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序論

清酒の消費が長期低落傾向にある中において，新鮮な香り

と味を特徴とする生酒関連商品(生酒，生貯蔵酒)は着実な

愛好者層の広がりを示してきた.生酒および生貯蔵酒は，搾

りたてのフレッシュな風味を消費者に届け，冷やして飲む形

態を普及させることによって，清酒の新しい需要を掘り起こ

すことに成功した.また，生酒・生貯蔵酒は夏季における消

費が大きいことから，四季醸造工場を有し，通年生産が可能

な大手酒造メーカーの重要な商品となっている.

生酒および生貯蔵酒の最大の特長はフレッシュな風味にあ

る.特に，生酒においてはその香りが重視される傾向が強く，

生酒を製造する場合，原料米の精白度を高くし，発酵温度を

通常より低めにコントロールすることによって，香りが高く

淡麗な味わいをもっ酒質に仕上がるよう留意される.また，

その風味特性を保持するため，短期間の貯蔵後，火入れと呼

ばれる熱処理を行わずに出荷される.

一方，生貯蔵酒は一定期間，生の状態で貯蔵したのち，火

入れを行い出荷される.そのため，生貯蔵酒は搾りたての清

酒が持つ独特の風味を保ちながら，瓶詰め後の品質が安定す

るという特長を示す.また，生酒の状態で貯蔵する期間と貯

蔵温度を調整することにより，各酒造メーカーが目的とする

酒質の製品を生産することが可能である.

しかし，生酒の貯蔵においては，エタノール存在下で生育

する火落ち菌による汚染と，生酒中の残存酵素による香味劣

化の危険を伴う.これらの問題については，現在では限外漉

過処理技術の進歩により，かなり改善された状況にある 1・3)

しかし，そのための設備導入や運転に際して生ずるコストの

大きさなどから，現段階では全国の酒造メーカーに十分普及

されていない.したがって，貯蔵や流通段階において管理が

不十分な場合，種々の品質劣化が発生する危険性が存在する.

特に，常温で貯蔵を行う場合，非常に不快な臭いである「ム

レ香」や，ふくらみのない単純な甘みが増加する「甘ダレ」

と呼ばれる劣化が生じる 4) 特にムレ香の発生は品質上の大

きな問題とされる.伝統的な清酒製造技術の結集である吟醸

酒においても，ムレ香が生じると品質が著しく劣化する.し
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たがって，清酒業界においてムレ香の発生を防止することは

生酒の品質を安定させる上で大きな課題である.

微生物に起因する酒類のオフフレーバー(劣化臭)につい

ては多くの報告がある.例えば ビールにおいてはダイアセ

チルや 2，3・ペンタジオンなどジケトン類 5，6)に由来する「未熟

臭 j や 4-ビニルグアイアコールなどに由来する「フェノール

臭 J 7)が知られている.またブドウ酒においては，産膜性酵

母の汚染に起因するアセトアルデヒドや揮発酸の発生が，ぶ

どう酒の香味を著しく劣化させることが知られている 8) 

清酒においても，ダイアセチルに由来する「つわり香 J9，10) 

酢酸に由来する「酸臭 J11) アセトアルデヒドに由来する「木

香様臭 J 12) などが報告されているが，いずれの場合も，発酵

条件が至適化されていない場合に起こる酵母の異常な生理代

謝や，腐造性細菌の汚染に起因するものであり，その発生機

構は多分に複雑である.これに対して，ムレ香は糸状菌(麹

菌)に由来すること，また，その発生機構は麹菌の生産する

単一の酵素のみが関与する点でシンフルであり，他のオフプ

レーパーに比べて極めてユニークであると言える.

西村らは，生酒のムレ香とその発生防止に関する研究を行

い，原因物質の同定 13) 定量方法 13) 官能関値 14) 生成機

構 15) 限外癒過処理による発生防止法 3)などについて種々の

検討を行った.その結果，ムレ香の原因物質はイソバレルア

ルデヒドが本体を成し，バレリアン酸エチルおよび 1，1・ジエ

トキシー3-メチルブタンの共存により ムレ香が増強されるこ

とを示した.また，イソバレルアルデヒドは，清酒中に比較

的多く含まれるイソアミルアルコールから酵素的酸化により

生じることを明らかにした.さらに粗酵素レベルでの検討に

より，本酸化酵素はアルコールオキシダーゼに属するものと

推定し，本酵素は麹菌 Aspergillusoryzaeに由来することを
示した 16) 

真菌類起源のアルコールオキシダーゼに関しては多くの報

告がある.特に，酵母の生産するアルコールオキシダーゼの

研究が進んでおり PichiapastorisI7)， Candida boidinii 

(Kloeckera Sp.)18)， Hansenula polymorphal9)などのメタノー

ル資化性酵母由来アルコールオキシダーゼの酵素学的諸性質

はすでに， 1970年代に明らかにされた.最近，同酵素をコー
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ドする遺伝子がクローニングされ，分子生物学的研究成果も

報告された 20-22) これらのアルコールオキシダーゼは，メタ

ノール，エタノールなどの炭素数の少ない直鎖型アルキルア

ルコールに高い特異性を示し，反応速度は炭素数の増加とと

もに低下するという特性を示す.また，担子菌にも同様な特

性を示すアルコールオキシダーゼの存在が報告されている

23) 一方 Canndida属酵母 24，25) や Aspθrgillus属糸状菌

26) からは，炭素数 10以上の長鎖直鎖型アルコールに作用す

るオキシダーゼが見いだされている.これまで報告されたア

ルコールオキシダーゼはすべて，主として直鎖型アルコール

に作用し，分枝型アルコールに対しては低い活性しか示さな

い.また，アルコールを基質とする誘導酵素であり，細胞内

酵素であることが明らかにされている.

本研究の対象である麹菌 A.oryzaθ 由来のアルコールオキ

シダーゼは，分枝型アルコールであるイソアミルアルコール

に高い活性を示すなど，既知のアルコールオキシダーゼとは

著しく異なる特異な酵素であることが示唆されていた 16) し

かし，本酵素は微量にしか得られず，精製が困難であったた

め，その酵素学的諸性質は不明であった.

本研究では，本酵素を大量に取得し，精製標品を得ること

によって，酵素化学的諸性質を明らかにするとともに，その

遺伝子構造を解析することを目的とした.また，本遺伝子の

発現を抑制するため，本酵素低生産株の育種を試みた.

本論文は序論 1"'-' 4章，総括により構成される.第 1章で

は，麹菌による本酵素の生産特性や大量取得のための供給源

について述べる.第 2章では，本酵素の単離・精製，精製酵

素の特性を述べた後，イソアミルアルコールを基質にした場

合の酵素反応生産物の同定について述べる.第 3章では，本

酵素をコードする遺伝子の麹菌ゲノムライブラリーからのク

ローニングと同遺伝子の解析と発現について述べる.また，

Aspergillus属における同遺伝子のホモローグ分布を述べる.

第 4章では，本酵素の生合成を抑制した麹菌変異株の育種と，

本株を用いて製造した清酒のムレ香の低減化について述べ，

以上の結果を総括において総合的に考察する.
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第 1章 麹菌による「ムレ香」生成酵素の生産特性

第 1節序

第 1章では，西村らによりムレ香生成酵素として報告され

た麹菌 A.oryzae由来本酵素の生産特性について検討するこ

とを目的とする.

粗酵素レベルでの検討結果から，本酵素は清酒中の香気成

分イソアミルアルコールを酸化し，ムレ香の本体であるイソ

バレルアルデヒドを生成することが報告されている.また，

この酸化反応時に過酸化水素を発生することなどから 27) オ

キシダーゼ反応であることが予想されている(Fi g. 1・1) .す

なわち，本酵素はその反応特性からアルコールオキシダーゼ

に属すると考えられる.

従来報告されている酵母，糸状菌，担子菌に由来するアル

コールオキシダーゼは，例外なく中性から弱アルカリ側に至

適域，安定域を持つ細胞内酵素であり，酸性側では不安定で

ある.一方，本酵素は清酒中のような酸性下において作用し，

安定であることから 比較的安定な細胞外酵素であることが

示唆された.そこで，本章ではまず，本酵素が細胞外に分泌

されているか否かを液体培養により確認する.次に，基質で

あるイソアミルアルコールによる酵素の誘導性の有無や本酵

素の生産に与える炭素源の影響を検討する.

さらに，本酵素を大量に得るため，麹菌由来の各種培養産

物や生酒の限外漉過濃縮液を用いて，酵素の供給源を検討す

る.

CH3¥  
>CH・CH2・CH20H

CH3/ 

Isoamyl alcohol 

O2 H 20 2 

¥ノ』

Alcoholoxidase 

K oji m old， A spergillus oryzae 

H3>cH CH2CH=o 

Isovaleraldehye 

11 

“Mureka" 

Fig. 1・1.Reaction of the mureka formation in non-pasteurized 

sake. 

4 



第 2節 液体培養における酵素生産特性

【方法】

1.菌株，培地および培養条件

本研究では，白鶴酒造株式会社研究開発室で保存する実用

清酒麹菌株 A.oryzae HL-1034を使用した.完全培地として，

PDA培地(ポテト，デキストロース，寒天を含む) (Difco， 

Franklin Lakes， NJ， USA) または DPY培地 (2% (w/v) デ

キストリンー1% (w/v) ボリペフトン -0.5%(w/v) 酵母エキス)

を使用した.麹菌株を PDA斜面培地で 1週間培養し，分生胞

子の着生した段階で，同培地に 0.01% (v I v) Twe e n 80溶液

を加え，ボルテックスにて撹持した.得られた分生胞子懸濁

液を DPY培地に，分生胞子が約 2X 105個 Iml・培地になるよ

う接種し， 300Cで振とう培養 (120rpm) した.

2.粗酵素液の調製

培養液をガラスフィルター(3G・2)により掠過して回収した

後，漉液を 20mM酢酸緩衝液 (pH4.5) (Buffer A) に対し

て 1夜透析した.透析液を限外漉過膜(分画分子質量 10kDa) 

を用いて 20倍に濃縮し，粗酵素液とした.無細胞抽出液は

次のように調製した.ガラスフィルターにより回収した菌体

を漉紙を用いて十分脱水した後，・20
0Cで凍結した.凍結菌体

を，乳鉢に注いだ液体窒素中で破砕し， 1 mMのメルカプト

エタノールを含む BufferAを加えて撹持した.本液を 5
0

Cに

おいて， 2，900Xgで 5分間遠心分離して上清を回収した後，

上清を BufferA に対して 1夜透析し，得られた透析液を粗酵

素液とした.

