遺伝学的な研究及び有用菌株の育種に組換えD

NA技術が利用できるようになるために必要な種々の重要な研究を行った。

まず、麹菌の形質転換方法と宿主 ・ベクタ一系を開発し、初めて麹菌におい

て遺伝子組換え法が利用可能になったことを示した。さらに、実用麹菌の育

種を可能とする優性マーカーを用いた形質転換系を確立した。

第4章では、第3章で確立した形質転換系を利用して実用麹菌のトアミ

ラーゼ高生産性株の育種を試みた。



第1章麹菌細胞壁溶解酵素の開発と利用

麹菌をはじめとするカピの細胞融合や形質転換を行うためには、細胞壁を

除去したプロトプラストを調製して用いるのが一般的である44)。麹菌体から

効率よく大量のプロ トプラス トを調製するためには、麹菌細胞壁を分解する

強力な酵素が必要で、ある。麹菌の細胞壁は主として戸 1，3グルカンとキチン

から構成されておりの)、これらの溶解にはs-1 ，3-グルカナーゼとキチナーゼ

が関与する。このs-Iふグルカナーゼ ・キチナーゼ系のカピの細胞壁溶解酵

素については、掘越らの BacilJuscircuJansの生産する酵素の報告46-49)を端緒

として多くの研究がある。しかし、プロトプラストを調製するために実用上

使用されているのは、かたつむりの消化管から抽出した酵素剤が主である上

に、プロトプラス トの収量をよくするには、かたつむりから直接調製する必

要があり、十分量の酵素を確保するのは容易で、はない。また、 Bacillusをは

じめとする微生物の生産する溶解酵素は、量的には確保はできるが、活性が

不十分で単独で、は効果がなく 、いく つかの酵素剤を併用する必要があった。

著者は、麹菌の細胞融合及び形質転換を行うためには、麹菌のプロ 卜プラ

ストを効率的に生成させる必要があり 、新たに強力な麹菌細胞壁溶解酵素の

開発を目的として、溶解酵素の生産菌の検索を行った。その結果、 Oerskovia

sp. CK株が麹菌溶解酵素を大量に生産すること を見いだした。そして、本酵

素の生産条件を確立し、この酵素を利用して麹菌のプロト プラス トが容易に

調製できることを明らかにした。



第1節 Oerskovia sp. CK株による麹菌細胞壁溶解酵素の生産と粗酵素

の諸性質

麹菌のプロトプラストを効率よくしかも大量に得ることは、細胞融合や形

質転換にとって最も重要なことである。掘越らによって報告された Bacillus

circulansの生産する麹菌細胞壁溶解酵素は、主としてs-1 ，3-グルカナーゼと

キチナーゼからなっており 48)、麹菌体を十分に溶解することができるものと

考えられた。しかし、著者らが BacilJuscirculansを用いて麹菌体を主要炭素

源として培養し、細胞壁溶解酵素を調製して麹菌からのプロ トプラスト化を

試みたが、活性が不十分なためかプロトプラストの収量は非常に低かった。

また、かたつむりから調製した市販酵素剤(へリカーゼ)でも活性が低くプ

ロトプラストは多く得られなかった。市販のs-1ふグルカナーゼ製剤である

ザイモリアーゼと放線菌由来のキチナーゼを併用した場合に最もプロ トプラ

ストが多く得られたが、酵素が高価である点で実用上問題があった。一方、

醸造試験所で以前に酵母溶解菌として分離され、マンナナーゼ及びs-1 ，3-グ

ルカナーゼを著量に生産することが知られている Oerskoviasp. CK株50・52)が、

麹菌体を主要炭素源にして培養したところ、強力な麹菌細胞壁溶解活性を示

すことを見いだした。そこで、本菌株を用いて溶解酵素を生産し、プロ トプ

ラスト化に利用する ことを試みることを目的として、大量生産に適した培養

条件の検討と得られた粗酵素標品の酵素学的諸性質について調べた。

実験方法

1.供試菌株

醸造試験所で分離された酵母溶解菌である Oerskoviasp. CK株を主として

用いた。また、カピの細胞壁溶解酵素生産菌であるBacilJuscirculans IAM 
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1165を対照に用いた。

2.培地および培養方法

Oerskovia sp. CK株の酵素生産用培地は、基本培地として酵母エキス 0.3%、

例H4)2S040.05%、K2HP040.75%、悶hP040.25%、MgS04・7H200.05%、

CaCI2・2H200.005%、FeS04・市200.001%を含む培地を用い、 これに主要炭

素源として酵素生産のための誘導基質として麹菌の湿菌体、またはキチン粉

末及び乾燥酵母を添加した。前培養は、基本培地にグルコースを 1%添加し

た培地で 30
0

C、3日間振壷培養した。本培養は、酵素生産用培地に前培養液

を1%量接種して 30
0Cで振壷培養し、経時的に培養ろ液中の酵素活性を測定

した。

3.基質の調製

麹菌の湿菌体はデキス トリンーペプ トン培地(デキストリン 2%、ポリペ

プトン 1%、悶-I2P040.5%、MgS04・7H200.05%、pH5.5)に麹菌 AspergiJ/us

oryzae var. oryzae RIB 128の分生子を接種し、ジャーファーメンターにより

30t、3日間培養した後、ガーゼで菌体をろ別し蒸留水で、洗浄後、ペーパー

タオルで水分を除去して調製した。また、乾燥麹菌体はここで得られた湿菌

体をアセトンで脱水後、デシケーター中で乾燥して得た。キチン粉末は、キ

チン (東京化成)をパイプレーテングサンプルミル(平工製作所)で 15分間

粉砕したものを使用した。コ ロイダルキチンは、 BergerとR巴ynoldsの方法に

より、キチン粉末から調製した53)。乾燥酵母は市販のパン酵母(オリエンタ

ル酵母)をそのまま使用した。

4.カビの細胞壁の調製

麹汁斜面培地で予め 1週間培養した各種カビをデキストリン ベプ トン培

地に接種し、30
0

C、3日間ロータリーシェーカーで培養した。菌体をガラス

フィルター(3G 1 )でろ別し 、 蒸留水で洗浄後ガラスビーズ(0.4~ 0.5 mm) 

とともに、ブラウン ・ホモジナイザーで 10分間破砕した。遠心上清が透明に

なるまで蒸留水で洗浄し、凍結乾燥して細胞画分を得た。
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5.酵素活性の測定法

1)麹菌細胞控溶解活性 上記の方法でfJ，¥j製した麹菌細胞壁画分 50mgを

50 mlの0.1M リン酸緩衝液 (pH6.0)に添加し、超音波処理を行って均ーな

懸濁液を得る。この懸濁液 4m1に適当に希釈した酵素液 1mlを加え、 400C、

30分反応させた後、 660nmの吸光度を測定して反応前後での濁度減少率

(Turbidity reduction rate; TRR)を求めた。

o 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
Enzyme voLume (mL) 

図 2-1溶解活性と酵素量との関係

組i拘の細胞，:;fi行 wu円 '~I は j刈~'.}世の TRR でぶわした。

Oerskoviaの培養ろ液を酵素液として用い、溶解活性と酵素量との関係を

調べたところ、図 2-1に示すように TRRが 30%程度になるまではこれらの

聞に直線性が認められたので、この範囲内になるように酵素液を希釈して測

定することとした。 また、この条件で 1時間に TRRが 1%となる溶解活性

をl単位 (u)と定義した。

2)キチナーゼ 0.3%コロイダルキチン 1ml、0.1M リン酸緩衝液 (pH

6.0) 2 m1をL字型試験管にとり、酵素液 1mlを加えモノ一式振誼機により

120ストローク/分、 35
0C、 1時間反応させ、上清中に遊離してくるN-アセチ
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Jレグlレコサ ミン (GlcNAc)をReissigらの方法54)により測定した。すなわち、

O.5 m l の試料 ( I O~ 100μg/mlのGlcNAcを含む)を試験管にとり、 0.8M4  

ホウ酸カリウム溶液 0.1mlを加えてビー玉でふたをし、 i弗騰水中で3分間加

熱する。冷却後、 p-ジ、メチlレアミノベンズアルデヒド (PDMAB)試薬を 3ml 

加え、 37
0

C、20分間放置し発色させた後、 585nmの吸光度を測定した。なお、

pDMAB試薬は、10gの pDMABを 10N塩酸を 12.5%含む酢酸 100mlに溶

解させ冷蔵保存しておき、使用時に酢酸で 10倍に希釈したものを用いる。

ここで 1時間に 1μgの GlcNAcを生成する活性を 1単位と定義した。

3) s -1 ，3-グルカナーゼ 0.5%水溶性ラミナリン(Sigma)を含む 0.1M リ

ン酸緩衝液 (pH6.0) 3.5 mlに酵素液 0.5mlを加え、 35
0

C、30分反応させた後

の生成還元糖を Somogyi-Nelson法55)により測定し、 1時間に lμgのグルコ

ースに相当する還元糖を生成する活性を l単位と定義した。

実験結果

1麹菌細胞壁溶解酵素の生産条件の検討

1)麹菌体を基質とした場合の溶解酵素の生産

基本培地に麹菌湿菌体を加えて Oerskoviasp. CK株と Bacilluscirculans 

IAM 1165の2株を 30
0

Cで3日間振盈培養し、その培養液の麹菌体の溶解活

性を比較した。 Oerskoviasp. CK ~朱を使用した方がB. circulans IAM 1165を

用いた場合よりもかなり活性が高くなっていた。また、対照として市販の酵

素剤(ザイモリアーゼ、ヘリカーゼ)についても麹菌溶解活性を測定したが

低い活性しか認められず、単独では使用できないものと考えられた。

上の結果から、麹菌の湿菌体を基質にした場合に、従来から麹菌溶解酵素

生産菌として知られているB.circulansよりも Oerskoviasp. CK株が強い麹菌

細胞壁溶解酵素を生産することが判明したので、生産条件について検討を行

った。
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基質として添加する麹菌m菌体量の酵素生産に及ぼす影響を調べたところ、
この条件下で培養した時の麹菌細胞壁溶解活

性と溶解に関与していると考えられるキチナーゼおよびs-1 ，3-グルカナーゼ

活性の経時的変化を図 2-2 に示した。いずれの活性も 16 ~20時間で最大とな

3-5%で活性が最大になった。

り、以後僅かながら減少した。
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麹菌湿菌体を基11とした時のOerskoviasp. CK株による酵素生産の経時変化

勉附体を 3.5%合む1よ--t;I{¥J也 (pH7.0)で30"CでtM?i:ti;'iiをした。

図2-2

2)基質の検討

これまでカピ、の細胞壁溶解酵素の生産に関しては、掘越らのB.circuJansの

しか

し、溶解酵素を実用上使用するために大量培養による酵素生産を考えた場合、

麹菌体を予め大量に調製するという煩雑さは欠点となる。また、上記の条件

例をはじめとして、ほとんどの場合、菌体を基質にして培養している。

で培養液 11から60%硫安飽和画分の凍結乾燥標品が0.1g程度得られるが、

この収量をさらに増加させること も必要と考えられる。麹菌の溶解にはキチ
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ナーゼと s-1，3-グルカナーゼが重要な役割を果たしていると考えられること

これらの酵素の誘導基質として容易に入手可能なキチンと乾燥酵母をから、

用いて酵素生産の増大について検討した。

基本培地に加える キチン粉末と乾燥酵母の量を変えて Oerskoviaを培養し、

経時的に培養ろi夜中の麹菌細胞世出W!活性を測定した結果を図 2-3に示した。

これに乾燥醇母を加えることキチン粉末だけでは活性は非常に低かったが、

により、強いif4J何活性が認められるようになった。
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図2-3キチン粉末と乾燥酵母量の麹菌細胞壁溶解活't'!に及ぼす影響

A， 2% のキチン粉ぶと 1'[(々の脱皮の I:!{J以内昨 1:): を介む桁j也で!'\~1~をした。 (0 、 0% ;・、0，2%:....、1.0%・
e，2同) s， 1%のキチン粉ぷとH(々 の酬の乾燥削を合む的地で前必した。 (x、0%:0、0，2%: 
u、1.0%:ム、 2，0%)
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この時の溶解活性は、麹的体を~貨にした場合のがJ4 ~ 5惜の高い値を示