3.酵素活性の測定

10 ml容ヘッドスペースガスクロマトグラフィー用のバイ

アルに 0.2M 酢酸緩衝液 (pH4.5) 0.83 ml， Dimethyl 

sulfoxideに溶解した 2Mイソアミルアルコール 0.02ml，粗

酵素液 0.1mlを加え，バイアルを密封した後 ，35
0

C (第 1

章の実験では， 300C) にて静置し，酵素反応を行った. 2時

間後(第 1章の実験では， 72時間後)， 100
o
C， 2分煮沸して

酵素を失活させた後，内部標準として 200ppm (mg/l) 3・ペン

タノールのエタノール溶液を 0.05mlを加え(終濃度 10ppm) ， 

パイアル内で生成したイソバレルアルデヒドをヘッドスペー

スガスクロマトグラフィーにより定量した.ガスクロマトグ
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ラフィーは以下のような分析条件で行った.分析装置は

Model GC ・17Aガスクロマトグラフ(島津製作所，京都)を用

い，検出は FIDにより行った.キャリアガスはヘリウムを使

用し，流速は 0.47ml/minであった.カラムは DB・5fuse d 

silica capillary column (J & W， Folsom， CA， USA) を用

いた.分析時のカラム温度は， 35
0

Cで 15分間保持した後 1

分間あたり 25
0

Cの割合で 240
0

Cまで昇温させた.サンプル注

入口および検出器の温度はそれぞれ， 120
0

Cおよび 280
0

Cに設

定した.バイアルを 90
0

Cで 15分間保温した後，スプリット

比 1/10にてサンフル 0.4mlを注入した. 1時間に 1μmolの

イソバレルアルデヒドを生成する酵素量を 1unitと定義した.

比活性は 1mgのタンパク質あたりの unit数とした.

4. タンパク質の定量

プロテイン・アッセイキット(Bio・rad，Hercules， CA， USA) 

を用い，午血清アルブミン (Sigma，St. Louis， USA) を標準

液としてタンパク質を定量した.

5.麹菌体重量の測定

ガラスフィルターで回収したペレット状の菌体を漉紙で十

分脱水後， 80
0

Cで 3時間乾燥し，重量を測定した.

【結果】

1.麹菌液体培養上清のイソバレルアルデヒド生成活性

麹菌液体培養上清を酵素液として用いた時，酵素反応液に

おけるイソバレルアルデヒドの生成量を経時的に測定した結

果を Fig.1-2に示す.酵素液の添加後， 96時間まではイソバ

レルアルデヒド濃度の直線的な増加が認められた.一方，熱

処理した酵素液を添加した対照においては イソバレルアル

デヒドの増加ほとんど認められなかった.

2.本酵素の分泌性

Fig. 1・3Aに示すように，培養上清中の酵素活性は指数増殖

期のかなり早い時期から認められ，以後本菌の増殖に伴って

増加した.本菌の無細胞抽出液においても活性が見られたが，

その値は培養上清に比べてかなり少なかった. また Fig.

1・3Bに示すように，比活性の比較においても培養上清の方が

高い値であった.
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Fig. 1・2.Production of isovaleraldehyde from isoamyl alcohol by 

an enzyme in the culture supernatant of Aspergillus oryzae. 

Crude enzyme sample: ・， non-heat treatment; 0， heat 
treatment at 100'C for 2 min. A crude enzyme sample was 

concentrated after the dialysis of the culture supernatant 

against 20 mM  sodium acetate buffer (pH 4.5)， and the 

concentrated solution was added to the reaction mixture 

containing 0.2 M sodium acetate buffer (pH 4.5) and 40 mM  

isoamyl alcohol in a 10・mlvial. Isovaleraldehyde produced was 

assayed every 24 h by head space gas chromatography. 
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oryzae. A. submerged culture of 

A， Time course of the total enzyme activities of culture 

amounts of 園，supernatant and cell-free extract. Symbols: 

0， total .， total activity of culture supernatant; growth; 

culture activity of cell-free extract. The sample from 

manner as described in supernarant was prepared in the same 

extract was prepared by its 1-2. The sample from cell-free Fig. 

acetate buffer (pH 4.5). B， Time mM  sodium dialysis against 20 

course of the specific activities of culture supernatant and cell-

free extract. closed bar， specific activity of culture supernatant; 

open bar， specific activity of cell-free extract. 

第 3節 酵素の生産に与える炭素源の影響

【方法}

本章第 2節の方法 1で述べた DPY培地において，デキスト

リンの代わりに同濃度のグルコースおよびグリセロールで置

き換えた培地を用いて，それぞれ 30"C， 2日間振とう培養し

た.培養上清より粗酵素液を調製し，活性を測定した.

酵素生産に与えるイソアミルアルコールの影響は，本菌を
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30
0

Cで 60時間培養して，指数増殖期末期に達した段階でイ

ソアミルアルコールを終濃度で 0.01，0.02，0.05% (w/v)にな

るように培地中に添加することによって調べた.イソアミル

アルコールを添加後， 25
0

Cで 48時間培養した後，培養上清

の総活性を測定した.

【結果】

酵素生産に与える炭素源の影響を Table1・1に示す.炭素

源の相違は，本菌の生育量にはあまり影響を与えなかった.

しかし，酵素の生産量においては相違が見られた.すなわち，

グリセロールを炭素源とした時，最も高い酵素生産を示し，

その値はデキストリンを炭素源として用いた場合の約 3倍で

あった.また培養上清中の総タンパク量はデキストリンを炭

素源とした培地において最も多かった.

酵素生産に与えるイソアミルアルコールの影響を Table1-

2に示す.イソアミルアルコール添加後， 24時間毎に培養上

清中の活性を測定したが，イソアミルアルコールの添加量に

関わらず，無添加の対照に比較して，活性の上昇は認められ

なかった.

Table 1・1. Comparison of enzyme productivity among different 

carbon sources 

Carbon Myceliu立1 Total Total Specific 

source (mg) actI vi ty proteln activity 
(mU) ~ (mU/mg) 

2%(w/v) Dextrin 277 1.80 0.92 1.96 

2% (w/v) Glucose 223 3.40 0.60 5.67 

2%(w/v) Glycerol 241 5.28 0.52 10.2 
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Table 1・2.Effect of isoamyl alcohol on enzyme productivity 

Isoamyl 
alcohol 
(% ， w/v) 

O 
0.01 
0.02 
0.05 

句

h
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凡

8
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一
門
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U
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2
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1
1
1

a Incubation time after the addition 

of isoamyl alcohol. 

第 4節 酵素の供給源

【方法】

1.米麹および粗酵素液の調製

米麹の調製は白米(日本晴，精米歩合 70%) 150 gを用い

てシャーレ内で行い，分生胞子を白米に接種後， VP-200型プ

ログラムイ寸恒温恒湿機(ナガノ科学，大阪)にて培養した.

32
0

C，相対湿度 (RH) 95%で 19 時間培養した後 35
0

C，

RH  95%にて 6 時間培養した.さらに， 38
0

C， RH  90で 10

時間培養後， 38
0C，RH85%で時間培養した.合計 45 時間

培養した.出麹後，国税庁所定分析法によって酵素抽出液を

調製した.この抽出液を BufferA に対して 1夜透析し，限外

漉過膜(分画分子質量 10kDa) で 20 倍に濃縮して粗酵素

液とした.米麹の菌体量は麹菌体量浪.Ij定キット(キッコーマ

ン，野田)を用いて測定した.

2. タカジアスターゼからの粗酵素液の調製

タカジアスターゼ原沫(三共，東京)を 5% (w/v) になる

よう BufferA に溶解し， 2，900Xgで 15分遠心分離して得ら

れた上清を 2μmのメンブレンフィルターで漉過した.漉液

を限外漉過膜(分画分子質量 10kDa) で 10倍濃縮し，粗酵

素サンプルとした.

3. 生酒の濃縮液の調製

白鶴酒造の清酒製造に使用する限外漉過装置(分画分子質

量 30kDa) を用いて，火入れ前の新酒(原酒)を約 200倍に

濃縮し，濃縮液を粗酵素液として使用した.

【結果】
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Table 1・2に示すように，試験したすべての酵素供給源にお

いて酵素活性が見いだされた.中でも 生酒の濃縮液は最も

高い酵素活性を示した.米麹培養(固体培養)の場合，菌体

量当たりの本酵素活性は液体培養に比較して 57倍に達した.

Table 1・2.Evaluation of enzyme sources 

Activity Protein Specific activity 

Source (mU/ml) (mg/mI) (mU/mgo protein) (m U 1m g. m y ce li a) 

5 % (W /V) Takadiastase soln. o. 04 3. 36 O. 01 

Culture supernatant a O. 04 O. 02 2. 00 O. 0065 

Rice koji extract b O. 71 O. 15 7.83 O. 37 

UF-concentrated sake 61. 51 6. 39 9. 62 

a Supernatant was collected by centrifugation at 2，900Xgfor 15 

min of A. oryzae HL  ・1034culture after incubation for 2 d. 

b Extract was prepared by the National Tax Administration 

Agency prescript method. 
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第 5節 要約と考察

麹菌 A.oryzaeの液体培養上清中に，イソアミルアルコー

ルからイソバレルアルデヒドを生成する酵素活性を見いだし

た.本酵素は，指数増殖期前期から培養上清中に活性が検出

されること.全増殖期間において総活性 比活性とも，培養

上清中の活性が無細胞抽出液より高い値を示したこと等から

本酵素は麹菌により細胞外に分泌生産されることがわかった.

本酵素はアルキルアルコールに作用を示す分泌型のオキシダ

ーゼとしては最初の報告例である.また，本酵素はイソアミ

ルアルコール非存在下の培地でも構成的に生合成されること

を見いだした.構成的に生合成されるアルコールオキシダー

ゼは，本研究以外では報告されていない.

酵素生産に与える炭素源の影響を調べた結果，グリセロー

ル，グルコース，デキストリンの順で，高い酵素生産性を示

した Wakayamacらは醤油麹菌 Aspergillussoya θ による D-

アミノ酸オキシダーゼの生産性を検討し，グリセロールが炭

素源として最も有効であることを報告している 29) 本酵素の

生産性に関しても醤油麹菌の場合と同様，グリセロールが良

好な炭素源であることがわかった.

本酵素を大量に得るため，酵素の供給源を検討した結果，

生酒の濃縮液において最も高い酵素活性を見いだした.また，

固体培養物である米麹の場合 菌体量当たりの本酵素生産量

は液体培養した場合に比較して 57倍に達した.一般に，麹菌

由来の種々の酵素は，液体培養より固体培養において生産性

が高くなることが報告されている 30・31) 本酵素の場合も同様

な傾向を見いだした.しかし，本酵素の生産量はアミラーゼ

やプロテアーゼなどの加水分解酵素に比べ，ごく微量である

と考えられた.

また，生酒の濃縮液は最も高い酵素活性を示したことから，

本濃縮液が酵素精製のための供給源として使用できることが

わかった.特に，単位容量当たりの活性が，他の供給源に比

べて際だって高かった.このことから，本酵素が限外癒過処

理によりかなり効率的に分画，濃縮されていると考えられた.

またこれらの結果から，本酵素が清酒中において比較的安定

な状態で存在していること，酒粕画分に移行しにくい親水性

のであること，分子質量が 30kDaより大きいタンパク質で
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あることがわかった.

'I 
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第 2章 ムレ香生成酵素の精製とその特性

第 1節序

第 2章では，イソアミルアルコールを基質としイソバレル

アルデヒドを生成する酵素の精製を行い，その酵素学的諸特

性を明らかにすることを目的とする.

本酵素は比較的安定であったが，さらに安定化させるため

の条件を検討する.次に，生酒の限外漉過濃縮液を用いて各

種のクロマトグラフィーにより本酵素の精製を行う.精製酵

素の単一性を確認した後 その特性を検討する.本酵素は新

規な酵素であることが予想されるため，酵素反応生産物を同

定し，本酵素の反応機構を明らかにする.

また，精製酵素標品を清酒中に添加することにより，清酒

中でイソバレルアルデヒドが発生することを GC-MS分析に

より確認する.

第 2節 酵素の安定化法の検討

【方法】

限外漉過濃縮液を BufferAで透析置換した粗酵素液に，保

護剤として終濃度 10% (v/v) グリセロールまたはエタノー

ルを加え， 4
0Cで 14日間保存した.保存前後の酵素活性を相

対値で比較した.

【結果]

Table 2・2に示すように BufferA 中で 5
0

C， 14日間保存し

た場合，本酵素は特に保護剤を添加しなくても，グリセロー

ルやアルコールを添加した場合と同様，顕著な活性の低下は

見られなかった.したがって本酵素のカラム分画および活性

画分の保存は pH4.5の 20mM酢酸緩衝液中で行うことにし

た.
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Table 2・2.Stabilization of the enzyme by the additon 

of organic solvents 

None 
10% (w/w) Glycerol 
10% (w/w) Ethanol 

Remalnln宮 activity(%) 
7d a 14 d 
95.4 92.1 
94.9 93.8 
95.0 91.8 

a Storage period at 50C. 

第 3節 酵素の精製

【方法】

1.酵素精製

酵素精製における各種カラムクロマトグラフィー操作は

5
0

C以下で行った.

(1) 生酒の限外漉過濃縮液からの粗酵素サンプルの調製

約 200倍に濃縮した生酒の限外漉過濃縮液 20literに

Buffer A を 80liter加え，十分混和後，パイロットスケール

の限外漉過濃縮装置(分画分子質量 30kDa，神鋼パンテック，

加古川)を用いて 10literまで濃縮した.これに 90literの

Buffer Aを加え，循環漉過しながら再度 10literまで濃縮し

た.この方法により，本酵素を総活性で原酒レベルの約 400

倍含む BufferA溶液として得た.このうちの 1literを粗酵

素液として以後のカラムクロマトグラフィーに供した.

(Fraction 1， 1 liter) 

(2) SP-Toyopearl 550C陽イオン交換クロマトグラフィー

Fraction 1の 500mlを， Buffer Aで平衡化した SP・

Toyopearl 550C (東ソー，東京)を充填したカラム (5.0X26

cm)にアプライした. 1 literの同緩衝液でカラムを洗浄した

後， 0'" 0.2 M NaClを含む 21iterの同緩衝液を用いてリニア

グラジエンド法により，流速 2.5mllminで酵素を溶出した.

各フラクション (20mlltube) の酵素活性およびタンパク質

を測定した.高活性画分を集め OOC (非凍結)で保存した.

この操作を 2回行い，計 2回分のクロマトグラフィーで得ら

れた活性画分を次の疎水クロマトグラフィーに供した.

(Fractioin 2， 390 ml) 
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(3) Butyl-Toyopearl 650M 疎水クロマトグラフィー

Fraction 2を限外源過膜(分画分子質量 10kD a) にて 4倍

に濃縮し， 40%飽和になるよう硫安を加えた.飽和溶液 100

mlを， 40%飽和の硫安を含む BufferAで平衡化した Butyl-

Toyopearl 650M (東ソー)を充填したカラム (2.5X42cm) 

にアプライした 40%飽和の硫安を含む BufferA (400 mI) 

で洗浄した後， 800 mlの 40""'0%飽和の硫安を含む BufferA 

を用いてリニアグラジエント法により，流速1.5 ml/minで酵

素を溶出した.各フラクション (15ml/tube) の酵素活性お

よびタンパク質を測定し，高活性画分を集めた.(Fractioin 3， 

59 mI) 

(4) 8P-Toyopearl 6508陽イオン交換クロマトグラフィー

Fraction 3を 20mM酢酸緩衝液 (pH4.3) に対して， 1 

夜透析した.透析内液を同緩衝液で平衡化した 8P-Toyopearl 

6508 (東ソー)を充填したカラム (2.5X54cm) にアプライ

した. 600 mlの同緩衝液で洗浄した後， 0""' 0.2 M NaCIを含

む 900mlの同緩衝液を用いてリニアグラジエント法により

流速1.2 ml/minで酵素を溶出した.各フラクション (15ml 

Itube) の酵素活性およびタンパク質を測定した.最も高い活

性を示したフラクション No.62を得た (Fig.2・1).

(Fractioin 4， 15 mI) 

(5) Toyopearl HW・558ゲル鴻過クロマトグラフィー

Fractioin 4を限外漉過膜(分画分子質量 10kDa) により

2 mlまで濃縮し， 0.2 M NaCIを含む BufferAで平衡化した

Toyopearl HW・558(東ソー)を充填したカラム (2.5X93cm) 

にアプライした.同緩衝液を用いて流速 0.7ml/minで酵素を

溶出した.各フラクション(4ml/tube) の酵素活性およびタ

ンパク質を測定した.ポリアクリルアミドゲル電気泳動で単

一のバンドを示したフラクションを回収した. (Fractioin 5， 

16 mI) 

2.電気泳動

(1)ポリアクリルアミドゲル電気泳動(PAGE) 

Davisらの方法に基づいて 32) 5・20% (w/v) ポリアクリ

ルアミド濃度勾配スラブゲル (NPG・520，アトー，東京)，泳

動用緩衝液 (25mM  Tris ・192mM  glycine) 用いて， 20 mAI 

ゲルの条件で1.5時間泳動した.タンパク質の染色は 0.25% 
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(w/v) Coomassie brilliant blue R-250/メタノール-酢酸ー水

(5:1:4)溶液中で 2時間染色後，メタノール.酢酸.水 (3:1:6)

溶液中で 1夜脱色した.

(2) 8D8-PAGE 

Laemmliの方法により 33) 5・20% Cw/v)ポリアクリルア

ミド濃度勾配スラブゲル(8PG-520，アトー)， Tris幽 glycine

泳動用緩衝液 (25mM  Tris ・192mM  glycine ・0.1%8D8) を

用いて， 20 mA/ゲルの条件で1.5時間泳動した.染色および

脱色は， (1)で述べた方法によった.

【結果】

1.酵素の精製

8P-Toyopearl 6508 (Fig. 2・1)，Toyopearl HW-558 (Fig. 

2・2) による各クロマトグラムを示す.また，各精製段階にお

ける酵素活性およびタンパク質量を Table2・2 に示す.最終

調製酵素は1.1%の収率で 29倍に精製された.最終調製酵素

の比活性は 0.22U/mgであった.

精製酵素をポリアクリルアミド電気泳動に供した結果 1

本のバンドを示した CFig.2・3).また， 8D8-PAGEにおいて

も 1本の明瞭なバンド示した.これらの結果から，最終調製

酵素は単ーであるとみなした.
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Table 2・2.Summary of enzyme purification 

Fraction Total Total Specific Purifi Yield 
actlvlty protem activity catlOn 

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

1: Crude enzyme 98 13， 000 O. 0075 100 

2: SP-Toyopearl 550C 27 2， 000 O. 014 1. 9 28 

3: Butyl-Toyopearl 650M 12 120 O. 10 13 12 

4: SP-Toyopearl 650S 2 12 0.17 23 2.0 

5: Toyopearl HW 55S 1. 1 O. 22 29 1. 1 

(一)

i炉ゆ崎

. ~ 

。

(A) (B) 
(+ ) 

Fig. 2司 3.Polyacrylamide (A) and SDS-polyacrylamide (B) gel 

electrophoresis of the purified enzyme. 

Experimental conditions of the electrophoresis are described 

in the text. 
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第 4節 精製酵素の性質

【方法〕

1. pHおよび熱安定性

(1)酵素活性にに与える pHの影響

pH 3.0'" 8.0は McIlvaine広域緩衝液を用い， pH 8.5，9.0 

は，同緩衝液に Tris (2-Amino・2・hydroxymethyl・1，3・

propanediol) を加えて調製した.

(2) pH安定性

各 pHの緩衝液に酵素を加え， 25
0

Cで 24時間処理した後，

残存活性を測定した.緩衝液は， (1)で使用した緩衝液を用い

た.

(3)熱安定性

20'" 70
0

Cにて 15分間処理した後，残存活性を測定した.

2.物理化学的性質

(1) SDS-PAGEによる分子質量の測定

SDS-PAGEは本章第 3節方法 2によった.タンパク質分子

質量マーカーは， r第一」・ II(第一化学薬品，東京)使用し
た.すなわち，ミオシン(分子質量 200kD a)， s-ガラクト

シダーゼ (116kDa)， 牛血清アルブミン (66，3kDa)，アル

ドラーゼ (42，4kDa)，カルボニックアンヒドラーゼ (30kDa)，

ミオグロビン (17.2kDa) であった.

(2)高速液体クロマトグラフィー(HPLC) を用いたゲル漉過

法による分子質量の測定

精製酵素 40μgを G・3000SWXLプロテインカラム (0.78

X 30 cm，東ソー)にアフライし， 600E型 HPLCシステム

(Waters， Milford， USA) を用いて行った. 50 mMリン酸カ

リウム緩衝液 (pH7.0) を用いて流速 0.7ml/minでタンパク

質を溶出した.タンパク質分子質量マーカーは，ゲル漉過ス

タンダード(Bio-rad) を使用した.すなわち，チログロブリ

ン (670kDa)， Y・グロプリン (158kDa)，オボアルブミン

(44 kDa)，ミオグロビン (17kDa) であった.

(3)糖含量の測定

ペプチド N・グリコシダーゼ，エンド・0・グリコシダーゼ，

シアリダーゼ A を含む複合酵素剤である GLYCOPRO

DEGLYCOSYLATION KIT (Prozyme Inc.， San Leandro， CA， 

USA) を用いて，精製酵素の結合糖鎖を完全に除去した後，
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SDS-PAGEを行い分子質量を測定した.糖鎖の除去前後の分

子質量差から糖含量を算出した.また，糖含量はマンノース

を標準物質としてフェノール.硫酸法によっても測定した.

(5)等電点の測定

Multphor II電気泳動システム (AmershamPharmacia 

Biotech， Uppsala， Sweden) を用いた.泳動用ゲルは

Ampholine PAGplate (2.2% (w/v) Carrier ampholite，向

上)を使用した.泳動条件は， 2，000 V定電圧， 2.5 mAで 2.5

時間であった. pIマーカーとして，グルコースオキシダーゼ

(pI4.15)，大豆トリプシンインヒビター (4.55)，s・ラクト

グロブリン(5.20) を使用した.

(5) 吸収スペクトルの測定

300'"'"' 600 nmにおける吸光度を DU-640シングルビーム分

光光度計 (Beckman，Fullerton， CA， USA) を用いて測定し

た.