し、キチンと乾燥酵母を用いることにより、酵素生産性を者しく高めること

ができた。またキチン濃度が2%では最大活性に達するまでに3日を要した

が、1%に減らすことによりこの時間を 1日ほど短縮できた。一方、乾燥酵

母量も 2%と多い場合よりも 0.5%と少ない方が故大活性に達するH‘'t/1¥1が短

くなった。これらのことから、麹菌細胞壁溶解活性と培養時間を考慮して、

キチン粉末 1%、乾燥酵母 0.5%を生産培地の最適基質濃度とした。

3) pHの影響

Oerskovia sp. CK株による酵母細胞壁溶解酵素の生産には、初発 pHが大き

な影響を及ぼすことが報告されていることから、上で設定した基質濃度の培

地を用いて初発 pHによる溶解酵素の生産を調べ、その結果を図 2-4に示し

た。溶解活性は、初発 pH が 8~ 10 の聞で高く、特に pH 8の時に最大となっ

た。また、初発 pHが6以下と 10以上の場合は、菌の生育がほとんど認め

られなかった。
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図2-4 麹菌細胞壁溶解酵素の生産に及ぼす pHの影響
l略のキチン粉よと 0.5%の乾燥昨りをft;-む.t;'1J自で担IJ1(:pH を変えてN~.位した。 0、 pH 6.0 ; x、 pH 7.0 ; 
A、pH8.0 ;口、 pH9.0 ;・、pH10.0 
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4)培養経過および酵素生産

Oerskovia sp. CK株による麹菌細胞壁溶解酵素の生産の培養条件として、

基本培地にキチン粉末 1%、乾燥酵母 0.5%を添加し、初発 pH8.0で 300Cで

振盤培養した時の閣の生育、 pH、情成醇素であるキチナーゼとs-1 ，3-グルカ

ナーゼの活性の経時的変化を図 2-5に示した。なお、溶解活性は図 2-4に示

した通りなので省略した。菌の生育は培養液中に存在するキチン粉末と酵母

で除去後の上清一の濁度 (660nmの吸光度)

で測定した。菌の生育にともない、酵素生産は増加し、培養40時間後に生育

が定常期に入る頃に最大活性を示した。その後、溶解活性とキチナーゼ活性

菌体を低速遠心 (600ゅm、5分)

s -1，3グルカナーゼはほとんど低下しなかった。は減少したが、
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s -1，3-グル

カナーゼとはやや異なる経過を示したこ とから、麹菌の溶解にはキチナーゼ
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が大きく関与していることが示唆された。 pHは培養初期に-11寺低下した後

に徐々に上昇した。

以上の結果から、 Oerskoviasp. CK株による麹菌細胞壁溶解酵素の粗酵素

襟品を次のようにして訓製した。すなわち、基本培地にグルコース 1%含む

培地100mlに Oerskoviaを接種し、 300C、2日間前培養する。 この全量を 51

の酵素生産用培地(基本培地にキチン粉末 1%、乾燥酵母 0.5%を添加し pH

8.0に調製したもの)を含むジャーファーメンターに加えて、 300C、40時間、

300中m、通気畳 11(v/v)/minで培養を行う。培養液は 10，000rpmで 15分、

遠心することにより菌体等を除去した後に、硫安を 60%飽和となるように

加え、 5
0

Cで一夜放置した。生じた沈澱を遠心により 集め、10mMリン酸緩

衝液(pH6.0)に溶解し、同じ bufferに対して 50Cで一夜透析した後、凍結乾

燥して得られた粉末を粗酵素標品とする。なお、粗酵素標品は 51の培養から

乾燥粉末として 1. 5 ~2.0 gの収量で得られた。

2.組酵素の諸性質

Op↑imum temper口ture Hea↑stability 
~100 
x 
>>80 
→ー
〉

ち60
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g; 40 
→ー
o 
a; 20 
Qこ

図2-6 麹菌溶解酵素の最適温度および熱安定性

粗酵素液として、上で調製した乾燥粗酵素標品を 10mMリン酸緩衝液 (pH

6.0)に0.5mgjmlとなるように溶解したものを用いて諸性質について検討し
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た。

1)最適温度および熱安定性

0.1 M リン酸緩衝液 (pH6.0)中、各温度で酵素反応を行い、 i符解活性の最

適温度を求めた結果と、同 buffl巴I中で 15分間の加温処理後の残存活性を測

定し、熱安定性について調べた結果を図 2-6に示した。最適温度は 450Cであ

り、熱安定性については、 40
0

Cまでは活性の減少はほとんど認められず、 60

℃、 15分の熱処理によって完全に活性が失われた。

2)最適 pHおよびpH安定性

最適 pHはそれぞれの pHのbuffer中で 40
0

C、30分反応を行い、溶解活性

を求めた。また、 pH安定性は、同様の buffer中で 50C、72時間放置後、残

存活性を 40
0

C、pH6.0で測定した。それらの結果を図 2-7に示した。なお、

bufferは、 0.1M酢酸 (pH4~ 5)、リ ン酸 (pH 6 ~8 )、グリシン -tねOH (pH 9~ 

10)を使用した。最適 pH は 6~ 7 、 また pH 安定性は 5~ 10の問で安定であり、

特に5 ~8の間ではほとんど失活が認められなかった。
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図2・7 麹菌細胞壁溶解酵素の最適 pHおよびpH安定tl

3.各種カビの細胞壁画分に対する作用

Oerskoviaの生産する麹菌細胞壁溶解酵素の各種カビの細胞壁に対する作
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用を調べた結果を表 2-1および表 2-2に示した。麹菌細胞壁i待解活性の測定

法と同様の方法により、各種のカピの細胞壁画分に粗酵素液を 1時間作用さ

せ、その濁度減少率(TRR)を測定した。

表 2-1 Asper!!iJJus属カピの細胞墜に対するif.i:解活tl

Strain 1'.1仁1<. Slr刷 n T.f(.!( 
+ 一一一一一 .一 一

Aspergillus group 

A. ory=ne R Jn 128 83.2 A. snjOl' Rln 1045 6~ . 1 

A. Inmnrii R 111 3007 39.4 A. flwamori IAM 2300 ~6. 0 

A. sniloi Î M 2210 48.4 A. Jm叩tacl/lilA恥I2062 58. G 

A. lIicer 1ドo4034 60.5 ノ1.usam，i AIIU 7371 59.2 

A.IIICluUll口， 11'04281 61. 5 A. nn/slt!odaull' RII1 5012 61.4 

ノ1.C!tCllOlur:' RI日5011 52.4 A. davalllI R 1 n 5003 52.9 

バ/川wi/{nlll$RI日5005 55.4 A. rUKu/o.f/ls Jun 5017 78.9 

A. (rT凹 III1SÎ M 2752 34.4 A. :;o)/n/II$ R 1日1033 73.0 
A. n7JnWreflS RII1 103G 41.5 A. ifJl1dulus IAM  2174 66.4 

A. fiscluri Î M 2042 78.7 A.削 el/eusÎ M 2064 64.3 

A. sydo加 iI^M 2009 59.9 A. IIS//($ IAM 2161 49.3 

A. lIidu/aηs Î M 2'日日日 36.0 

表2-2 Asper!!illus属以外の各種カピの細胞壁に対する溶解前'1;1

Straill T.J<.IL 

Ascomy山 t白 (Fungiillpcrfecli) 

PClIlulhum cUrulUJil lAI¥.l 7003 59.9 

Chut:lomiuJI/ !"Iμb()SUIII IAM 8059 87.0 

N(uro::;por“rrflssa lAM 5501 2.1.8 

F“rulvlllyu:; llUrlvU IAM 1~157 G1. ~ 

Z)'且omycピl('ぉ

，llucor jav(J)/irus 1八M GO~7 

Rlli:opus delcmor 1 FO 4730 

A'hizoP1U OII~TIJ:jponu 110'υ也631

BasidiomycNe温

FIOIIIII/ulillfl vdutipes lFO .1901 

Phllrvtlu ol'lr('tltus IFU u515 

17.0 

0 

I~. 5 

4G.8 

74.9 

Slrain T.I(.I( 

Pl'nicillium lIotalUIIl IAl¥l 7168 80.2 

FusariulII oxysPOrt口." I^~I 5009 77.1 

1'rirltoderma virid，' lAM 5141 59.9 

PlIl/ularia pullulallY IAM 50CO :17.0 

Atfuror Ilfl1!川 IAMG143 

RIIl'zopus jUpOllUUS IFO 4758 

Abudμ， &イ(JU(USlAM G19~ 

Plloliola llflIlU!.'O lFO G141 

LnllillllS l'dodes lFO 4902 

13.4 

14.1 

3~ . 5 

73. G 

45.9 

本酵素は、接合菌類に属するカピを除いた多くの菌の細胞壁に対して溶解

活性を示した。接合菌類はその細胞壁成分としてグルコサミンポリマーであ

るキトサンを多く含んでいる45)ので、Oerskoviaの粗酵素液中にはキトサナ

ーゼ活性が認められないために溶解活性を示さなかったと考えられる。一方、
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子嚢菌類 (AspergiJJusなどの不完全菌類を含む)や担子菌類の細胞壁はキチ

ンとグlレカンからなっている45)ため、本酵素により溶解されやすかったと考

えられる。ただ、A.nidulans、A.lamarii、N.crassa等の溶解されにくかった

菌もいくつか認められたが、これらの菌についても振量培養で得られたペレ

ット状の菌体ではなく、静置培養等で得られたパルプ状の菌体から調製した

細胞壁画分を用いると溶解されやすくなり 、培養条件によって、カピの細胞

壁成分の組成が若干異なってくることが示唆された。

このように、 Oerskoviasp. CK株の生産する溶解酵素は多くの種類のカピの

細胞壁に対しても溶解作用を示すことから、これらの菌体からのプロトプラ

ストの調製など実用的に利用できるものと考えられる。

考察

麹菌の細胞融合や形質転換を行うためには、はじめに麹菌のプロトプラス

トを調製することが必須である。著者らは、市販の酵素(ヘリカーゼ、ザイ

モリアーゼ)や掘越が見いだした麹菌細胞壁溶解酵素生産菌である Bacillus

circulansの培養液の麹菌溶解活性を調べたが、単独では効率的にプロトプラ

ストを生成させるのに十分な活性を有していないことが認められた。一方、

醸造試験所で以前に酵母細胞壁溶解酵素生産菌として分離した Oerskoviasp. 

CK株を麹菌体を炭素源にして培養すると、培養液中に強力な溶解酵素を生

産することを見いだした。この酵素を実際の麹菌プロトプラストの調製など

に利用することを考え、大量培養による生産条件の検討を行った。そして、

基質として入手が容易な乾燥酵母とキチン粉末を用いることによ り、溶解酵

素が収率よく生産されることを見いだした。

麹菌をはじめとするカビの細胞壁はキチンとグルカンからなっており、

Oerskovia sp. CK株の生産する麹菌細胞壁溶解酵素にはこれらの分解に関与
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するキチナーゼ及びs-1 ，3-グルカナーゼ活性が多く含まれていた。小幡らは、

本菌株を用いて乾燥酵母を基質として、酵母細胞壁溶解酵素の生産を行い、

その構成酵素としてs-1 ，3-グルカナーゼ、ローマンナナーゼ、プロテアーゼ

が主体をなしていること50)、酵母の溶解にはs-1 ，3-グルカナーゼだけではな

くプロテアーゼが重要な役割を果たしているお)ことを明らかにしている。し

かし、この粗酵素中にはキチナーゼ活性が微弱にしか認められず、麹菌など

のカピの細胞壁を溶解するには不十分であった。このことは、酵母細胞壁で

はキチンは出芽痕に存在するのみ56)で、キチナーゼを誘導生産するには量的

に少なすぎたものと考えられ、酵母菌体のほかにキチンを共存させることに

よって、麹菌体を溶解するのに十分なキチナーゼを生産することができたと

考えられる。また、酵母の場合のように、麹菌を溶解するのにプロテアーゼ

が関与しているかについては詳細に才食言すしていないが、セリン・ プロテアー

ゼ限害剤を添加しでも溶解活性がそれほど低下しないことを認めているので、

プロテアーゼの寄与は少ないものと考えている。

麹菌溶解酵素を用いていろいろなカビの細胞壁の溶解を調べたところ、接

合菌類を除くカピについて効率よく溶解することが認められ、麹菌以外のカ

ピのプロトプラストを調製するのにも利用できるのではないかと考えている。

接合菌類では細胞壁にキトサンを含んでいるので、本酵素では溶解が悪かっ

たが、キトサナーゼを併用することによ って十分な溶解が期待できると思わ

れる。

なお、 Oerskoviaの生産する麹菌細胞壁溶解酵素はその活性が強く、少量

でも十分麹菌を溶解するので、プロ トプラス ト調製だけでなく、これまで正

確な定量が難しかった固体麹中の菌体量の測定に利用できることも明らかに

なった。
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第2節麹菌のプ口トプラストの生成と再生条件の検討