(6) N・末端アミノ酸配列の分析

精製酵素約 70pmol を Prosorb™ (PE Biosystems， Foster 

City， USA) を用いて，メーカーのフロトコールに基づき

PVDF膜に吸着させた. PPSQ ・10気相式プロテインシーケン

サー(島津製作所)により分析した.

3.触媒的性質

(1) 基質特異性

炭素数 C1'"'"'C10の直鎖アルコールおよび C3'"'"'C6の分岐鎖

アルコールを用いて，西村らによって報告されたロイコパテ

ントブルーバイオレット (LPBV)・ペルオキシダーゼ (POD)

法 27)を一部改変して酵素活性を測定した.すなわち， 50 mM  

PIPES-NaOH緩衝液 (pH6.5)1.132 ml， 20 mM  LPBV 

(Sigma) 0.012 ml， 5000 U/mlの POD(Sigma) 溶液 0.012

ml， 2 M の各アルコール (dimethylsulfoxide溶液)0.024 ml 

から成る反応液に 40μgの酵素を含む溶液 0.02mlを添加し

て， 35
0

Cで 1時間反応させた.熱処理 (100
0

C，2分間)によ

り反応を停止させ， 639 nmにおける吸光度の増加により活性

を比較した.

(2)酵素活性に与える各種試薬の影響

酵素の活性に与える金属イオン，阻害剤等の影響を調べた.

前項で述べた改変 LPBV-POD法に基づいて行った.本酵素を
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含む反応液に，終濃度が 1mMになるように各種化合物を添

加した 30
0

Cで 5分間反応した後，終濃度が 40mMになる

ようにイソアミルアルコールを加えて，残存酵素活性を測定

した.

【結果】

1.一般的性質

(1) 酵素活性に与える pHの影響

本酵素は pH4.5において最も高い活性を示した.しかし，

pH 3.0以下および pH6.5以上では低い活性を示した(Fig. 2・4

A). 

(2) pH安定性

本酵素は pH3.0'" 6.0の緩衝液中において 90%以上の残存

活性を示した.しかし， pH 6.5以上では急激に安定性が低下

した(Fi g. 2・4B). 

(3)温度安定性

本酵素は 45'cまでは 95%以上の活性を維持した.しかし

50
0

Cを越えると急激に不安定となり， 65
0

C， 15分の処理でほ

ぼ完全に失活した(Fig. 2・5). 
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Fig. 2・4.Effects of pHs on the activity and stability of the 

enzyme 

A， Optimum pH， the enzyme activity was measured in 

McIlvaine buffer (pH 3.0 ・8.0)and McIlvaine buffer+O.l M Tris 

(pH 8.5・9.0). B， pH stability， after incubation at various pHs 

(pH 2.5・8.0:McIlvaine buffer， pH 8.5・9.0:McIlvaine buffer+O.l 

M Tris) at 25"C for 24 h， each enzyme solution was adjusted to 

pH 4.5 and the residual activity was measured. 
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Fig. 2・5.Effects of temperature on the stability of the enzyme. 

The residual activity was measured after the incubation of the 

enzyme in 0.2 M sodium acetate buffer (pH 4.5) at 20 ・70l: for 15 

mln. 

2.物理化学的性質

(1) 分子質量

SDS-PAGEにより測定した本酵素の分子質量は 73kDaで

あった (Fig.2-6 A). また HPLCを用いたゲル櫨過法では 87

kDaであり(Fig. 2・6B)，この結果から本酵素は単量体であ

ることがわかった.

(2) 糖含量

糖鎖分解酵素による糖鎖除去後， SDS-PAGEにより測定し

た本酵素の分子質量は 59kDaであった CFig. 2-6 A). 本法

により算出された糖含量は 19.2% Cw/w) であった.また，

フェノール.硫酸法で測定した値は 21.8% Cw/w) であった.

(3)等電点

本酵素の等電点は 4.61であった CFi g. 2・7).
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(4) 吸収スペクトル

本酵素溶液は測定した

438 nmに吸収極大を示した(Fi g. 2・8). 

クは 50mM  (終濃度)ハイドロサルファイ

加により速やかに消失した.

(5) N末端アミノ酸配列

本酵素の N末端アミノ酸配列は
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Fig. 2・6.

A， SDS-PAGE of the enzyme. Lane 

kDa)， 

kDa)， aldolase (42.4 kDa)， carbonic anhydrase (30 kDa)， 

myoglobin (17.2 kDa); lane 2: purified enzyme; lane 3: 

Gel filtration of the enzyme deglycosylated purified enzyme. B， 
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3. 触媒化学的性質

(1) 基質特異性

本酵素は試験したアルキルアルコールのうち， C5の分枝鎖

アルコールであるイソアミルアルコールにのみ高い活性を示

した .fl-アミルアルコール(C 5)およびイソフロパノール(C6) ， 

L プロパノール(C6) にも若干の活性を示したが，炭素数 1

~4 および 7~ 10のアルキルアルコールには全く活性を示さ

なかった (Table2・3). 

(2) 各種試薬の影響

本酵素に与える各種化合物の影響を Table2-4に示す.本

酵素は Hg2+，Cu2+， Cd2+， Ag+，などの重金属イオンによっ

て強く阻害され，特に Hg2+により完全に活性を失った.また，

Fe2+， Zn2+も阻害を示した.一方，調べた金属イオンの中で

は Mn2+のみが酵素活性を増加させた.

また，本酵素は SH基修飾試薬である p-クロロマーキュリ

一安息香酸(PCMB) によって顕著な阻害を受けたが 5，5'-

ジチオビス (2-ニトロ安息香酸)(DTNB)およびモノヨード酢

酸は本酵素を阻害しなかった.また酸化防止剤である L-アス

コルビン酸塩，メタ重亜硫酸ナトリウム，還元剤であるヒド

ラジン，ヒドロキシルアミンにより強い阻害を受けたが，試

験したキレート剤では阻害されなかった.

(3)動力学定数

本酵素のイソアミルアルコールに対する Km，Vmax値は，

それぞれ 30mM， 11.3μM/min/mgであった.
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Table 2-3. Substrate specificity of the enzyme 

Substrate Relative activity a 

(40 mM) (% ) 

M ethanol 。
Ethanol 。
刀-Propanol 。
Isopropanol 。
n-B utanol 。
Isobutanol 。
n-Amyl alcohol 4.1 

Isoam yl alcohol 100 

n-H exanol 4.9 

Isohexanol 5.9 

刀-Heptanol 。
刀一octanol 。
刀-Nonanol 。
n-D ecanol 。

a Enzyme activity was assayed by the LPBV-POD method. 

Experimental conditions are described in the text. 
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Table 2-4. Effects of Various compounds on the enzyme activity 

The enzyme (40μg) was incubated with each compound at 30
0

C for 5 min. 

Enzyme reaction was started by adding 24μ1 of 2 M isoamyl alcohol. After 

incubation for 60 min， absorbance at 639 nm was monitored. 

Material Remaining activity Reagent Remaining activity 

(lmM) (%) (lmM) (%) 

None 100 None 100 

LiCl 105 PCMB 1.9 

CaClz 103 DTNBa 100 

MgS0
4
・7HzO 100 Iodoacetate 106 

MnClz04HzO 189 NaN3 83 

FeClz・4HzO 26 cr Phenathroline 97 

CoClz・6HzO 77 EDTA 65 

CuClz・2HzO 0.7 L-Ascorbate 。
ZnClz 27 Metabisulfate 12 

AgN03 4.9 Hydrazine 7. 6 

HgClz O Hydroxylamine 8.9 

CdClz・2.5HzO 2.2 PMSFb 100 

a 5，5‘一Dithiobis(2-nitrobenzoate). b Phenylmethanesulfonyl fluoride. 
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第 5節 酵素反応反応生産物の同定と酵素(イソアミルアル

コールオキシダーゼ)の命名

【方法】

単一に精製した本酵素溶液 50μ1 C 100μg) を熱処理した

清酒 C18% Cv/v) エタノール)"1 mlに添加して， 1. 5 ml容

のマイクロチューブ中で 30
0

Cで反応させた. 酵素溶液の替

わりに BufferAを加えたものを対照とした. 4日間の反応後，

清酒中の香気成分を酢酸エチルで抽出して， HP5970B型

GC-MSシステム CAgilenttechnology， Paloalto， CA， USA) 

で分析した.イオン化は EI法で行い，イオン化ポテンシャル

は 70eVであった.

【結果】

Fig. 2・9A， B に GC-MS分析により得られた酵素添加サン

プルおよび酵素を加えない対照サンプルのガスクロマトグラ

ムをそれぞれ示す.酵素添加サンプルでは，保持時間 8.76分

にピーク Cpeak1) が生じたが，酵素を添加しないサンプル

では本ピークは認められなかった. peak 1のマススペクトラ

ムを Fig.2・9Cに，イソバレルアルデヒド標品のマススペク

トラムを Fig.2・9D に示す. Fig. 2・9Cと Fig.2・9D におけ

る開裂パターンは一致したことから， p e ak 1を示す化合物を

イソバレルアルデヒドと同定した.この結果から，本酵素は

清酒中で作用し，ムレ香の本体であるイソバレルアルデヒド

を発生させることが証明できた.また本酵素は，イソアミル

アルコールに対して特に高い活性を示したことから，本酵素

をイソアミルアルコールオキシダーゼと命名した.
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Fig. 2・9.Production of isovaleraldehyde in sake by the enzyme. 

Gas chromatograms of the extract (A) from sake stored at 30
0

C 

for 4 d with purified isoamyl alcohol oxiclase ancl the extract (B) 

without the enzyme. Mass spectra of peak l(C) in Fig. 2・9Aand 
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第 6節 要約と考察

生酒の限外櫨過濃縮液より各種カラムクロマトグラフィー

を行い，電気泳動的に単一な酵素を得ることができた.本酵

素は分子質量 73kDaの単量体であった.酵母 P.pastorisの

アルコールオキシダーゼは分子質量 300kDaのホモ 4量体で

あり 17> C. boidiniiや H.polymorphaの酵素は分子質量

670 kDaのホモ 8量体と報告されている 19) また，担子菌

Ba si di omyce teのアルコールオキシダーゼは分子質量 300

kDa以上の多量体である 23) このように既報のプライマリー

アルコールオキシダーゼはすべてサブユニット構造をとる細

胞内酵素であり，麹菌由来の本酵素はこの点でも特異なアル

コールオキシダーゼと言える.

本酵素は糖鎖を約 20%含む糖タンパク質であった.エンド

-H-グリコシダーゼ単独ではト分に糖鎖を除去できず，ペプチ

ド N幽グリコシダーゼ，エンド-0-グリコシダーゼ，シアリダ

ーゼ Aの共存下で完全に糖鎖を分解・除去ができたことから，

一般的な N結合型糖鎖とは異なるタイフの糖鎖が結合してい

ると考えられる.多量の糖鎖の結合は，タンパク質分子の立

体構造を安定化し，酵素の pH安定性や温度安定性の向上に

寄与する 34) また，糖鎖の結合により酵素の親水性が増加す

る.本酵素においても，糖鎖の結合が清酒中での安定性や溶

解性に寄与していると考えられる.

本酵素の吸収スペクトルと還元剤の添加による吸収スペク

トルの変化から，本酵素はフラビンタンパク質であると推察

された 35) しかし，トリクロロ酢酸による処理でもフラビン

化合物は遊離されなかったことからフラビン化合物は本酵素

に共有結合している考察した.

本酵素は pH4.5において最大活性を示した.また， pH 3.0 

'" 6.0で安定であった.清酒の pHは通常 4.2'"4.5の範囲に

あり，このような pH特性は，本酵素が清酒中で作用しやす

く，失活しにくいものであることを示している.

本酵素は 45
0

Cまでは活性を保持したが， 500Cを越えると急

激に安定性は低下し， 65
0

C，15分間の処理で失活した.この

結果は，通常の清酒の火入れ(熱処理)条件で本酵素を完全

に失活させることができることを示している.

本酵素は C5の分枝鎖アルコールであるイソアミルアルコ
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ールに対して，突出して高い活性を示した.本酵素は C5の

直鎖アルコールと C6の直鎖あるいは分枝鎖アルコールに対

して微弱な活性を示したが， C4以下また， C7以上の炭素数

を持つアルキルアルコールに対しては全く活性を示さなかっ

た.このような基質特異性を示すアルコールオキシダーゼは

これまでに未報告であり，本酵素は基質に関しても極めて特

異なアルコールオキシダーゼと言える.

本酵素の精製標品を清酒に添加することによってムレ香の

本体であるイソバレルアルデヒドが顕著に発生することを

GC-MSにより証明した.この結果および基質特異性の基づい

て，本酵素をイソアミルアルコールオキシダーゼと命名した.

イソアミルアルコールを基質とした場合 本酵素の Km値

は 30mMであった.この値は他のアルコールオキシダーゼと

比較して 2桁高かった.清酒中のイソアミルアルコール濃度

は通常， 1.25""' 3 mMであることを考慮すると 36) 生酒中に

おけるムレ香発生の反応は緩慢に進むと考えられる.
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第 3章 イソアミルアルコールオキシダーゼ遺伝子の解析

第 1節序

第 3章では，麹菌の生産する新規酵素，イソアミルアルコ

ールオキシダーゼをコードする遺伝子をクローニングし，そ

の遺伝子を解析することを目的とする.

本酵素の内部部分アミノ酸配列に基づいて合成したプライ

マーを用いて， PCRにより得た DNA断片を増幅する.得ら

れた DNA断片をプローブとして ，A. oryzae RIB 40のゲノ

ムライブラリーより目的とする遺伝子のスクリーニングを行

う.得られたクローンの解析を行った後，タカアミラーゼプ

ロモーター下で遺伝子を高発現にさせることによって，本遺

伝子が麹菌において本酵素を実際に発現することを確認する.

また製麹における本酵素の発現を遺伝子の転写レベルと酵素

の活性レベルから把握するとともに ，Aspergillus属近縁種に

おける遺伝子ホモローグの分布に関して検討する.

第 2節 イソアミルアルコールオキシダーゼ遺伝子のクロー

ニング

【方法】

1.使用菌株，プラスミドベクター，培地

ファージベクター λDASHII (Stratagene， La Jolla， USA) 

を用いた A.oryzae RIB 40ゲノムライブラリーは創価大学の

李 乗魯博士より分譲を受けた.大腸菌は，ファージ感染用

として XL1・BlueMRA P2 (Stratagene)，フラスミドによる

形質転換用として DH5α(宝酒造，京都)を使用した.プラ

スミドベクターは pBluescriptII SK+ (Stratagene) を使用

した.大腸菌の培養は， LB培地 (1%(w/v) トリプトン -0.5%

(w/v)酵母エキス・1%(w/v) NaCl， pH 6.8・7.0) を用い，必要

に応じてアンピシリンを 50μg/mlになるよう添加して行つ

た.またその形質転換は Hanahanの方法によった 37)

2.酵素の内部部分アミノ酸配列の決定

精製酵素 (250μg) 溶液 100μlを， 2MTris・HCl・5Mグ

アニジン塩酸 (pH8.5) に対して透析後，ジチオスレイトー

ル存在下でモノヨード酢酸により，タンパク質中の Cysをカ

ルボキシメチル化した.反応液を 2M尿素を含む 50mM  N-
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エチルモルフォリン緩衝液 (pH9.0) に対して透析した.

られた透析内液にリジルエンドペプチダーゼ

(Achromobacter protease 1，和光純薬，大阪) 1μgを加え，

370Cで 16時間反応させた 38) 反応液を μBondsphereC18 

カラム(Waters) にアプライし， 0"-'60% (v/v)のアセトニト

リルを含む 0.05% (v/v)トリフルオロ酢酸溶液を用いたリニ

アグラジエント法により，流速 0.2ml/minにてペプチドを分

離した. Fig. 3・1で示すクロマトグラムにおいて，保持時間

26.649分， 37.071分， 42.441分にピークを示した 3画分(そ

れぞれ Pl，P2， P3と称す)を選択した.ペフチドの N末端

アミノ酸配列はエドマン法を用いて決定した.
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Fig. 3・1.Fractionation of peptides from carboxymethylated 

isoamyl alcohol oxidase by the digestion with lysyl 
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3. 麹菌ゲノム DNAの調製

PCRにおける鋳型やゲノミックサザンブロット解析に用い

た麹菌ゲノム DNAは，以下の方法で調製した .A. oryzaθ 

RIB40より分生胞子を回収し， 100mlの GPYbroth培地 (2% 

(w/v) グルコース -1%(w/v) ボリペフトン・0.5%(w/v)酵母エ

キス)に接種後， 30
0

Cで 24時間振とう培養した.生育した

ペレット状の菌糸体をガラスフィルター(3G-3) にて漉過・

回収し，冷滅菌水で 3回洗浄した.洗浄した菌糸体を櫨紙等

で十分脱水後，乳鉢に注いだ液体窒素中で粉砕した.粉状化

した菌糸体 (0.5g) を， 5 mlの TE緩衝液 (10mM  TrIs-

HCl ・1mMEDTA， pH 8.0) で均ーになるよう懸濁し， 5 ml 

の溶菌緩衝液 (2% (w/v) SDS-0.1 M NaCI-10mM EDTA・

50mM-TrIs-HCl， pH 7.5) を加えて混和した.室温にて 15

分間静置して十分溶菌を進行させてから，遠心分離 (2，900X 

g， 10分， 4"C)により上清を得た.得られた上清に等量の PCI

(中和フェノール.クロロホルム.イソアミルアルコール

(25:24:1) )を加え，室温で 15分間混和後，遠心分離(2，900 

X g， 30分，室温)により，水層を得た.得られた水層に 2.5

容の冷エタノールを加え，混和後，・80
D

Cで 10分間静置し，

DNAを沈殿させた.遠心分離 (2，900Xg，30分， 4 OC) によ

り，沈殿を回収し，減圧下で乾燥した後， 2 mlの TE緩衝液

に溶解した.この溶解液に 2μlの 10mg/mlRNase A (ニ

ッポンジーン，富山)を加え， 37
0

Cで 1時間インキュベート

した.反応液に等量の PCIを加え混和後，遠心分離 (2，900X 

g， 5分，室温)を行い水層を得た.この操作を 2回繰り返し

た後，等量の CICクロロホルム.イソアミルアルコール(24:1)) 

を加え， PCI抽出と同様に 1回抽出を行った.得られた水層

に 2.5容のエタノールと 0.1容の 5M NaClを加え，混和後，

遠心分離 (2，900X g， 30分， 4
0

C) して沈殿を回収した. 70% 

( v/v) 冷エタノールで沈殿を洗浄した後，遠心分離(2，900 

X g ， 5分， 4
0

C) を行い，得られた沈殿を減圧下で乾燥した.

乾燥沈殿を 0.1mlの TE緩衝液に溶解し，精製 DNAサンプ

ルとして・20
0

Cで保存した.

4. アガロースゲル電気泳動

電気泳動用ゲルは， SeaKem GTGアガロース (BMA，

Rockland， USA) を 0.8% (w/v)になるよう TAE緩衝液 (40
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mM  Tris-HCL ・20mM  acetate ・1.8mM  EDTA ， pH 8.0) に加

熱溶解し，冷却後，ミニゲル作製用プレートに流し込み作製

した.電気泳動は， TAE緩衝液を泳動用緩衝液として Mupid

(コスモバイオ，東京)にて行った.泳動条件は通常 100V， 

45'"'"'60分泳動にて，ゲノミックサザンブロット解析や断片回

収を行う場合は分離能を高めるため 50V，約1.5時間とした.

泳動後，ゲルを 0.5μg/mlのエチジウムブロマイド溶液で約

15分間染色し，紫外線を照射して DNAの検出した.ただし，

泳動後のゲルから DNA断片を回収する場合は，予めエチジウ

ムブロマイドを終濃度 0.1μg/mlになるようゲル中に添加し

た.サイズマーカーは入 HindIIIdigestまたは 200bp DNA 

Ladder (宝酒造)を使用した.

5. PCR 

本節 2で述べた A.oryzae RIB 40より調製したゲノム DNA
50'"'"' 100 ngを鋳型 DNAとして使用した.フライマーは， Fig . 

3-2で示すセンスフライマーとアンチセンスプライマーの組

み合わせで用い，反応液中の濃度は 0.5μMに設定した.ま

た Mg2+濃度は1.5mMとした. PCRは rTaq(宝酒造)およ

び PC・800サーマルサイクラー(アステック，福岡)を用いて

行った. 94
0

Cで 5分間保温した後， 94
0

C 1分， 55
0

C 2分，

72
0

C 3分で 35サイクル反応させた.アガロース電気泳動で

特異的増幅断片を確認し， T-ベクタ-pCR2.1 (Invitrogen， 

Car1sbad， CA， USA)とのライゲーションを行った後 ，E. coli 

TOP10F' (Invitrogen) を形質転換した.

6.ヌクレオチド配列の決定

Cy5 AutoCycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia 

Biotech)および ALFexpressautomated DNA sequencer(同)

を用いて，ジデオキシ法でヌクレオチド配列を決定した.

7. プラークハイブリダイゼーション

プラークをナイロンメンブレン Hybond-N+(Amersham 

Pharmacia Biotech) にトランスファーし，プレートとの接

触面を上にしてメンブレンを変性液 (0.5M NaOH-1.5 M 

NaCl)で湿らせたワットマン 3MM漉紙上で 5分間静置した.

次に中和液(1.5M NaCl・1M Tris) で湿らせた同漉紙上で 5

分間静置した後， 2XSSC中に約 3分間浸潰した.漉紙上で風

乾後， 80
0

Cで 2時間ベーキングし，ファージ DNAをナイロン
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メンブレンに固定化した. ECL direct nucleic acid labeling 

and detection system (Amersham Pharmacia Biotech) を

用いてプローブ DNAを蛍光標識し，ハイブリダイゼーション

および陽性クローンの検出を行った.ハイブリダイゼーショ

ン，洗浄およびシグナル検出の条件は ECLsystemのプロト

コールによった.