第1節で述べたように、麹菌のプロトプラストを効率よく調製することを

目的として、強力な麹菌細胞壁溶解酵素を生産する微生物の検索をした結果、

Oerskovia sp. CK株が目的にかなうと思われる程度の十分な活性を有する溶解

酵素を生産することが見いだされた。そして、主要炭素源としてキチン粉末

と乾燥酵母を含む酵素生産用培地を用いて、本菌を培養することによって、

高活性の溶解酵素を十分量生産することができた。また、こうして調製した

酵素を用いて、液体培養した麹菌の細胞壁がほぼ完全に分解できることも明

らかになった。そこで、ここでは Oerskoviaの麹菌細胞壁溶解酵素を用いて、

麹菌の菌糸からのプロトプラストの調製条件ならびにその再生条件について

検討を加えた。

実験方法

1供試菌株

プロトプラストの生成および再生の条件検討のために使用した麹菌株は

Aspergillus oryzae var. oryzae RIB 128である。

2.培地および培養方法

麹菌の培養ならびにプロトプラストの再生に用いた培地は、完全培地とし

てはデキス トリ ン・ペプ トン培地 (デキスト リン2%、ポ1)ペプトン 1%、

間2P040.5%、MgS04・7H200.05%、pH5.5)と麹汁培地 (東糖度(ボーリン

グ， Bllg.) 5)であり、最少培地としては Czapek-Dox培地(グルコース 3%、

NaN030.3%、悶-I2P040.2%、KCI0.05%、MgS04・乃-1200.01%、FeS04・耳-120

0.001%、pH5.5)である。平板培地とする場合にはこれに 1.5%の寒天粉末

を添加した。

麹菌は 100mlの完全培地を含む 500ml容のパッフル付三角フラスコに分
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生子を接種し、 30
0

Cで振麓培養した。

3麹菌細胞壁溶解酵素

第l節で述べたように、 Oerskoviasp. CK株を培養して得た溶解酵素の凍結

乾燥粉末を粗酵素標品として使用した。

4.プロトプラストの調製

プロトプラスト化の各種条件を検討する際には、麹菌体は完全培地で培養

後、 3G 1のガラスフィルターでろ過することにより回収し、蒸留水で洗浄

した後にペーパータオルで水分を除去したものを使用した。この菌体を L字

型試験管にとり粗酵素を含む緩衝液に懸濁してモノ一式振重機でゆっくり振

重して反応させプロトプラスト化を行った。生成したプロトプラストの形態

と個数は、反応溶液を 3G 2のガラスフィルターでろ過した後に、 トーマの

血球計を用いて顕微鏡下で観察または計測した。一方、再生条件を検討する

場合には、無菌的に操作する必要があるため、ガラスフィルターやL字型試

験管はすべて殺菌したものを用い、麹菌体は滅菌蒸留水で洗浄し、スパーテ

ルでプレスして水分をできるだけ除いたものをプロトプラスト化に用いた。

また、酵素液はL字型試験管に加える前に 0.45μmのメンブランフィルター

で無菌ろ過して用いた。

5. N-アセチルグルコサミンの定量

第l章に記載した方法で測定した。

実験結果および考察

1.プ口卜プラスト化の反応条件の検討

1)浸透圧調節剤の検討

AspergiJJusをはじめとして一般にカピでは、プロトプラスト化の際の浸透

圧調節斉IJには、 NaCIや KCIなどの無機塩が使用されていることから、ここ

では NaCIを用いて濃度の検討を行った。
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完全培地で 30
0

C、40時間培養した湿菌体0.2gをL字型試験管にとり、 0.5

mg/ml の Oerskovia の溶解酵素と浸透圧調節剤として 2~10% の濃度の NaCl

を含む 10mMリン酸緩衝液 (pH6.0) 10 ml を加え、 35 0C 、 2~3 時間振重し

てプロトプラストの生成を顕微鏡下で観察した。その結果、 NaCl濃度が2%

では反応液は濁つてはくるものの、プロトプラストは観察されなかったが、

3~5% の濃度では安定なプロトプラストが生成された。一方、 6% 以上の濃

度ではプロトプラストは生成されるが、ややプロトプラストの形がつぶれた

ようになり、これは浸透圧が高すぎて原形質分離を起こし始めているものと

思われた。そこで、浸透圧調節のためには、 NaClを4%前後(モル濃度では

0.8 M)で使用することとした。なお、この条件で生成される麹菌のプロト

プラストの顕微鏡写真を図 2-8に示した。また、酵母などでよく使用されて

いるソルピトールやマンニトールなどの糖類についても検討したが、安定な

プロトプラストを生成させるには少なくとも 1.2M以上という高い濃度を必

要とする上に、得られるプロトプラストの形態もつぶれたようになることか

ら、麹菌のプロトプラスト化には適していないと考えられる。

図2-8 麹菌のプロトプラストの顕微鋭写真
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2)麹菌体量ならびに粗酵素量の検討

0.5 mg/mlの溶解酵素と 0.8M の NaCIを含む 10mMリン酸緩衝液 (pH6.0)

IO ml に 0.1 ~ 0.8 gの湿菌体を加え、 35
0

C、2時間反応させたときのプロトプ

ラストの生成数と反応上市中の N-アセチルグルコサミン立を図 2-9に示した。

0.5 mg/mlの酵素量でも湿菌体が 0.5g程度まではほぼ直線的にプロ トプラス

トの生成量が増加し、それと同様にN-アセチルグルコサミンも増加すること

がわかる。

成された。

この時にはプロトプラストは 1X 107jml以上と非常に効率よく 生
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図2-9 麹菌体主とプロトプラスト生成註

また酵素量についても検討をしたが、0.2gの湿菌体に対して 0.5mg/mlの

酵素量で最大となり、それ以上の酵素の添加は必要ではなかった(図 2-10)。

このように Oerskoviaの溶解酵素は少量でも十分量のプロト プラス トを生成

させることがわかり、実用的に利用可能と考えられる。 さらに、反応時間に

ついても検討したが、 0.2gの湿菌体に対して 0.5mg/mlの酵素を使用した場

合には、 2時間でプロトプラストの生成数は最大になった (図 2-11)。
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3)反応温度および pHの検討

Oerskoviaの粗酵素の麹菌剤IIJ胞控治jfj午前作

温度は 45
0

C、最適 pH は 6~ 7 であ った。

最適 pHは溶解j;t;.性よりも狭く 6であったが、麹lA:iからのN-アセチルグルコ

プロトプラストの生成のしかし、

第l節で述べたように、

(1ズ12-12)。反応j12度はサミンの遊離はiliWIo間性と同椛のパターンを示した

プロトプラストができてもそれらの再45'Cでは麹菌自身がダメージをうけ、

生率は低くなると思われたので、 25 ~ 400Cの範囲で1食討した。 25 ~ 35 0Cでプ

ロトプラスト生成数はほとんど変らなかったが、 40
0

Cでは生成率が低下した
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また、顕微鏡下で観察すると、 3S
0

Cと40
0

Cでは菌体残誼と思われる細かい

断片が多く生じていた。一方、30
0

Cで反応した場合は、これらの菌体残撞は

ほとんど観察されなかった。このことから、実際に細胞融合や形質転換に用

いるプロトプラス トを調製するためには 30
0

Cで行うのが良いと考えられる。

4)麹菌の培養令の検討

これまでは完全培地で 30
0

C、40時間程度培養した菌体を用いてプロトプラ

スト化の条件について検討したが、ここでは培養時間の異なる麹菌体を用い

てプロトプラスト化を行い、菌の培養令の影響を調べた。表 2-3に示すよう

に、 14時間の培養菌体からはプロ卜 プラス ト があ ま り生成しないが、 24~64

時間の培養では値にややバラツキはあるもののいずれも十分量のプロトプラ

ストが生成された。72時間と培養時聞が長くなるとプロト プラス ト生成数が

低下してくるのと同時に、菌体残撞がかなり多く なってくるので好ましくな

いと思われる。以上の結果から、プロト プラス ト生成率が良く 、菌体量も多

く得られるという点から 、 40~48時間の菌体を使用してプロ ト プラス ト を調

製することとした。

表2-3 麹菌の培養令とプロトプラスト生成数

培養時間 (時間) プロトプラスト生成数 (x107) 

14 0.05 

24 3.16 

36 1.63 

48 2.53 

64 1.78 

72 1.06 

麹l簡体0.2gに防索 0.5mg/mlで 35'C、 211与IIU反応させた。

2目プロトプラス トの再生条件の検討

上の条件で得られたプロ トプラス トの再生を行わせるため、 再生用の培地

の検討を行った。Czapek-Dox培地と麹汁培地を用い、これにポリペプ トンや
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酵母エキスを加えたものについてプロトプラストの再生率を調べた。この時

の浸透圧調節剤としては 0.8M NaCIを用いた。プロトプラストの再生率は、

トーマの血球計で、測定した生成プロトプラスト数と再生培地で生じるコロニ

ー数との割合で求めた。また、プロトプラストの培地への接種方法は、 1.5%

の寒天を含む再生培地に直接塗布する方法と、再生培地にプロトプラストを

おきその上からの℃に温めておいた 0.5%の寒天を含む再生培地を重層する

方法について才食討した(表 2-4)。

表 2-4 プロトプラストの再生方法と再生率

再生方法及び培地 再生涼(%)

直接塗布法

Czap巴k-Dox 3.0 

麹汁(Bllg.5) 5.2 

麹汁+1%カザミノ酸 10.3 

麹汁+1%酵母エキス 8.9 

麹汁+1%ペプトン 11.2 

重層法

Czapel←Dox 15.6 

Czapel←Dox+l%カザミノ酸 35.5 

麹汁+1%ペプトン 34.9 

まず、接種方法では直接塗布するよりも軟寒天で重層する方がいずれの培

地を使った場合でも再生率が高かった(10倍程度の再生率の違いがあった)。

このことは、酵母のプロト プラス トの再生でも観察されており 、特に直接培

地に塗布しでも酵母では再生がみられない58)ので、必ず重層法によっている。

麹菌では酵母のように塗布法では全く再生しないというわけではないが、や

はり再生率は重層法に比べかなり低く、一つの原因としては塗布する際に機

械的にプロ トプラス トが破壊されることが考えられる。そこで、麹菌のプロ

トプラストの再生も軟寒天の重層による方法を採用した。この方法で、いく
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っかの培地を用いたプロトプラストの再生を行わせたところ、最少培地より

もこれにポリペプトンや酵母エキスなどを添加した栄養分が豊富な屠地の方

が再生率は高く 、最高で 30% を越すこと もあった。

しかし、単にプロトプラストを再生させるだけならば、栄養リッチな培地

を使用すればよいが、細胞融合や形質転換を行う場合には、通常選択培地と

しては最少培地を使用するので、ポリペプトンなどを添加することはできな

い。しかし、 Czapek-Dox培地のような最少培地でも再生率は 10%を越える

ので、実際の融合実験に用いるには十分であると思われる。

第3節 染色体DNAの制限酵素切断パターンによる麹菌の分類

Oerskovia sp. CK株の生産する麹菌細胞壁溶解酵素は麹菌の菌体から効率よ

くプロ卜プラス トを生成させるだけでなく、その他の麹菌に類縁のカピのプ

ロトプラストを調製するのにも有効である。このようにして得られたプロ 卜

プラストは細胞融合や形質転換に用いられる一方で、カピの全DNAをでき

るだけ無傷な状態で抽出 ・精製することにも利用できる。プロトプラス トか

ら調製されたDNAは、後の章でも述べるように麹菌の遺伝子ライブラ リー

の作製やパルスフィールドゲル電気泳動による染色体の分離などへの応用が

可能であるが、ここではDNAの制限酵素分解パターンを利用して麹菌とそ

の近縁のカピの分類への応用を試みた。

清酒や醤油醸造に広く利用されている麹菌 A.oryzaeおよびA.sojaeは、

分類学上アフラ トキシン生産菌として知られる A.f7avusとA.parasiticusに

極めて近縁の種である59)。アフラ トキシンは強力な発ガン物質であることか

ら、 A.f7avusなどのアフラトキシン生産菌の醸造への誤用は大きな問題を引
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き起こすことになる。一方、醸造に用いられている麹菌にはアフラトキシン