8.λDNAの抽出精製

陽性クローンから調製したファージを大腸菌に感染させ，

LB平板培地にプラークを形成させた.これに 3mlの SM緩

衝液 (0.1M NaCl-8 mM  MgS04・7H20-50mM  Tris-HCl (pH 

7.5)-0.01% (w/v)ゼラチン)を添加し，室温で 3時間放置し

てファージライセートを調製した.ファージライセート1.5

mlより LambdaDNA purification Kit (東洋紡，大阪)を用

いて入 DNAを抽出し，精製した.

9. サザンブロット解析

VacuGene XL核酸ブロッティングシステム(Amersham 

Pharmacia Biotech) を用い， 0.4 M NaOHを転写液として，

電気泳動後のアガロースゲルより，ナイロンメンブレン

Hybond-N+に DNAをトランスファーした.この時次に本節

方法 7と同様に ECLdirect nucleic acid labeling and 

detection system を用いて，プローブ DNAを蛍光標識し，

ハイブリダーゼーション後，検出を行った.

【結果】

1.内部部分アミノ酸配列とプライマーのデザイン

精製した本酵素をリシルエンドペプチダーゼ処理後，

HPLCにより分取した P1，P2， P3画分(方法の項参照)に

含まれるペプチドの N-末端アミノ酸分析を行った. P1， P2， 

P3画分のペプチドのアミノ酸配列はそれぞれ， TAFFGNNYD， 

ADSSSCRCFPGD， EVAGDVDNAVNPであった.各アミノ酸

に対するコドン数を考慮して， P1と P3画分に含まれるペプ

チドのアミノ酸配列より， Fig.3-2で示すプライマー(P3FW， 

P1RV) を作製した.

2. プローブ DNAの調製

A. oryzae RIB. 40由来のゲノム DNAを鋳型とし， P3FW， 

P1RV (Fig. 3・2) をプライマーとして用いた PCRを行った.
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増幅した約 0.3kbの DNA断片のヌクレオチド配列を決定し

た結果，得られた配列にプライマーの作製に用いたペプチド

のアミノ酸配列をコードする部分を見いだした.このことか

ら PCR増幅 DNA断片はイソアミルアルコールオキシダーゼ

遺伝子の一部であることがわかった.同 DNA断片を以後の実

験にプローブとして用いた.

(Peptide from P 3 fraction) 

E V G D VDNAVNP  

5'-GAYGTIGAYAAYGCIGTIAAYCC -3' 

Sence primer， P3FW 

(Peptide from P1 fraction) 

TAFFGNNYD  

5'-TTYTTYGGIAAYAAYTAYGA幽 3'

3'-AARAARCCITTRTTRATRCT-5' 

Antisence primer， P1RV 

Fig. 3・2.NH2・terminalamino acid sequences of peptides in the P 1 

and P3 fractions (Fig. 3・1)and their corresponding primer 

sequences. 

1， R， and Y in primer sequences indicate inosine， A or G， and C 

or T， respectively. 

3. 陽性クローンのスクリーニング

約 12，000プラークからプローブとハイブリダイズする 2

個の陽性クローン(入 1，入 2) を得た.両クローンから DNA

を調製し，麹菌由来の挿入断片の解析を行った結果，同じ制

限酵素地図を示した.またサザンブロット解析により，これ

らの挿入断片中の 5.7kbの ApaI断片に目的の遺伝子が存在

することが予想された.

4.サブクローニングおよび制限酵素地図の作成

λ1から 5.7・kbApaI断片を切り出し，これを pBluescript

II SK+の ApaI部位にサブクローニングすることにより

pMR1を構築した. pMR1に含まれる ApaI断片の制限酵素

地図を作製し，サザンブロット解析を行うことにより，遺伝
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子の存在位置を推定した.その結果， Fig. 3・3で示すように

3.8 kb ApaI-AccI領域に構造遺伝子が存在することがわかっ

た.
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Fig. 3・3.Restriction map of a DNA fragment containing isoamyl 

alcohol oxidase gene (mreA). 

The closed box indicates a coding region and the transcription 

direction is indicated by an arrow. The open box indicates a 

probe for Southern or northern blot analysis. 
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第 3節 イソアミルアルコールオキシダーゼ遺伝子の解析

【方法】

1.ヌクレオチド配列の決定

第 2節方法 6により行った.

2. アミノ酸配列への翻訳とホモロジー検索

ヌクレオチド配列のアミノ酸配列への翻訳は，遺伝子解析

ソフト GENETYX-WINver. 3.0 (ソフトウエア開発，東京)

を用いて行った.ホモロジー検索には， National Center for 

Biotechnology Information (NCBI)の BLASTサービスを利

用した.

3. ゲノムサザンブロット解析

第 2節方法 2により調製した麹菌のゲノム DNAを各種制

限酵素で完全消化後，同節方法 3にしたがって電気泳動を行

った. 3.8 kb ApaI-AccI領域存在する 0.8kbの EcoRI-SalI

断片(Fig. 3・3) をフローブとして，第 3節方法 7によりサ

ザンブロット解析を行った.

【結果】

1.遺伝子の全ヌクレオチド配列およびアミノ酸配列の解析

Fig. 3・4に，本遺伝子の全ヌクレオチド配列およびエクソ

ン領域の推定アミノ酸配列を示す.この断片中に 1，903bpか

ら成るオープンリーディングフレーム(ORF)を見いだした.

同 ORF中に， 3つの推定イントロン領域を見いだした.これ

らの領域にはいずれも，真核生物のイントロンのコンセンサ

ス配列である 5'-GTPuNGT…PyAG・3'配列 39) および 3'末端側

に，ラリアット構造を形成するための 5'-PuCTPuAPy・3'配列

40)が保存されていた.同 ORFの上流には，翻訳開始コドンの

・343領域に TATA様配列， -367領域に CAAT様配列が存在し

ていたが，典型的な TATA配列 (TATAAA)は見いだせなかっ

た.

エクソン領域の推定アミノ酸配列から，本遺伝子は 567残

基のアミノ酸をコードすることがわかった.この配列内に，

ペプチドシーケンサーにより決定した精製酵素の内部部分ア

ミノ酸配列を全て見いだすことができた.このことより，イ

ソアミルアルコールオキシダーゼをコードする本遺伝子を

mreAと命名した.また，成熟タンパク質の N末端アミノ酸
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( Ala)の上流には Metで始まる疎水性の高い 24残基のアミ

ノ酸から成る配列を見いだした.さらに， 567残基のアミノ

酸配列中には 9カ所の N結合型糖鎖結合モチーフ(Asn・X-Ser

(または Thr))が存在した.

2.麹菌ゲノムにおける遺伝子のコピー数の解析

Fig. 3・5に，A. oryzae R1B 40のゲノムサザン解析の結果

を示す. 0.8 kbの EcoR1-8a11断片(Fig. 3・3) をプローブと

し，同断片を切断しない 6種類の制限酵素で A.oryzae R1B 40 

のゲノム DNAを完全消化した.いずれの制限酵素で処理した

消化物においても，フローブとのハイブリダイゼーションを

示したシグナルは 1本であった.この結果より，本研究にお

いてクローニングした遺伝子は，麹菌ゲノム中にシングルコ

ピーで存在することがわかった.

3. アミノ酸配列の類似性検索

本酵素の推定アミノ酸配列に高い類似性を示すタンパク質

は見いだすことができなかった.しかし部分的には最近， ド

イツで報告された C1avicθps purpurea (麦角菌)の推定オ

キシダーゼ (CPOXl) 41)を始めとして，シロイヌナズナのベ

ルベリン・ブリッジ・エンザイム (BBE) 42)や Arthrobactor

oxidansの 6-ヒドロキシ -D-ニコチンオキシダーゼ 43)など

FAD依存型酵素として報告されているいくつかのオキシダー

ゼに相向性の高い領域を見いだした.本酵素と上記の 3つの

酵素の保存領域を比較した結果を Fig.3-6に示す.
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-540 cctcccaagccacgtaatggcggcattgtgacaggaatggggccaaaagccgcgacccacgggttatccctggttcggtaaggcattaga 

-450 aactagacgagatcgtgggaaaccgttcccttggCCggtgttaacccaaatgggagatatttcatgcatatcagatcgggggt旦旦gtt 

-360 tttccccttgtgacgtttatatctgggtggtcttaattcgccctggttcatcctgctaaaacacggcgaaattgatcattcatacctgca 

-270 gactgcagcattcccccgtattagtaatctaactaggtcgttaaatggtggggCcgccagattccggcatcatttcgctagagaaggctg 

一180gggccatgctaaccccatgccattgtgcctcctgcattagcggcattagctagctaaacaggagatttgtccgagtcgggaatgttcgct 

-90 agtaagcgagcgagccttaagtatctcttcaactctcgtcagttatcttcatccctgccaaaacattaccaggcaagatcaccactccca 

1 ATGCCATCATTAAGCACCCTCAAACTGGGGGCTTTCCTCGGCCTTGCTGCCATTGCCCCCTCGATTGAGGCAGCTGACAGCTCATCTTGC 

1 M P S L S T L K L G AFLGLAA  I APS  I EAADSSSC  

91 CGTTGTTTCCCC右GGGATGATTGCTGGCCGTCAGTTTCGACCTGGGATGCTTTCAACCAGTCTGTCGATGGACGTCTTGTGGCCACTGTA

31 R C F P G QDCWPSVSTWDAFNQSVDGRLVATV  

181 CCCCTCGCAACGCCGTGCCACACTCCCAACTACGATCAAACGAAATGTGAAGCTTTGAAAGAGGACTGGCTGTT印刷GAGGACCAgtaa

61 P L A T P C H T P N Y D Q T K C E A L K E D W L L P E D H 

271 ~ttcttggattgagattcctcccccacgaagaaatatcagagaatatt担~aactccagCTATCAATCCTCT丁目TCTCTGATGGCTCCA

90 Intron 1 Y Q S S S S L M A P 

361 TGGTTCACAAATGGCACATGCGACCCATACCACCCTGTTTCTCAGCCATGCACTCTTGGTAATTTCGTCCGATATGCGGTGAATGTCTCC 

100 W F T N G T C 0 P Y H P V S Q P C T L G N F V R Y A V N V S 

451 ACGCCTGCCCATGTGGCCAAGACATTGCAATT丁目CAATGAGCACAATATCCGTTTTGTTATTCGTAACACCGGCCATGAgtaagacccc

130 T P A H V A K T L Q F A N E H N I R F V I R N T G H D 

541 ccctgaacttgccagaaacttcattcaatccggttataactaacgtactc~CTACAACGGAAAATCCACCGGTGCAGGTGCTCTTTCG 