を生産する株が全く存在しないことが確認されているが、実際に醸造に使用

している菌株についてはそのアフラトキシン生産性の無いことを調べておく

のは言うにおよばず、分類学的にも醸造用麹菌、すなわちA.oryzaeかA

Sのおであることを確かめておくことは非常に重要である。

麹菌とその近縁種の分類については、これまで多くの研究者により、それ

ぞれの見解に従った分類表が報告されている。それらの中には、A.oryzaeお

よびA.sojaeをA.f1avusとA.parasiticusの種名にーまとめにする考えもいく

つか示されているが、現在では、これらの4種の菌を形態学的・生理学的特

徴から、異なる種として位置づけた村上の分類体系的が広く受け入れられて

いる。麹菌などのカピの分類は通常形態学的特徴に重点をおいてなされてお

り、村上の分類表も形態上の特徴を主として、それに分生子のアニスアルデ

ヒド培地でのピンク着色などの生理学上の性質を加味したものである。 村上

の分類体系により 、非常に近縁の4種の菌がそれぞれ異なる種として区別す

ることができるようになったが、この手法は非常に手聞がかかる上に、判定

にはある程度の熟練も必要とする。また、この方法によっても最終的にどの

種に属するか決定できない菌株も存在する。

近年、細菌や酵母の分類学では、従来からの形態や生理・生化学的特徴だ

けでなく、細胞壁成分や脂質などの化学分類学的指標やDNAレベルでの差

異を明らかにしようとする分子生物学的アプローチが研究の主流となりつつ

あり、これらの情報に基づいた分類体系が確立されてきている61，62)。このよ

っな流れの中で、麹菌をはじめとする Aspergillus属のカビに関しでも、化学

分類的・分子生物学的手法による分類の試みが始められており、ミトコンド

リアDNAの制限酵素断片パターン63)やDNAの相向性64)について検討され

ている。そこで著者も麹菌とその近縁種との差異をDNAレベルで調べるこ

とを目的として、まずこれらの代表菌株のDNAをプロト プラス トから調製

し、制限酵素により分解し、アガロースゲル電気泳動にかけたところ、それ
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ぞれの菌によってエチジウムブロマイドで染色されるバンドのパターンが異

なることを見いだした。これらのバン ドのパターンはゲル電気泳動後のエチ

ジウムブロマイド染色で容易に検出できることから、このバンドのパターン

の違いが A.oryzae、A.sojae、A.flavus、A.parasiticusの4種の菌を識別する

のに利用可能かについて検討した。

実験方法

1.使用菌株

全DNAの調製およびその制限酵素分解後のバンドのパターンを調べるの

に使用 した菌株を表 2-5に示した。これらの菌株のうち RIBナンバーの株の

分類は、村上によって編集された醸造試験所糸状菌目録的に基づいている。

4種の代表菌株としては、A.oryzae RIB 40、A.sojae RIB 1045、A.flavus 

RIB 1427、A.parasiticus RIB 4032を使用したが、これらのうち、A.oryzae

RlB 40以外の3株は村上によ って typecu1tureとされたものである。そのほ

かの菌株は、それぞれの種で形態上特徴のあるものと村上の分類体系によ っ

て帰属が変更となったものを選択した。また、村上は A.flavusとA.

parasiticusの原始種として A.toxicariusを新しい種として提案している60)が、

ここではA.parasiticusに含めである。

2 . Aspergillusカビからの全DNAの調製方法

それぞれの菌株の分生子を 100mlのデキス トリ ン ペプ トン培地を含む

500 mlのパッフル付三角フラスコに接種して、30
0

C、40時間振壷培養する。

菌体は3G 1のガラスフィルタ ーでろ過して回収し、蒸留水で、洗浄後、ペー

パータオルで水分を除去する。約 1gの菌体を 100mlの三角フラスコにとり 、

これに 20mlのプロト プラスト反応液 (Oerskovia粗酵素 20mg、0.8M NaC1、

10mMリン酸緩衝液 (pH6.0))を加えて、30
0

C、2時間ゆっくり振置する。

得られたプロト プラストは、 3G 2のガラスフ ィルターでろ過した後遠心し
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表 2-5 使則的株リスト"
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て(700Xg、5分)集め、 0.8M NaCIで2回洗浄してから 2~ 3mlのTE

buffer (10 mM  Tris-HCI (pH 8.0)、1mM EDTA)に懸渇する。これに等量の溶

菌溶液 (2%SDS、0.1M NaCI、10mM EDTA、50mM  Tris-HCI、pH7.0) を

加え、ゆっくり混ぜた後、 37
0

Cで 30分インキュベートする。これに等量の

7ェノールークロロホルム(phenol:chloroform:isoamylalcohol=25:24:1)を加えて

DNAを抽出した後、 2.5倍量の冷エタノールを添加して沈澱させる。乾燥

させた後で、 RNaseA (100μgjml)処理した後、フェノールークロロホルム抽出

を2回行い、クロロホルム (chloroform:isoamylalcohol=24:1)抽出を行ってエ

タノ-}レ沈澱で精製DNAを得た。

3制限酵素分解とアガロースゲル電気泳動

約5μgの全DNAを各種制限酵素により分解後、 0.8%のアガロース・ゲ

ルを用いて、ミニゲル電気泳動装置(コスモ・バイオ、 Mupid-2)で 50V、

l時間 30分の電気泳動を行った。泳動後エチジウムブロマイドで染色し、 ト

ランスイルミネーター上で写真を撮り、強く染色されるバンドのパターンを

比較した。

実験結果

1代表菌株の DNAの制限酵素による分解パターン

代表的菌株として A.oryzae RIB 40、A.sojae RIB 1045、A.f1avus RIB 1427、

A. parasiticus RIB 4032を使用 して、その全DNAを各種制限酵素で分解後、

アガロースゲlレ電気泳動してエチジウムブロマイドで染色し、強く染色され

るバンドのパターンを比較検討した。その結果、図 2-14に示すように Smal

のみが4種の菌株で異なるバンドのパターンを示した。エチジウムブロマイ

ドで強く染色されるバンドのうち、 1.8kbのものは4種の菌に全て共通に存

在するが、大きいサイズのバンドが、A.oryzaeで 3.0kb、A.sojaeで 3.4kb、

A. fiavusで4.0kb、A.parasiticusで4.4kbと明らかに異なっていることが認
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められる。

kbp 

23-

9.4-
6.6-
4.4-

2.3-
2.0-

0.56-

123 4 

図2-14 代表菌株のDNAのSmaI分解パターン
l、A 印yZi/eRIs 40 : 2、A.soji/e RIs 1045 : 

3、A.flavus RIs 1427 : 4 、 A.p~削iricus RI s 4032 

著者とは別に、 KlickとMullaney66)もA.oryzaeとA.f1avusの染色体DN

Aを同様に Sma!で分解してアガロースゲル電気泳動を行い、検出されるバ

ンドの大きさが異なることにより 、この 2種の菌が識別できることを報告し

ている。一方ここでは、この 2種の菌に加えてA.sojaeとA.parasitトcusについ

ても Sma!によるDNAの分解によって生じるバンドの大きさが極特異的に

異なる可能性が示唆されたことから、これら 4種の分類学上非常に近縁な菌

株の簡便な識別法として有用で、あると考えられる。

Sma!以外の制限酵素で分解した場合のアガロースゲル上で明瞭に染色さ

れるバンドの位置を模式的に図 2-15に示す。図からも分かる通り 、4種の

菌で全く差の生じない制限酵素 (PstIなど)と、 A.oryzaeとA.f1avus、A

Sの'aeとA.parasiticusではほぼ同じであるが、 A.oryzaeとA.sojaeでは異な

る大きさのバンドが生ずる制限酵素 (BamHIなど)がある o SmaIでは4種

の菌のそれぞれで大きさの異なるバンドが生じたが、それ以外の大部分の制

限酵素では A.oryzaeとA.f1avusおよび A.sojaeとA.parasiticusの問でバン

ドの大き さに差が認められず、 A.oryzaeとA.scり・aeの問で差が認められると

いう ことは、 A.oryzaeとA.sojae間よりも A.oryzaeとA.f1avus聞の方がD

NAレベルでより近い関係にあることを示唆するものと考えられる。
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図2-15 代表菌株のDNAのSmaI以外の各種制限酵素分解パターン

2各種菌株の染色体DNAの Smalによる分解パターン

代表菌株の染色体DNA を SmaI で分解した場合に 4 種の菌で 3~5 kbの

バンドの大きさに差が認められ、その違いにより 4種の近縁の菌を容易に識

別できることが考えられたので、そのバンドのパターンが同一種内の菌株に

共通して存在するかどうかを検討した。醸造試験所糸状商目録的(1971年)

に記載のそれぞれの種に属する菌を主に 10株程度選択し、そのDNAを

おJaI で分解し、バンドの大きさを比較した。その結果を図 2-16~2- 1 9 に示

した。いずれの種においても大部分の菌株でバンドの大きさが一致している

ことが分かる。例外的に大きさの異なるバンドが存在する株は、従来法によ

る分類が唆味なものが多い。特に A.oryzae RI8 1419 (図 2-16、第 13レーン)

はもともとは A.flavusとして分識を受けた株であり 、バンドのパターンは A.

f)avusに一致した。

一方、 A.sojae RI8 1404 (図 2-17、第 10レーン)は A.flavusとして分譲

された株であるが、今回の SmaIの分解パターンの結果からは A.parasj{jcus 

と判定できる。湯浅ら日)は、硫酸亜鉛を含む改変 Czapek-Dox培地でA.
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p且rasiticusは黄色色素を多量に生産するが、A.sojaeはま ったく生産しないこ

とを報告している。A.sojae RlB 1404はこのよ庁地11'で1111色色素を生産したこ

とから A.parasi/icusに属するものと考えられ、 Smal分解の結果と一致した。
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図2・16 A. oryZEJeに属する菌株のDNAのSmal分解パターン
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図2-17 A. sojaeに属する菌株のDNAのSmal分解パターン

レーン 1-10はそれぞれ A.sojae RIs 401. RIs 410. Rls 919. Rls 935. 
RIs 1024. RIs 1040. RIs 1045. RIs 1185. RIs 1348. RIs 1404に相|、Jiする。

また、A.flavus RlB 1410 (図 2-18、第 8レーン)は、糸状菌目録で‘は A.
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flavuSとして分類されていたが、その後詐しく調べ直されて A.oryza巴に分類

が改められた株であり、バンドのパターンも A.oryzaeのものと一致してい

る。

村上によ って新種として記載された A.toxicariusについては、染色体DN

Aの5mal分解によるバンド、のパターンからは、 A.f/avusとA.parasiticusの

いず、れかと|司じになり (RIB1408とRJB4015はA.f/avusと、 RlB4001と

RlB 4002はA.parasiticusと同じパターンになった)、これら2種と区別で

きなかった。研究者によっては側、A.toxicariusを独立した種として認めず、

A. []avusとA.parasiticusのどちらかに分類するという見解をとるものもあり 、

5maJ分解パターンの結果もその見解に一致するものであった。しかし、こ

の点に閲してはさらに検討する必要があるだろう。
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レーン1-8は A.navus RIB 69， RIB 1304， RIB レーン 1-9はA.p"悶sll町usRIs 1037，1ミIB4032，RIs 

1359， RIs 1401， RIs 1406， RIs 1427， RIs 4012、 4033，IAM13888， IAM 13889， RIB 1408， RIs 4001， 

RIs 1410に州、'iする。 RIB4002， RIs 4015に相川する。
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考察

A. oryzae、A.sojae、A.fiavus、A.parasiticusの全DNAを制限酵素で分解

し電気泳動で分離後、エチジウムブロマイドで明瞭に染色されるバンドのパ

ターンが4種の菌で異なることから、このバンドのパターンの違いが4種の

菌の識別に利用できることが示された。これらのバンドは電気泳動のスメア

な染色パターンの中ではっきりとしたバンドを形成するので、カピの染色体

上で反復配列の形で存在しているDNA配列に由来するものか、またはミト

コンドリアDNAに由来するものと考えられる。Klickら“)はA.oryzaeとA.

f7avusの染色体DNAをSmaI分解した場合に同ーの大きさのバンドが検出

され、ミトコンドリアDNAの Smal分解パターンとは異なること、さらに

染色体DNAから密度勾配遠心により調製したリボソームDNA画分を

SmaI分解して電気泳動にかけたところ、全DNAを用いた場合と同じ大き

さのバンドが生ずることから、このような明瞭に染色されるバンドが染色体

DNAに存在するリボソームDNAに由来するものであることを確認してい

る。リボソームDNAは、麹菌と同属であるA.nidulansにおいて染色体上で

約10kbの大きさで 60回程度繰り返している配列として存在していること

が明らかにされている69)。これらのことから、全DNAの SmaI分解によっ

てアガロースゲル上で明瞭に染色されるバンドは、 4種の菌のリボソームD

NAに由来するものであり、生ずるバンドの大きさが異なることから、リ ボ

ソームDNAの配列中に存在する SmaIの切断部位の位置が、これら4種の

菌で異なっていることが示唆された。

最近、 Kurtzmanら64)は、これらの4種の菌についてDNAの相同性に基

づく分類を提唱した。すなわち、 4種の菌についてDNAの相同性を求めた

ところ、 A.oryzaeとA.fiavusで 100%、また A.sojaeとA.parasiticusでは

91%と非常に高い相同性が認められ、さらにA.oryzaeとA.sojae間で 73%、

A. flavusとA.parasiticus問で70% といずれも高い相向性があることを明ら
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かにした。これらの結果から彼らは、 A.oryzaeとA.f1avus、A.sojaeとA.

parasit/Cusはそれぞれ同一種と考えるべきであること、また A.f1avusとA.

parasi/icusでは A.oryzaeとA.f1avusほどの類縁性はないものの、やはり同

ー種と考えられる範囲の相向性を示しているものと結論付けた。そして、こ

れらの4種の菌は同一種内での形態的・生理学的な変種(variant)の域を越え

るものでなく、 A.f1avusというこれらのグループのもっとも古い種名のもと

にまとめられるべきだとして、4つの種を A.f1avusの亜種(subspecies)と変種

(variety)に分類した。

Kurtzmanらの結論は、彼らの酵母についてのDNAの相同性の研究結果

に基づいて、 70%以上の相向性をもって同種とみなすという考えによってい

る。彼らの方法に対して疑問を投げかける研究者もいる68)が、著者が見いだ

した染色体DNAの制限酵素分解パターンの結果は、Kurtzmanらの結論と

同様、 A.oryzaeとA.f1avus、A.sojaeとA.parasiticusのそれぞれがきわめて

飢た種であること、 A.oryzaeとA.scりiaeでは A.oryzaeとA.f1avusの間ほど

の近い類縁性がないことを示している。

また、 SmaIで分解した場合には、4種の菌で、バンドの大きさに明らかな

違いが認められ、興味深いことには、A.oryzaeとA.sojaeでは新たに 1.0kb 

のバンドが生じた。この 1kbとA.oryzaeに特徴的な3.0kbのバンドの大き

さを合わせると A.f1avusの4.0kbと等しい大きさになること、同様に A.

5明Eの3.4kbと合わせると 4.4kbのA.parasiticusのバンドの大きさに等し

くなることから、A.oryzaeとA.sojaeの染色体DNA、特にリボソームDN

Aに存在する SmaI切断部位e'CCCGGG3')のうちの 1つが A.f1avusとA.

parasilicusで存在していない、すなわち塩基配列が異なっていると考えられ

る。このように保存性の高いリボソームRNAをコードするDNAの塩基配

列が異なっていることは、近縁の菌の系統発生的な距離関係がある程度離れ

ていることを示していると考えられる。

このようなリボソームRNAをコードするDNAの塩基配列の僅かな違い
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一~、---

によって、染色体DNAの SmaI分解パターンが菌の種によ って異なってく

ることを利用して、麹菌とその非常に近縁な種の同定が可能で、あることが示

された。また、従来の方法では種が確定できなかった菌についても、この手

法によれば一義的に種を決定できることも認めている。しかし、 SmaIによ

る分解パターンを麹菌の分類指標のーっとして採用するには、検討した菌株

数がまだ少なく適当でないかも知れない。形態学特徴の種々異なる菌株の多

くのものについて制限酵素分解パターンを調べ、従来の形態学的および生理

学的性質に基づく分類と本方法での結果との適合性を確認する必要があると

考えられる。このように検討すベき点はまだ

よれば、菌の分離からわずず、か3日間で (培養に 2日、 DNAの調製およびア

ガロースゲル電気泳動等に l日)ほほ正確な種の同定が容易にできることか

ら、食品衛生上重要な麹菌 (A.oryzae、A.sojae)とアフラ トキシン生産菌(A.

f7avus、A.parasiticus)の識別に有用であると考えられる。
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第2章麹菌の細胞融合

麹菌の育種はこれまで清酒用、醤油用を間わず、人工変異法が主に用いら

れてきており、有用な菌株が造成され実用上使用されている。この方法は高

価な設備などを必要とせず操作も容易であり、目的の性質を持つ菌株の育種

に有効であるので、何らかの有用菌を造成するためにはまず初めに用いられ

る手法である。しかし、変異はランダムに起こるため必ずしも高頻度で目的

にかなった菌株が取得できるとは限らない。また、変異処理によって、生育

が遅くなったり、分生子の着生能が低下したりするような悪影響も生じ得る。

さらに、人工変異法では麹菌がもともと保有している性質、例えば酵素生産

性など、を増強したり低減させたりすることはできるが、新たに有用な性質

を付与することは不可能である。そこで、優良な性質を持つ麹菌株同士や異

なる種のかけ合わせにより、新たな有用性質を持つ菌株の育種を試みること

が考えられた。

麹菌は有性世代がなく、通常の交配が不可能であるが、菌糸同士が吻合

(anastomosis)により、交雑株を形成することが知られており 、これを利用

した交雑法が初めに試みられた14，15)。この吻合を利用した交雑法は、かけ合

わせることのできる種の組合わせが近縁の種聞に限られるのと、交雑株の得

られる頻度がきわめて低いという欠点があった。一方、最近になって

Aspergillus 16・19，70-72)やPenicillium73-75)、Mucor76，77)などの工業的に重要な菌株

においてプロ トプラストを用いた細胞融合法が多く試みられるようになって

きた。細胞融合の大部分は近縁の種間でのものだが、融合株の取得できる頻

度は大幅に上昇した。さらに、属を越えた細胞融合も可能であることも報告

され、麹菌に新たに有用な性質を付与するための有力な手法であることが示

唆されている。

細胞融合で、得られた株は、ヘテロ 2倍体で安定となるが、半数体化剤の処

理によって低頻度ではあるが、組換え 1倍体を生じ、この過程でいろいろな
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組合せを持つ組換え体がで、きる可能性がある。このようにして得られたヘテ

ロ2倍体や組換え l倍体の中から目的の有用菌株を選択することができると

期待される。

このような観点から、著者は実用に用いられている麹菌株の育種改良を細

胞融合法によって試みた。この場合に目的とした有用菌株としては、原らが

人工変異法によって造成したデフェリフェリクローム非生産性麹菌27)をとり

あげて改良することを考えた。現在清酒醸造に利用されているデフェリフェ

リクローム非生産性麹菌は、 A.oryzae RIB 203から造成された生育が良好で

酵素力価が高いが褐変性を有する FN(A-27)株と、さらにこの株から造成

された非褐変性であるが酵素力価が低い FN-16株の2株と、もともと非褐変

性の RIB155から造成されたデフエリフェ リクローム生産性が極めて低い

BN (FN-5)株の3株が全国の種麹メーカーで使用されている。これらの株

の特徴を表 2-8に示したが、デフェ リフェリクロームを全く生産せず、非褐

変性で生育が良好かっ酵素力価の高いといっ株はないので、種麹メーカーで

はこれらの菌株を独自にミックスした種麹を市販しているのが現状である。

そこで、細胞融合法を用いて目的の性質を有する有用菌株の造成を試みた。

表2-6 デフエリフェリクローム非生産性麹菌変異株の特徴

伯質 FN(A-27) FN-16 BN(FN-5) 

デフェリフェリ

クローム生産性 無 鑑

アミラーゼ生産性 大 中

プロテアーゼ生産性 中 中

麹の褐変制 有 主正 鉦

蒸米上での生育 良 やや悪 良

分生子の着生 良 普通 良
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実験方法

1.使用菌株

A. oryzae var. viridis RIB 203から原ら 10.11.27)によ ってデフ ェリフェリクロ

ーム非生産性変異株として分離された FN (A-27)株と、さらにこの株に変

異処理を行い非褐変性株となったFN-16株を親株として使用した。

2.栄養要求性と分生子の色のダブル・マーカーを付与した変異株の造成法

細胞融合の選択マーカーとして栄養要求性と分生子の色のダブル ・マーカ

ーを付与するため、親株として用いた 2株に紫外線処理およびN-メチル N'

ニトローN-ニトロソグアニジン (NTG)処理を行った。紫外線処理は第 l篇

第l章で述べた方法に従って行った。また、NTG処理は 2X106/ml程度に調

製した分生子懸濁液を 0.1M リン酸緩衝液 (pH6.0)に溶解した NTG溶液と

混合し、室温で30分~2時間処理した後に遠心し、滅菌水で洗浄して適当量

を完全培地に塗布することによって行った。生存率は、NTGの最終濃度が

0.5 mg/mlで1時間処理することによって約 10%程度になる。

分生子の色の変異株は、親株の分生子を紫外線または NTGで処理後、麹

汁寒天培地にプレー トし、30
0

C、1週間培養後、着生した分生子の中から白

色や黄色に変異した分生子の部分を白金耳でかきとり 、 2 ~ 3 回麹汁寒天培

地上で単一コロニーを形成させて分離した。

栄養要求性変異株を大部分の原栄養株から選択的に効率よく分離するため

に、以下のように 「ろ過法」を用いて濃縮を行った。分生子を変異処理後、

麹汁寒天培地で、分生子を着生するまで培養した。この分生子を 0.01%Tween 

80溶液で、懸濁、3G 3のガラスフィルターでろ過し遠心により分生子を集め、

滅菌水で一度洗浄して培地からの栄養源の持込みをできるだけ避ける。この

分生子懸濁液を 50~ 100 mlの最少培地 (Czapek-Dox培地)の入った 500ml 

の三角フラスコまたは坂口フラスコに接種し、 30 0Cで振輩培養する 。 12~24

時間培養することにより、菌糸の生育が肉眼で観察されるようになったら、
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ガラスフィルター 3G 3 (孔径 1O~50μm) を用いてろ過する。得られたろ

液を再び振塗培養し、菌糸が見えてきたら同様にろ過を行う 。この過程を繰

り返し、菌糸が観察されなくなったら、遠心により分生子を集めて完全培地

に接種して、コ ロニーを形成させた。生育してきたコ ロニーの分生子を完全

培地と最少培地に接種して、最少培地にだけ生育してこない株を栄養要求性

変異株として分離した。得られた変異株は、いくつかのアミノ酸を含むアミ

ノ酸セット培地に接種して、そのアミノ酸要求性を決定した。また、アミノ

酸セット培地にも生育してこなかった株は、核酸またはビタミンを l種ずつ

含む最少培地での生育を調べて、要求性を決定した。

3.プ口トプラストの調製

本篇の第 l章第2節で検討した条件でプロトプラストを調製した。すなわ

ち、変異株として得られた株の分生子をデキスト 1)ンーベプトン培地で 30
0C、

40時間振重培養し、 3G 1のガラスフィルターにより菌体を回収し、滅菌蒸

留水で洗浄後、水分をできるだけ除去して、その適宜量を L字型試験管にと

る。これに無菌ろ過したプロトプラスト化溶液 (0.5mgjml Oerskovia粗酵素、

0.8 M NaCl、lOmMリン酸緩衝液 (pH6.0)) 10 mlを加えて、 30
0

C、2時間

ゆっくり振宣して反応させた後、3G 2または 3G3のガラスフィルターを

用いてプロ 卜プラストを菌体残撞からろ別した。プロトプラストを低速遠心

(700Xg (2，000中m)、4
0

C、5分)によって集め、 0.8M NaClで2回洗浄し

て、 5X106jml程度になるように 0.8M NaClに懸濁して融合に用いた。なお、

プロトプラス ト数は、 トーマの血球計を用いて計測した。

4.プ口卜プラスト融合

融合条件を検討するために、種々の組成の融合促進剤を使用したが、基本

的にはポリエチレングリコール(PEG)4000とCaCl2の濃度と pHを変化させ

た条件で調べた。プロトプラス ト融合は次のような手順によって行った。融

合させようとする 2種の株から、上で述べたようにして調製したプロトプラ
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ストを等量ずつ (1~ 10X 106/ml)混合し、低速遠心によってペレツトにする。