157 Intron 2 YNGKSTGAGALS  

631 GTCTGGACACACCACCTTAAAGGTATCGAATTCAAGGATTGGAAGGACGAACATTACACAGGAAAGGCTGTGAAACTCGGAGCAGGTGTC 

169 V W T H H L K G I E F K D W K D E H Y T G K A V K L G A G V 

721 CAGGGTTTTGAGGCCTATGAGGCAGCCAACGCGCAGGGGCTTCGCGTGGTAGGTGGAGAGTGCCCTTCCGTCGGTATTGCTGGCGGATAT 

199 Q G F E A Y E A A N A Q G L R V V G G E C P S V G I A G G Y 

811 AGCCAGGGAGGTGGTCACTCTTTCCTGTCGTCGATGTATGGACTGGGTGCGGACCAGGTCCTCGAGTGGGAGGTGATCGATGGTACTGGT 

229 S Q G G G H S F L S S M Y G L G A D Q V L E W E V I 0 G T G 

901 AGGCTCCTCGTCGCGAACCGTCAAAACAACACTGATCTCTACTGGGCACTGTCTGGTGGCGGCGGTGGGACCTATGGTGTTGTCTGGTCT 

259 R L L V A N R Q N N T D L Y W A L S G G G G G T Y G V V W S 

991 ATGACCTCTAAGGCTTATCCCGATAGTCAGGTATCTGGTTTGAACCTGACGTTCACCACCACTGGCATTTCTGACGACACGTTCTACAAA 

289 M T S K A Y P D S Q V S G L N L T F T T T G I S 0 D T F Y K 

1081 GCCGTGGAGCTCTACAA丁目TCGTTTGCCTTCTTTCGTGGATCAGGGTATCATGAGTCTGAACTTCATGACCAACGTCTCCTTCTCTCTC

319， A V E L Y N A R L P S F V 0 Q G I M S L N F M T N V S F S L 

1171 TCACCGATGACTGCACCTGGTATGCCCCTGGAGAAGCTCGAGAGCCTTATTAAGCCATTCCTCAATGAACTGAAGGCCCTTGGCATCAAG 

349 S P M T A P G M P L E K L E S L I K P F L N E L K A L G I K 

1261 TATCAATATCACGCGGAGAGTTTCCCCGCTTACCTTGACCAATTCAATGCCCAGGCGCCACTCGTTGAAATTGCAGTGGCCCAGTATGGC 

379 Y Q Y H A E S F P A Y L 0 Q F N A Q A P L V E I A V A Q Y G 
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1351 AGCTGGCTCCTCCCCCGGTCTGTCGTCGAGAACAACAGCACTAACCGTGAACTGATCCAGTCCTATCGGACTATCCTCTCTACGGGTGCT 

409 S W L L P R S V V E N N S T N R E L I Q S Y R T I L S T G A 

1441 AACTTCACCAATGTGGGTCTTAAGGTGTC冶AAGGAAGTCGCTGGCGACGTCGAC渦ACGCCGTGAATCCGGCATGGC沼CAATGCAATTTCC

439 N F T N V G L K V S K E V A G D V D N A V N P A W R N A I S 

1531 CACATGCTTCTGTATAC右GGCTGGGAGTTTGACCAGCGAGAGAAGATGGTTGAGGCGCAGAAATTGATGACCGAGGTCTTGGTCCCTGCC

469 H M L L Y T G W E F D Q R E K M V E A Q K L M T E V L V P A 

1621 TTCAGCAAATTAGCCCCGGAGTCTGGCGCTTACTTGAACGAGgt旦tgactacaatttcattttcgatcgttgattcctgcacagccttga

499 F S K L A P E S G A Y L N E Intron 3 

1711 cacatgctcaccactgtatctatagGCCGACTTCCACCAGCCTGACTTCAAGACTGCCTTCTTCGGCAACAACTACGACAAGCTCCGCGC 

513 ADFHQPDFKTAFFGNNYDKLRA  

1801 AATCAAGGCCAAATACGATCCCAACGATCTCTTCTATGCGCTGACAGCTGTTGGCTCTGATGAGTGGACCGTCTCGGAAAGTGGAAGAAT 

535 I K A K Y D P N D L F Y A L T A V G S D E W T V S E S G R M 

1891 GTGCCGTGTTtaaacccggacgcggaatgcattccaagattgcctatgctggtgaataggtaaaaggctggcacaaactcttggaactct 

565 C R V 牢

1981 tataaagcggacctgagaaacggattggctcccactattcatcttgcctttggaccattcagaatctaaggagcgggaaagccagtgaga 

2071 tagaagatcactcactctggattctatttgtttatgcatcatgtactacatagagtttgacgccgcttgaagccgagagggccggttcaa 

2161 cctcgtacttcactaatacagcccgttccaacccccattttgataatgctgtacatattttggaaggaactcggggagtacttaatcaag 

2251 agagttttgctcaaaattaatactatccttcgatttgtgattataccatcttgaaaggcttcatgcccgtgaggctcttttgCcttgcga 

2341 atttttttcattattcttgctattgctactcttcttctgagaaactcttgactaacccgaaggccatactttatactcggctcttggtta 

2431 taaatgccctagggatatttattcgtctcagacagtttgcagaacttcatcaagtgggtgcaaaggttatactttgagtgaagcttagag 

2521 gacagcgagaagccaagtacttgcactttcttcaaatacaagcgttgatctgggagccgagtacatagccaaggccaagagagatgtagt 

2611 ttagagcaccaatgccagggctctcgccgtattcttctgtccagactttgggcatgtggagagaaggatgtacaataccccaaaggctgc 

2701 agccatgtaaatggcaaccaccataacgatatattctgtaacaaagaattgtaaggggcgaaaagatgccaatcgtaaccgtgtcgccag 

2791 agactcgctagtattactacctgacgtttcttcgcaggatacgtggtgttgtctctgtttgagcaagactggtgtatatgtctcgcgtat 

2881 gaagacacagccgacgactccgacaacacttgcggccatgctcgtggaataaaacatccatcgccatgttgtacgctcagtaatccaacc 

Fig. 3・4.Nucleotide and deduced amino acid sequences of mreA 

gene. 

The putative TATA and CAAT sequences and putative 

polyadenylation signal in 5'-and 3'-non-coding regions are 

double-underlined. The consensus sequence involved in splicing 

in putative introns are single-underlined. The presumed signal 

peptide is wave-underlined. The amino acids determined by 

direct sequencing and the potential N-glycosylated asparagine 

residues are bold-single-underlined. The stop codon is indicated 

by asterisk. 
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Fig _ 3・5_Genomic Southern blot analysis of A. oryzae DNA 

fragments. 

Approximately 5μg of genomic DNA from A. oryzae RIB40 was 

digested with several enzymes and separated by 0.8% agarose 

electrophoresis， followed by transfer onto a Hybond-N+ nylon 

membrane. Southern hybridization was performed with the 0.8・

kb EcoR 1 -SalI fragment (see Fig. 3・3)as a probe， which was 

labeled with an ECL direct labe1ing system. 
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A 目 ImF圃RrnItlIDl'IfftlK圏GAæALs~wDHH!KGD----E;KDwKDEHvTæK 190 
B ~LmL園KlMtmBIsAæR~SAPHSFQIHDsL!QNDSLHKN;IARGSTTGRæp 86 
C ~LELRDRSG盟国EæE~VTSPVPF~ILDMVNFNKIDIN----一一州<DE 147 
D GLEISVRSG圃NP国VADNDaGIVLDLRLMMslHIDT一一一一一一一AaS 100 

A 国K|開制QGFE薗EAANAQ--æLRV~titi:(刷S~IA園VS~盟-H圏 237 
B 国TIItI刷MQWQ園VHGAKN--æVTILl刷紺T国AV園FLmVS~IH 134 
C T酌 IQSæASLGQL~VNIASKSKVHAFPAæV国K~A-圏HFS圏一FGN! 195 
D RARlæGæVISGDLVKEAAKFG一一LAA~TæMH~K~F-CæLALNææ-V圏 156 

A ~SM阻GA酬酬E~I~GTæR!LV困RQ園T圃vIDs[削制御'i'lW 287 
B 自LTR圃AV岨Fl'J. ::tVQ~VSANæD!IT困ED国QmF圃K[e{t{酬F園T 184 
C MRK阻SIDHIIDAQIM~ANæKVVRNRQAMGE~VF国 IR[酬tfs園IL 245 
D TPK圃ASDNI!GATLVTATaDVIVCSDDERPE!F国VRaAa-PNF園T 195 

Fig. 3-6. Alignment of amino acid sequences of MreA with those of 

three FAD dependent oxidases. 

A， MreA from Aspergillus oryzae; B， CPOXl (putative oxidase) 

from Claviceps purpurea; C， berberine bridge enzyme from 

Arabidopsis thaliana; D， 6・hydroxy・D-nicotineoxidase from 

Arthrobacter oxidans. The histidine residue to which FAD is 

covalently linked in the enzyme from A. oxidans is indicated by a 

closed circle and the identical residues in the sequence are 

denoted by white letters in black boxes. 
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第 4節 イソアミルアルコールオキシダーゼ遺伝子高発現株

の創製

[方法】

1.使用菌株，ベクター，培地

形質転換の宿主として用いたアルギニン要求性麹菌 A.

oryzaθM  ・2・3 (argB")44)および麹菌発現ベクタ-pTAex345) 

は国税庁醸造研究所より分譲を受けた.形質転換株選抜培地

として 0.8M NaClを含む Czapek-Dox寒天培地を使用した.

2.遺伝子高発現ベクターの構築

イソアミルアルコールオキシダーゼは第 1章で述べたよう

に培養系において微量にしか生産されないため，活性の確認

方法が煩雑である.そこでクローニングした遺伝子が酵素活

性をコードするものであることを確認するため，遺伝子の

ORF領域を pTAex3が持つ強力なタカアミラーゼプロモータ

ー(PamyB) 下で高発現させることにより，酵素活性の増大

が見られるか調べることにした.

イソアミルアルコールオキシダーゼ遺伝子の両端に制限酵

素サイトを結合した DNA断片を得るため，遺伝子の開始コド

ンおよび終始コドンに隣接する KpnIサイトを結合したセン

スプライマー (MRN，5'-CCA GGT ACC ATG CCA TCA TTA 

AGC ACC CTC AAA C-3') とアンチセンスプライマー (MRC，

5'-CGT GGT ACC TTA AAC ACG GCA CGC GCG GAG CTT 

G ・3')を作製した .A. oryzae RIB 40のゲノム DNAを鋳型

として PCRを行い，目的とする1.9kbの DNA断片を得た.

この断片を KpnIで処理し， pTAex3の KpnIサイトに挿入す

ることにより高発現ベクタ -pTAMRを構築した(Fi g. 3・7). 

3. 麹菌の形質転換

五味らのプロトフラスト -PEG法にて行った 44) 対照とし

てベ・クター (pTAex3) のみを用いた形質転換を行った.

【結果】

1.形質転換株の分離とゲノムサザン解析による遺伝子導入

の確認

構築した高発現ベクタ -pTAMRを用いて A.oryzaθM凶2・3

を形質転換し，アルギニン要求性の相補されたクローン，

TF-l， TF・2，TF・3株を選抜した.また， pTAex3で形質転換

47 



した対照株(TF-C) を分離した.これらの株のゲノムサザン

解析の結果を Fig.3-8に示す TF-1，TF-2， TF・3株には，

TF-C株の 2.6・kbの位置に見られる本来のイソアミルアルコ

ールオキシダーゼ遺伝子の他に，形質転換により染色体に組

み込まれた同遺伝子を見いだした.