これに 1ml の融合促進剤を加え、よく混合した。 室温で 10~ 30分放置した

後、 6mlの0.8M NaClを加えて PEG等を希釈した。低速遠心によりプロト

プラス トを集め、 0.8M NaClで 2回洗浄した後に、 5mlの0.8M NaClを含

むCzapek-Dox培地に懸濁した。これを適宜希釈して、 0.8M NaClを含む完

全培地および最少培地に 100~200μl おき、この上から 42~45 0C に暖めて

おいた同様の組成の軟寒天 (0.5%寒天)を注ぎ、すばやくプロトプラス ト

を混合した。プレートは30
0

Cで培養した。なお、この時の最少培地は

Czapek-Dox培地を用い、完全培地としてはこの Czapek-Dox培地にカザミノ

酸を 0.5%加えたものを使用した。

融合前および融合後のプロトプラストの再生率は、融合に用いた全プロト

プラスト数と完全培地で生育してくるコロニー数との比で示した。また、融

合率は融合後の最少培地で形成されるコロニー数と完全培地でのコロニー数

との比で表わした。

5.ヘテロ 2倍体の造成

ヘテロ 2倍体は、主として得られた融合株の分生子に紫外線処理を行って

造成した。すなわち、15Wの殺菌灯を 20cmの距離から3分間照射した後、

完全培地にプレートし、 30
0

Cで培養した。生育してくるコロニーのうち、緑

色の分生子を着生する株をヘテロ 2倍体として分離した。

6.分生子の核染色

蛍光染色法によって、分生子内の核を染色し、核数を測定した。Hoechst

Dye 33258を 10ppmになるように Mcllvainebuffer (pH 7.2)に溶解して核染

色液として用いた。この溶液中に適当量の分生子を懸濁し、落射型蛍光顕微

競を用いて蛍光を観察した。この時、励起フィルターは 365nm、補助フ ィ

ルターは420Kを使用した。

7.分生子のDNA含量の測定

麹菌の分生子中に含まれる全DNA量を測定するために、まず分生子から
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の DNAの抽出方法を検討し、以下のように設定した。 1 08 ~ 1 0りの分生子を

含む0.01%Tween 80の懸濁液を遠心後、沈澱を I%SDSを含む SSC(0.15 M 

NaCI、15mMクエン酸ナトリウム)10 mlに懸濁し、さらに 10mlのフェノ

イレークロロホルム(1:1)を加えよく混合する。これにガラスビーズ(粒径0.45

~0.5 mm)を 10g加えてブラウン ・ホモジナイザーで冷却しながら 3分間、

10回のホモジナイズを行う 。その後、ホモジナイズした試料は遠心して、そ

の上層の水層を回収する。フェノールークロロホルム十dl出を行った後、エタ

J-)レ沈澱により、核酸画分を回収した。これを凍結乾燥後、0.3M KOH 2 

mlを加え、 37
0

C、18時間放置して分解した。これに、6N HCIを0.1ml加え

て中和し、 60%過塩素酸(PCA)を0.2ml 添加して_20
0

Cに l時間程度おいた

後遠心して沈澱を回収する。氷冷した 5% PCA 1.7 mlを沈澱に加え 10分間

氷冷した後に遠心する。 沈澱に 5% PCAを2ml加えて、i弗騰水中で 15分間

加熱処理した後氷冷する。遠心して上清を回収し、一方沈澱は再度 5% PCA 

2 mlに懸濁後、遠心してその上清を最初のものと合わせて 5mlにメスアッ

プし、 DNA画分とした。

このようにして得られたサンプルを用いて Burton変法78)により 、DNA

量を測定した。なお、DNAの標準曲線はサケ精子DNAを用いて作製した 0

8.ヘテロ 2倍体からの半数体の造成

緑色分生子を安定に着生するヘテロ 2倍体から半数体の造成は、半数体化

剤として以下の3種類の化合物を用いた。

(a)べノミル(製品名、ベン レート(ベノミルを 50%含有する農薬)) 

(b) p-フルオロフェニルアラニン

(c)抱水クロラール

なお、べノミルの有効成分と考えられている、メチルベンズカルバミルイ

ミダゾール (MBC)も使用した。

9.製麹試験および小仕込試験

得られた融合株ならびにヘテロ 2倍体の酵素生産性等を調べるために、シ
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ャーレ法によって、在米で麹を製造し、酵素活性およびデフエリフェリクロ

ームを測定し、褐変性の有無について観察した。これらの麹の諸性質につい

ての分析は第 1篇第 1章に記載した方法に従って行った。

また、これらの株のうち、有用と考えられた株については、 50gの麹を作

り総米 200gの清酒小仕込試験を行った。仕込配合、仕込方法及び一般成分

の分析は、第 1:篇第 l章に記載した方法に従った。

実験結果

1.栄養要求性株の取得

細胞融合を行った場合、異なる菌株間での融合が起こったことを確認する

ために、用いた2つの親株を紫外線およびNTG処理によ って栄養要求性を

付与した。また、ヘテロ 2倍体が容易に識別可能となるように分生子の色の

変異を同時に付与した。実験方法の項で記した方法によって造成した栄養要

求性および分生子の色のダブルマーカーをもっ変異株を系統別に図 2-20に

図示した。
A. oryzae var. viridis RIB 203 

↓uv処理
FN (A-27) 

↓uv処理 ↓uv処理
FN-16 M-IOW (w， met/cys) 

↓uvまたは NTG処理 M-lOY (y， met/cys) 

M-2-1 (j九his)

M-2-2 (w， ade) 

M-2-3(w，訂g)

図2-20変異株の系統図

2プ口卜プラスト融合の最適条件の検討

まず、褐変性のある FN株由来の変異株と非褐変性である FN-16株の変異

株との細胞融合を行う際の融合条件について検討した。

両親株からの変異株として、M-I0W(w， metjcys) (白色分生子、メチオニ
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ンまたはシステイン要求性)と M-2-1(y， his) (黄色分生子、ヒスチジン要

求性)を使用して、プロトプラストを調製し細胞融合を行った。

(a)ポリエチレングリコール(PEG)濃度の影響

M-IOWとM-2-1のプロ トプラス トを 5X106個ずつ混合し、 遠心によりベ

レツトにした。これに PEG4 ，000 を1O~ 50% (wjv)の範囲で含む融合促進剤

(IOmM CaCI2、10mM  Tris-HCI、pH7.5)を 1ml加えて融合させ、完全培地(麹

汁培地)と最少培地 (Czapek -Dox培地)で再生させた。この時の PEG4，000 

の濃度と融合率を表 2-7に示した。PEG濃度が 10% では融合株の生成が認

められなかったが、これは融合が起こらなかったという よりも、完全培地で

もコロニーが生じなかったことから、濃度が低すぎたためにプロ トプラス ト

がパーストしてしまったことによる。しかし、 20%以上の PEGでは、完全

培地でもコロニーの形成が認められ、プロトプラストは安定であることが分

かる。融合率は 15 ~25% の濃度で最も高くなり、 40% 以上になると低下し

た。PEGは細胞毒性が強いといわれており、あまりに高い濃度では再生に悪

影響を及ぼすのかも知れない。 また、 15%では融合率は高いが、再生率が悪

いので、浸透圧調節の効果が弱かったものと考えられる。以上の結果から、

PEGの毒性も加味して、最適の PEG濃度はできるだけ低い 20%がよいと考

えた。

表2-7 ポリエチレングリコール(PEG)濃度の影響

PEG 4，000濃度 プロトプラスト再生数 融合株再生数 融合本

(w/v %) (X 105/ml) (X 103/ml) (%) 

10 。 。 。
15 0.2 1.7 8.4 

20 1.7 11.0 6.3 

25 1.7 12.0 7.3 

30 1.8 5.4 3.0 

40 2.1 0.2 0.1 

50 ト7 7.2 4.0 
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PEGの分子量については 4，000と6，000の2つを用いて比較したが、大差

がなかった。また、 PEGに比べて細胞毒性が低いといわれているポリビニル

1)レコーJレについても検討したが、かなり高い濃度にしないとプロト プラス

トが安定でないことと、融合率が低いことから不適当であった。

(b) CaCI2の濃度の影響

融合促進剤として、 20%(wjv)PEG 4，000を含む 10mM TrIs-HCI (pH 7.5)に

CaCI2 を 0~200 mMの範囲で、加えたものを用いて、融合させ融合率に対する

影響を調べ表 2-8に示した。CaCI2を含まないものでは全く融合株は得られ

なかったが、 10mMのCaCI2を含むものでは融合株が多く認められた。さら

に50mMでは多くの融合株が生じたが、 100mMを越えると融合率は低下し

た。今回の実験では 100mMで融合率が極端に低下し、200mMである程度

回復したが、これは実験の誤差と考えている。CaCI2は細胞膜を弱める作用

があるため、高濃度の CaCI2は再生率を低下させることが考えられるので、

ここでは、 50mMをCaCI2の最適濃度として採用した。

表2-8 CaCI2濃度の影響

CaCI2濃度 プロトプラスト再生数 融合株再生数 融合ネ

(mM) (x 105jml) (x 103jml) (%) 

。 1.4 。 。
10 1.7 11.0 6.3 

50 1.8 17.0 9.4 

100 2.1 0.2 0.1 
200 1.9 6.8 3.6 

(c)pHの影響

20%(wjv) PEG 4，000と50mM CaC12を含む融合促進剤の pHを 10mMグ

リシンーNaOHで 7.0~9.5 ま で変化させ、 pH の融合率に及ぼす影響を調べた。

表2-9に示したように融合率は pHが高いほど高 くなる。しかし、 pHが9

以上では融合株の総数が低下するが、完全培地で再生するコロニーも減少す
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るため、その比である融合率が高い値になるだけであり、実質的には pHは

7.5-8.5が最適と考えられる。

表~の細胞融合に及ぼす影響

pH プロトプラスト再生数 融合株再生数 融合5本

(x 105/ml) (x 103/ml) (%) 

7.0 1.3 12.0 8.5 

7.5 1.6 l卜O 6.9 

8.0 0.7 12.0 17.1 

8.5 0.5 12.0 24.0 

9.0 0.6 5.5 9.2 

9.5 0.4 2.9 7.3 

(d)融合に使用するプロ トプラス ト数の影響

融合させるプロ ト プラス ト数の融合率に及ぼす影響を調べた。 0.5 ~ 10X 

106個の範囲でプロトプラストを等量混合し、 20%(wjv)PEG 4，000、50mM

CaCl2、10mMグリシンーNaOH (pH 8.5)の組成の融合促進剤で融合させた。

使用するプロ トプラス ト数が多くなるに従って、融合株も多く得られるが、

融合率の点からは 5X106個程度のプロトプラストを用いるのが最適と考え

られた (表2-10)。

表2-10 プロトプラスト数の影響

プロトプラスト数 プロトプラスト再生数 融合株再生数 融合本

(x 106) (X I04/ml) (X 103/ml) (%) 

0.5 0.7 0.3 4.3 

1.0 1.5 1.9 12.3 

2.0 2.5 6.6 26.4 

5.0 6.8 19.0 27.9 

10.0 14.0 19.0 13.5 

以上の結果から、プロトプラスト融合の操作手順を図 2-21のよう に設定

した。
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デキストリンーベプ トン培地で麹菌を 30"C、 40時間培養

↓ 

ガラスフ ィルター 3G 1による集菌洗浄

↓ 

0.3-0.5 g湿菌体，Oerskovia酵素 5mg， 0.8 M NaCIを含む0.1Mリン酸緩衝液(pH6.0) 10 ml 

↓ 

30'C、2時間振盤

↓ 

ガラスフィルター 3G 2によるろ過

↓ 

2，000叩m，IO分遠心分離し、 0.8M NaCIで2回洗浄

↓ 

5X 106伺ずつプロトプラストを混合し、遠心

↓ 

20%(w/v) PEG 4，000、50mMCaCI2、10mMグリシンーNaOH(pH 8.5) 1 ml 

↓ 

室温、 30分

↓ 

0.8 M NaCIを6ml添加し遠心後、 0.8M NaCIで2回洗浄

↓ 

0.8 M NaCIを含む Czapek-Dox培地に懸濁し、0.8M NaCIを含む Czapek-Dox

平板培地および麹汁平板培地に懸濁液を置き、 0.5%の寒天を含む培地を重層し、

30'C、 2-5日培養

図2-21 プロトプラスト融合操作手順

3.プ口卜プラスト融合

図2-20で示した FN株由来の変異株と FN-16株の変異株との間で上で設定

した条件によって、プロト プラス ト融合を行った。この際、栄養要求性と分

生子の色の変異が相補される ような組合せで融合させた。すなわち、白色分

生子でメチオニンまたはシステイン要求性の M-10Wと黄色分生子でヒスチ

ンン要求性の M-2-1、また反対に黄色分生子でメチオニンまたはシステイン

要求性の M-10Yと白色分生子でアデニン要求性の M-2-2の聞でプロトプラ

スト融合を行った 。 その結果を表 2- 11 に示した。いずれの組合せでも 2~

10%の融合率で融合株が得られた。融合前のプロトプラストの完全培地での
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再生率は 9~20% であった。また、融合後のプロトプラストの再生率は 0. 1

-4% であり、融合前に比べて、 1 /3 ~ 1/50に滅少した。これは、融合により

プロトプラストが凝集した結果、再生可能なプロトプラストの絶対数が少な

くなったことから当然、と言える。

表2・11 プロトプラスト融合結果

プロトプラス ト プロトプラスト再生数 融合株再生数 融合不

組合せ (x 104/ml) (X 102/ml) (%) 

融合前 融合後 融合前 融合後

FNxFN-16 

M-IOWxM-2・l 18.0 0.24 。 2.2 9.2 

M-IOYx M-2-2 28.0 8.8 。 23.0 2.6 

得られた融合株は最少培地で継代培養すれば常に生育するが、着生する分

生子は白色と黄色さらに緑色の3色が混在しており 、完全培地で生育させる

と、これらの色の分生子のセクターを生ずることから、ヘテロカリオンと考

えられた。

4.ヘテロ 2倍体の造成

得られた融合株はヘテロカリオンで完全培地ではもとの変異株に分離して

しまうので、安定なヘテロ 2倍体の造成を検討した。

はじめに融合株の分生子でヘテロカ リオンのものの存在比を測定した。す

なわち、それぞれの組合せで得られた融合株を最少培地で培養後、着生した

分生子を回収し、適当に希釈して最少培地と完全培地にプレートした。30
0C、

3日間培養し、コロニー数を計測した結果を表 2-12に示した。この表から

も分かるように、融合株の着生する分生子は大部分がもとの栄養要求性を示

す株に分離するが、約 5%の分生子はヘテロカリオンの状態にあることが示

監された。
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表2-12 細胞融合株の安定性

プロトプラスト 生育コロニー数 (X106川1) 融合株存在比(%)

組合せ 完全培地(C) 最少培地(M) (M/C X 100) 

M-IOWxM-2・l 16.0 0.53 3.3 

M-IOYxM-2-2 5.9 0.22 3.7 

これらの中には、非常に低頻度ではあるが、異なる核同士が融合したヘテロ

2倍体も存在していると考えられるが、さらに効率よくヘテロ 2倍体を形成

させるために、石谷が報告している方法79)に従って、融合株の分生子に紫外

線処理を行った。栄養要求性変異株の造成と同様にして、融合株の分生子約

2X 106jmlの懸濁液を小シャーレに入れ、20cmの距離から 15Wの殺菌灯で

3~4 分照射し、最少培地にプレートした。 生育してくるコロニーのうち緑

色の分生子だけを着生する株をヘテロ 2倍体として分離した。このようにし

て、 M-lOWXM-2-1から 3株 (F-201~203 ) の、また M-1OY X M-2-2から 4

株(F-301~304 ) のヘテロ 2 倍体と考えられる緑色分生子株を取得した。

得られた株を用いて、シャーレ法によりa米で製麹し、その酵素力価、デ

7エリフェリクローム量および褐変性について調べた(表 2-13)0 M-IOWX 

M司2-1で得られた 3株 (F-201~203) は両親株の FN と FN- 16 の中間的な酵

素力価を示し、生育も FN-16よりも良好であった。また、デフエリフェリク

ローム生産性は認められず、褐変性も示さなかったので、所期の目的に近い

株が得られたと考えられた。しかし、褐変性は認められなかったものの、 3

株ともに黄色の色素を生産した。この黄色色素が何であるか同定していない

が、以前に原らが麹菌の変異によりフラピン系の黄色色素を生産する株を取

得している80)ことから考えて、ヘテロ 2倍体が生産する色素もフラピン系の

化合物で、はないかと思われる。また、この色素を生産するようになった理由

も今のところ不明である。一方、 M-1OY X M-2-2からの4株 (F-301~304) 
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I~ 、 FN に近い性質を示し、生育も旺盛で酵素力価も FN とほぼ同程度であ

った。デフエリフェリクロームも F-303が僅かに生産するほかは生産性は認

められなかったが、褐変性が FNに比べて弱いが認められた。これら 4株は

FN株とほぼ同じ性質を示したが、褐変性も認められ目的の菌株とは合致し

なかった。

緑色分生子株によるの米麹の諸性質表2・13

褐変官|DF** ACPase* APase牟GAase* σAase牟緑色分生子株

a 。21925 5340 430 2830 

M-IOWxM-2-1 

F-201 

a 。23330 5775 440 2875 

ー_a

±
+
+
+
 

F-202 

F-203 
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486 
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ホaAa毘、 αーアミラーゼ ;GA出e、グJレコアミラーゼ;APa田、酸性プロテアーゼ;ACPase、敵竹カ Jレボキ

ンベプチダーゼ 全てiiitlーはU/g麹

"DF、デフエリフェリクローム:ppm 

a褐変性は示さなかったが、 lQ色l0.*の'1二産が必められた。

。
。26350 

15660 

8760 

4715 

540 

450 

3265 

1805 

5ヘテロ 2倍体の確認

上で得られた緑色分生子株がヘテロ 2倍体であることを確認するために、

これらの株と融合に使用した親株の分生子の大きさ、分生子中の核数および

DNA含量、半数体化剤によるセグレガントの有無について検討を行った。

ヘテロ 2倍体の分生子の直径は、 A.nidulansや A.

Hぼerのような分生子が単核の菌では 11音体の分生子の約 L3倍の大きさとな

るが、 A_oryzaeのような多核の菌では大きさはほとんど変わらないことを報

78 

Pontecorvoら81，82)は、



告している。また、石谷らは分生子中の核数については、 A.oryzaeや A.

50)・aeでは l倍体の親株では平均4個、 2倍体ではその半分に減少することを

認めているお)。

(a)分生子の大きさ

F-201 ~203 のヘテロ 2 倍体 3 株と両親株の分生子の直径を顕微鏡下で ミク

ロメーターにより計測した。その結果を表 2-14に示したが、 M-2-1株がやや

小さいが、 2倍体の3株と一方の親株である M-10Wの分生子はほとんど大

きさが変わらなかった。

表2-14 分生子の直径

菌株 分生子の直径 (μm)

F-201 5.4-5.9 

F-202 4.6-5.4 

F-203 5.1-5.5 

FN 5.2-5.6 

FN-16 4.4-4.9 

(b)分生子中の核数

カピの分生子の核を染色する方法としては、一般にはギムザ染色法が用い

られているが、固定などの手法が煩雑で、ある上に染色像も鮮明度にかける場

合がある。著者も本方法で核染色を試みたが、きれいな染色像が得られなか

った。 そこで、より簡便な蛍光色素を用いた核染色を試みた。酵母などでは、

核やミ トコンドリアの染色に DAPIがよく用いられている84)が、麹菌の分生

子では胞子壁が厚いことが原因なのか、そのままでは分生子内の核を染色す

ることができ なかった。一方、DAPIと同様、DNAに結合し蛍光を発する

色素である HoechstDye 33258を用い、pH7前後で分生子を染色すると、分

生子中の核もよく染まることが報告されているお)ことから、この染色法を利

用して麹菌の分生子中の核を染色し、核数を測定することを試みた。
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図2-22にl倍体の親株である M-IOWとヘテロ 2倍体と考えられる F-202

の分生子の蛍光染色像を示した。 HoechstDyeによ っても全ての分生子が染

まっているわけではないが、 M-IOW では分生子内に 2~3 個の核が存在し

ていることが分かる。一方、F・202では3個の核をもっ分生子はほとんど見

あたらず、大部分が l個の核しかもっていなかった。

(A) 

(8) 

図2-22 分生子の核の蛍光染色

(A) M-IOW、(8)F-202 
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このように、両親株およびヘテロ 2抗体として分離した株の分'1.:.(-を

Hoechst Dyeによ って染色し、核が染色された分生子をランダムに約 100伺

選んでその中の核数を計測し、核数の分布と平均核数を図 2-23に示した。

11音体である M-10W および M-2-1 の分~Jc. 子 '1 1 の核数はほとん ど/I;J じ分イIÎ を

示し、平均核数はそれぞれ 2.24および2.27であった。一方、 F-201~203 の

3株はいずれも l個の核をもっ分生子が半数以上を占めており、平均核数も

I.3と l倍休の親株の約半分であった。この結呆は、石谷らの報告83)と一致

しており、 F-201~203 の 3 株が 2 倍体であることを示唆している。しかし 、

F-302ではそのような傾向は認められず、平均核数も 2.13と親株とほとんど

変わらなかった。 F-302は半数体化剤で処理してもセグレガントが生じなか

ったので、組換え I倍休である可能性が考えられるが、それ以上の詳細な検

討はしていない。

(X) M-2-1 
1∞---

(%) M-l0W 
100，=  

Av. 2.27 Av. 2.24 

50 

2 3 1 2 4 5 
No. of nuclei No. of nuclei 

(%)主昌よ
100 

F-202 
( %)~ 
100 

山
一

Av. 1.33 Av. 1.31 Av. 1.31 

50 50 50 

。 。 。
No. of nucl ei No. of nuclei No. of nuclei 

図2-23 親株およびヘテロ 2倍体の分生子中の核数
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(c)分生子のDNA含量

M-IOWXM-2-1で得られた3株の安定な緑色分生子株 F-201~ 203 はその

分生子中の核数が融合に用いた親株の約半分に減少していたことから、ヘテ

ロ2倍体であることが示唆された。そこで、この緑色株の分生子のDNA量

を測定し、核 l個あたりのDNA量を親株と比較して 2倍体であることを確

認した。

分生子中のDNA量を測定するために、まず分生子からのDNAの抽出方

法を検討した。いろいろな微生物のDNA量を測定する場合に、過塩素酸

(PCA)によ って菌体からDNAを抽出するのが一般的である86)が、麹菌の分

生子はその細胞壁が堅いために抽出効率があまりよくなかった。そこで、分

生子を機械的に破砕する方法を適用してDNAを効率よく抽出できないか検

討した。

まず、5X107jmlに調整した麹菌の分生子懸濁液 5mlを用いて、ブラウン ・

ホモジナイザーでガラスビーズ (径 0.5mm)とともに激しく振盤して、分

生子を破砕する。この時、DNAの回収率をよくするためにフェノール・ク

ロロホルムを 10ml加えて抽出を行った。その後、実験方法に記したように

エタノ-)レ沈澱により核酸画分を回収し、 KOHで分解した後に Burton変法

によって、 DNAを定量した。ホモジナイズの回数と回収DNA量との関係

を調べた結果、 3分間のホモジナイズを 10回程度繰り返すことにより 、最

大値となった。

表2-15 分生子のDNA量

菌株 分生子あたりのDNA量 核数

(x 10-7μg) 

M-IOW 卜26 2.24 

M-2-1 1.33 2.27 

F-202 1.42 1.33 

核あたりのDNA量

(XIO・7μg)

ζu

n

y

寸
J

F

、
J

F

、u
nu

n仏

O

L

82 



この}jj去によって、 M-IOW、M-2-1、F-202の分生子のDNA呈を測定し

た結果を表 2-15に示す。これら 3株の分生子あたりのDNA量はほぼ同じ

であり、 1. 2 ~ I .4 X IO-7μg であった。 この値と先に求めた分生子中の予均核

数から l個の核あたりのDNA量を求めると、 F-202では親株の M-IOWお

よびM-2-1のおよそ 2倍となっていることがわかった。核あたりのDNA量

からも F-202~朱はヘテロ 2i音体であることが確認された。ここでは、 イ也の F-

201とF-203についてはDNA量を測定しなかったが、F-202と同じように

分生子中の核数が親株の半分になっていたことから、核あたりのDNAも親

株の2倍になっているものと考えられる。なお、麹菌の分生子のDNA量に

ついては、石谷ら83)は3.3X 10-7μgと報告しており 、また最近になって牛島

らは A.sojae で 3.8 ~4.4 X 10-7μgと報告している 18)。これらの値は著者の

測定したDNA量よりも高いが、彼らが用いた菌の分生子中の核数は4個程

度であり 、牛島らによれば、核 l個あたりでは約 0.9XIO-7μgとなり 、著者

の求めた O.6X10-7μgに近い値であったことから、ここで求めたDNA量は

ほぼ正しいものと考えられる。

(d)ヘテロ 2倍体からのセグレガン 卜の生成

上で述べてきたように、緑色分生子株 F-201~203 は 2 倍体であることは

確認できたが、 FN(M-I0W)とFN-16(M-2-1)とのヘテロ2倍体であるという

証明はされていない。このことを確かめるために、これらの2倍体株を半数

体化斉IJで処理し、融合に使用した親株のマーカーをもっ組換え l倍体が生ず

るかを調べた。

F-201 ~203 は完全培地で培養しでも安定でセクターを形成せず、融合に使

用した両親株の形質をもっ株は分離してこなかったので、半数体化剤を含む

尾地で培養することによって、セグレガン トの形成を行わせた。実験方法の

項で記したように、半数体化剤としてはベノミル、p-フルオロフェニルアラ

ニン (PFA)、抱水ク ロラ-)レの 3種を用いたが、PFAが最も効果が大きく

上記の株から多くのセグレガン トを得ることができた。抱水クロラールでは
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表 2-16 半数体化斉IJ処理によるセグレガントの性質

(1) PFA処理

菌株 分生子の色 栄養要求tl
his met!cys hisチmet!cys

F-201 黄 (y) 。 4 。
白 (w) 。 18 2 。

F-202 黄 (y) 3 。 3 4 

白 (w) 5 16 11 

F-203 賞 (y) 。 11 。
白 (w) 。 12 。 。

(2) MBC処理

菌株 分生子の色 栄養要求tl:.
his met!cys his+meνcys 

F-201 黄 (y) 。 2 6 。
白 (w) 2 5 9 4 

F-202 黄 (y) 。 11 。
白 (w) 2 7 。 。

F-203 黄 (y) 。 。 3 。
白 (w) 。 3 5 

セクターはあまり生じなかった。また、ベノミルの代わりにその有効成分と

考えられているメチルベンズカlレパミ ルイミダゾール (MBC)を用いた場合

にも PFA と同程度の数のセグレガントが得られた。 半数体化は IOO~ 125 

ppm の PFA または O.5~ O.75 ppmのMBCを含む完全培地 (麹汁寒天培地)

の中心にそれぞれの菌の分生子を接種し 、 300C 、 1 ~ 3週間培養することによ

って行い、生成する分生子の色や菌体の形態などの異なったセグレガントを

分離して、その栄養要求性を調べた(表 2-16)。いずれの株からも、融合に
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用いた親株で、ある M-IOWとM-2-1の栄養要求性である metjcysまたは hisの

表現型を示すセグレガントが得られた。さらに、両親株の表現型である W，

metlcysとy，hisの組合せとは異なる表現型の組換え体例えば、y，met!cysー

や、 me昨ysとhisの両方の栄養要求性を示すセグレガントも得られた。3種

の菌株によってセグレガン トの表現型の現われる傾向が異なっているが、こ

れが単にセグレガン トの分離数が少ないことによるバラツキなのか、 3種の

菌株が有する遺伝的な要因の違いによるのかは不明であるが、 少なく ともこ

れらの3株の緑色分生子株は M-IOWとM-2-1を親株とするヘテロ 2倍体で

あるということが証明されたと考える。

6，ヘテロ 2倍体を使用した清酒小仕込試験

FN(M-IOW)とFN-16(M-2-1)との細胞融合から得られたヘテロ 2倍体は黄

色色素を生産するが、生育が良好で、酵素力価も高く、褐変性も示さないこ

とから、実用上有用であると考え られる。そこで、これらのヘテロ 2倍体の

うち全くデフエリフェ リクロームを生産しない F-201とF-202を用い、総米

2∞gの清酒小仕込試験を行った。対照として融合に用いた M-IOWとM-2-1
の元株である FNとFN-16、またデフェリフ ェリクローム生産性の高い RIB

128の3株を用いた。

製麹はシャー レ法により、 50gのα米を使用して 40時間の培養で行った。

得られた麹の酵素力価等の諸性質を表 2-17に示した。今回の試験では F-201

はFN-16と同程度の酵素力価を示したが、F-202はFNとFN-16の中間的な

群素活性を有していた。FNとRIB128は褐変性が強かったが、他の3株は

掲変性は示さなかった。また、 F-201とF-202は黄色色素を僅かに生産し、

出麹した麹はやや黄色味がかっていた。

醗酵試験の品温は、添 15
0
C、仲 100C、留 8

0
Cとし、以後 l日IOC昇温して、

1Stで持続させた。醗酵経過は炭酸ガス減量で測定し、 60gに達した時点で

上槽した。醗酵経過を図 2-24に、また生成酒の一般成分を表 2-18に示した。
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小仕込試験に使用した米麹の諸刊行表 2-17
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F-201を使用した仕込では、 FN-16と同様グルコアミラーゼなどの昨素jJ価

が他のものに比べて低かったので、醗酵はiJ!れ気味であった。しかし、F-

202を用いた仕込は、 FN よりも 1日程度の遅れはあったが、順調に醗両手は

進行した。生成酒は F-202とFNでは一般成分に大差なく、いずれもデフェ

リフェリクロームは検出されなかった。一方、上糟後の粕画分を室温で、5日

放置しておいた場合、 FNでは絹変反応によって黒ずんできたのに対して、

F-202の相では全く褐変は認められなかった。また、 F-202は黄色色素を生

産するが、生成酒の色や粕の色にはほとんど影響を及ぼさなかった。
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表2-18 生成酒の一般成分

菌株 日本酒度 アルコール 酸皮 アミノ酸度 DF (PPIl1) 

F-201 +6.0 17.5 2.60 2.75 。
F-202 +5.5 17.4 2.75 2.75 。
FN + 11.2 17.4 2.75 3.20 。
FN-16 +9.7 17.7 2.75 2.60 。
RIB 128 + 10.7 17.6 2.50 2.45 161 

考察

上で述べたように、プロトプラスト融合によって FN-16株の酵素生産性を

改良することができた。得られたヘテロ 2倍体のうちの l株 F-202で製麹し

た麹を用いた清酒小仕込試験では、片方の親株である褐変性を示す FN株と

ほとんど変わらない発酵経過をとり 、粕の褐変は起こらなかった。

麹の褐変性は麹菌の生産するチロシナーゼの働きによることが明らかにさ

れており 87.88)、親株の FN株ではチロシナーゼ活性が強く褐変性を示すのに

対し、もう片方の親株 FN-16株は FN株の変異によりこの酵素活性が欠損ま

たは低下した結果、褐変性を示さなくなったものと考えられている。酵素生

産性を示す株と示さない株とをかけあわせた場合、酵素生産性が通常は優性

であるためにある程度は酵素を生産することが予想される。麹菌のチロシナ

」ゼの生産についての詳しい遺伝的な解析はなされていないが、おそらく本

酵素の生産も優性で、あると考えられるので、 FN株と FN-16株との融合によ

って得られたヘテロ 2倍体でもチロシナーゼが生産されていると思われる。

しかし、 F-202株のように褐変性を示さない株が得られたことの理由として

は、麹の褐変性という現象はチロシナーゼ活性がある程度高くないと現われ

てこないため、F-202株でもチロシナーゼは生産されてはいるものの、活性

が褐変性を示すほど高くなかったことによるのではないかと考えられる。酵
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素生産性の高い株と低い株との細胞融合では中間的な性質を示すヘテロ 2倍

I~が得られることが多いということが言われており、今回の場合でも F-202

の7ミラーゼやプロテアーゼの活性は両親株の中間的な値であったことから、

チロシナーゼ活性も中間的な値を示していると考えられるが、麹の褐変性を

付与するほどには強くないものと思われる。実際、 F-202のチロシナーゼを

測定したところ、僅かではあるが活性が認められたことからも、上で述べた

ことが実証されるものと考える。今回の実験では、褐変性を示す株としては

F-301株のように組換え l倍体と思われる株しか得られておらず、ヘテロ 2

倍体は得られていないが、さらに多くの2倍体を造成して検討すれば、 FN

株に近い酵素活性を示す株では褐変性を示すものが見いだされるであろう。

しかし、ここでの目的はデフエリフェリクローム非生産性で、褐変性がなくア

ミラーゼ等の必要な酵素力価が十分な麹菌株の育種であるので、このような

検討は行わなかった。

F-202株はヘテロ 2倍体で酵素力価は FNとFN-16の中間的な値であった

が、褐変性を示さず、目的の有用菌株の候補が造成できたと考えられるが、

さらに酵素力価の高い株を育種する目的には、これらの 2倍体からの組換え

l倍体の誘導があげられる。前にも述べたように、プロトプラスト融合で酵

素生産性の高い株と低い株をかけあわせた場合、融合株やヘテロ 2倍体は中

間的な酵素生産性を示すことが知られている。古屋らが醤油用麹菌のプロテ

アーゼ生産性の高い菌株の改良のために初めてプロ トプラス ト融合を行った

ときも、得られた 2倍体はプロテアーゼ生産能と増殖能に関して融合に用い

た親株の中聞から低い方に近い性質を示した16)。また、牛島らもプロテアー

ゼとク・ルタミナーゼの両酵素活性の高い麹菌を育種する目的で、それぞれの

際素の生産性が高い株同士の間で、フ。ロトプラスト融合を試みたが、分離した

ヘテロ2倍体は親株と同じように一方の酵素活性だけが高いというタイプか、

または両方の酵素活性が親株の中間的な値を示すというタイプであって、両

酸素ともに高い生産性を有する菌株は得られなかった18)。そこで、彼らは得
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られたヘテロ 2倍体のうちで中間的な性質を示す株を用いて、半数体化と人

工変異により 2つの酵素生産能が高くなった株を造成することを試みた89)。

変異処理では僅かに活性が上昇した株が得られただけであったが、半数体化

によって、グルタミナーゼ、活性が高生産性の親株と同程度であって、もう 一

方のプロテアーゼ高生産性の親株の 6割程度のプロテアーゼ活性を示す改良

株を得ることができた。

今回著者が取得したヘテロ 2倍体も酵素生産性に関して融合に用いた親株

の中間的な性質を示したので、目的により近い性質の菌株を得るためにはさ

らに半数体化が必要と考えられる。すなわち、半数体化処理によって、アミ

ラーゼやプロテアーゼ活性が高くチロシナーゼ活性がほとんどないという組

換えl倍体を造成できる可能性がある。そこで、 5項で述べたようにベノミ

ルや PFAの処理によって得られた組換え体と考えられる株について、その

7ミラーゼなどの酵素活性と麹の褐変性を調べたが、これまでのところ、目

的とする性質の株は分離できていない。単離しているセグレガントの数が少

ないことも一つの原因であろうが、ア ミラーゼやプロテアーゼ(またはこれ

らの酵素の発現に関与する因子)の遺伝子座とチロシナーゼの(発現に関与

する因子の)遺伝子座とが非常に近いところでリンクしている可能性もあり 、

今後は遺伝学的な解析が検討されていかなければならない問題だと考えられ

る。
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