2. 形質転換株におけるイソアミルアルコールオキシダーゼ

の生合成

形質転換株の培養上清中の酵素活性を Table3・1に示す.

TF-1， TF・2，TF・3株は対照株 TF-Cに比べ，総活性で約 150

'"'-' 880倍，比活性で約 70'"'-'160倍の活性を示した.また，各

形質転換株の活性は Fig.3-8に示すサザンブロット解析にお

けるシグナル濃度に相関していた Fig.ふ9に， SDS ・PAGE

を用いた各形質転換株培養上清中のタンパク質の分析結果を

示す.高発現株においては，本酵素の分子質量 73kDaを示

すバンドが顕著に濃くなっており，その濃度は本酵素の活性

値と相関関係を示すことが確認できた.
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Fig. 3・7.Structure of the mreA over-expression plasmid pTAMR. 
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Fig. 3・8.Southern blot analysis of tl'ansformants. 

Approximately 2μg of genomic DNA of the transformants was 

digested with HindIII. Southern blot analysis was performed in 

the same manner as describecl in Fig. 3・5.
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Table 3・1.Isoamyl alcohol oxidase activity of the culture 

supernatant of A. oryzae transformants carrying pTAMR 

Strain Plasmid Enzyme activity Specific activity 
(mU/ml) (mU/mg'protein) 

TF-C pTAex3 (control) 0.53 26 

TF-1 pTAMR 190 2，700 

TF-2 pTAMR 470 4，200 

TF-3 pTAMR 79 1，700 

‘-Q) 
」L正. 

何
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14 咽岨園開・

Fig. 3・9.SDS-PAGE analysis of the culture supernarant from A. 

oryzae transformants. 

Each transformant was grown in DPY broth at 30'C with 

shaking for 2 d. Protein secreted from each transformant was 

concentrated by uitrafiltration. Each concentrated protein 

sample (6μ1) was separated by electrophoresis on a slab of 5・20%

(w/v) gradient polyacrylamide gel by the method of Laemm1i and 

stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. The bands 

corresponding to isoamyl alcohol oxidase are indicated by an 

arrow. 
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第 5節製麹工程における mreAの発現

【方法】

1.製麹条件

品温条件等は第 1章第 5節方法 1によった.20時間目に切

り返し， 30時間目に仲仕事， 35時間目に佐舞仕事を行い，

45時間目に出麹した.

2.麹からの全 RNAの調製

培養開始後， 25'"'-' 45時間おいて 5時間毎に米麹のサンプリ

ングを行った.米麹 1gを液体窒素中で破砕・粉状化し， 10 ml 

の ISOGEN試薬(ニッポンジーン)を用いて麹菌の全 RNA

を抽出した.抽出液を室温にて 4分間，氷上で 1分間それ

ぞれ静置後 4，200Xg，40分間遠心分離し水層を採取した.

水層に対して， 0.5容の1.2M NaCI-0.8 M クエン酸ナトリウ

ム溶液および 0.5容のイソプロパノールを加えて激しく撹持

した後，室温で 5分間静置した.これを 4，200X g， 15分間遠

心分離し，得られた沈殿を， diethylpyrocarbonate( DEPC) 

処理した滅菌水に溶解した後，再度 0.5容の1.2M NaCI-0.8 

M クエン酸ナトリウム溶液および 0.5容のイソプロパノール

を加えて同様に撹持した.得られた沈殿を 70%エタノールで

洗浄し，乾燥後， 100μlの DEPC処理水を加え 55
0

C， 10 

分間静置して沈殿を完全に溶解した.これを氷上で 5分間静

置し)多糖類などの不純物を析出させた後， 4，200Xg， 30分

間遠心分離して RNAを含む上清を回収した.この方法で米麹

1 gから 300'"'-'400μgの RNAを得た.

3. ノザンブロット解析

米麹より得られた全 RNA20μgを電気泳動により分画し

た.泳動には1.5%ホルマリン変性アガロースゲルを用いた.

1.5gのアガロースを 74mlの 0.1% (v/v) DEPC処理水に加

えて溶解後， 10XMOPS緩衝液 (0.2M 3・(N・Morpholino)
propanesulfonic acid ・50mM酢酸ナトリウム・10inMEDTA・

0.02% (v/v) DEPC， pH 7.0) 10 mlおよびホルムアルデヒド

16 mlを加え，ゲル槽へ流し込んだ.泳動用緩衝液として，

16% (v/v)のホルムアルデヒドを含む 1X MOPS (DEPC処理

水で調製)を用い， 50 V 定電圧で泳動した.泳動後，本章第

2節方法 9により， 20XSSCを用いて RNAをゲルから Hybond

N+にブロットした.フローブは Fig3・4に示す 0.8kb DNA 
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断片を使用した.ハイブリ夕、イゼーションおよび mRNAの検

出は ECL-directnucleic acid labeling and detection kit 

(Amersham Pharmacia Biotech) を用いた.

【結果】

1. mreAの転写量の変化

Fig. 3・10Bに製麹中期以降 5時間毎の mreAの経時的な転

写量の変化を示す.仲仕事に相当する培養開始後 30時間目で

mRNAの転写量が最も多くなった.それ以後，転写量は徐々

に減少し，培養開始後 45時間目(出麹)では，かなり減少し

た.

2. イソアミルアルコールオキシダーゼ活性の変化

Fig. 3・10Cに本酵素活性と菌体量の変化を示す.酵素活性

は菌体量にほぼ相関して上昇したが，製麹末期に近づくとそ

の増加速度は減少した.
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Fig. 3・10.Changes of isoamyl alcohol oxidase activity and mRNA 

transcription of mreA from the middle to final stage in koji 

making. 

A， Gel stained with ethidium bromide. Ribosomal RNAs are 

indicated by arrows. B， Northern blot analysis of mreA 

transcription. Hybridization signals corresponding to mRNA of 

mreA are indicated by an arrow. C， Time course of enzyme 

production and growth of mycelium in koji making between 25 

a n d 4 5 h (d e -k 0 j i) a ft e r i n 0 c u 1 a t i 0 n . .， enzyme activity; 0， growth. 
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第 6節 AspergiJJus属における mrθAホモローグの分布

【方法]

1.使用菌株

本節で使用した菌株のうち，麹菌 A.oryzaeは白鶴酒造株

式会社研究開発室の保存株を使用した.その他の Aspergillus

属菌株は，国税庁醸造研究所，発酵研究所，東京大学分子細

胞生物研究所より分譲を受けた.

2.ゲノムサザン解析

ゲノム DNAの調製は本章第 2節方法 2によった.ゲノム

DNAは HindIIIで完全消化後，本章第 4節方法 3にしたがっ

て，サザンブロット解析を行った.

【結果】

AspergiJJus属における mreAホモローグの分布

Fig. 3・11に麹菌を含む AspergiJJus属菌株のサザンブロッ

ト解析の結果を示す .A. oryzaeに属する菌株はすべて， 2.6 

kbの位置にハイブリダイゼーションに基づくシグナルバン

ドを示した.また，醤油麹菌 A.tamariiやアフラトキシン生

産菌 A.fla vusも同位置にシグナルを示した.また醤油麹菌

A. Bojaθやアフラトキシン生産菌 A.parasiticusでは，異な

る位置にシグナルを生じた.しかし ，A. nidulansおよび黒麹

菌に属する A.nigθrや A.ka wachiiではシグナルを示さなか

った.
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Fig. 3・11. Distribution of mreA homologue in Aspergillus 

strain. 

Lane 1・7，A. oryzae strains; lane 8， A. sojae RIB 1045; lane 9， 

A. tamarii IAM 2502; lane 10， A. flavus IFO 30106; lane 11， A. 

flavus IFO 30107; lane 12， A. parasiticus IAM 13888; lane 13， A. 

niduJans FGSC 89; lane 14， A. niger IAM 2561; lane 15， A. 

kawachii IFO 4308. 
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第 7節要約と考察

当該遺伝子 mreAを含む DNA断片中に見いだした 1，903bp 

の ORFは 3つの推定イントロン領域を含み，エクソン領域は
567個のアミノ酸をコードすると推定された.成熟タンパク

質の N末端上流には Metで始まる 24残基の疎水性に富む領

域が存在し，これは本酵素の分泌シグナルを司るプレプロ配

列と考える.本酵素は分泌性のタンパク質であり，ここで見

いだした同配列は，本酵素の細胞外への分泌に関与すると考

察した.

また，本酵素の推定アミノ酸配列中に N結合型糖鎖結合モ

チーフである Asn・X-Ser(または Thr)を 9カ所見いだした.

本酵素は糖含量の高い糖タンパクであることから，酵素分子

中の糖鎖は，上記モチーフ中の Asn残基に結合していること

が予想される.

推定アミノ酸配列の類似性検索を行った結果，本酵素に高

い類似性を示すタンパクは，既報のアルコールオキシダーゼ

含めて見いだせなかった.このことから本酵素は他のアルコ

ールオキシダーゼとは分子進化上，異なる系統より発生した

ことが推察される.

mreAのプロモーター領域には，タカアミラーゼ遺伝子な

どの高発現遺伝子 46-49)で見られる真核生物の典型的な転写因

子認識配列 TATAAAは見いだせなかった.しかし，翻訳開始

コドンから 300bp以上上流に TATA様， CAAT様配列が各 1

カ所認められた.これらの結果から，麹菌の生産するイソア

ミルアルコールオキシダーゼが微量であるのは，本遺伝子の

転写活性の低さに起因すると考察した.そこで，本遺伝子の

ORF領域をタカアミラーゼプロモーター下に連結し，デキス
トリンを炭素源とする培地で誘導したところ，麹菌培養上清

中のイソアミルアルコールオキシダーゼ活性を 800倍に上昇

させることができた.この結果より，本酵素の分泌生産が微

量である要因は本遺伝子のプロモーター活性の低さにあると

結論した.

製麹工程において本遺伝子に由来する mRNAの転写量を調

べた結果，仲佐事に当たる 30時間目で最大となった.

mrθAホモローグは，試験した Aspθrgillus属菌株のうち黄

麹菌に属する菌株にはすべて分布した.しかし mreAを含
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む DNA断片の示すシグナル位置により ，A. oryzaθ型 ( A. 

oryzaθ， A. tamarii， A. fla vus)とそれ以外のタイプ (A.sojae， 

A. parasiticus) に分類された .A. oryzaθは A.fla vusと A.

sOJaeは A.parasiticusとそれぞれ， DNAレベルで相向性が

高いことが報告されている 50) また黒麹菌に属する菌株では

mrθAホモローグは検出されなかった.これらの結果は ，mrθA 

遺伝子が各菌株の持つ遺伝的背景を反映することを示してい

る.

J 

1戸
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第 4章イソアミルアルコールオキシダーゼ低生産性麹菌

変異株の創製

第 1節序

第 4章では，イソアミルアルコールオキシダーゼ低生産性

変異株を育種し，これを使用して限外ろ過処理の操作の不要

なムレ香の発生しにくい清酒を醸造することを目的とする.

清酒麹菌の育種例としては鉄イオンによる着色防止を目的

としたデフェリフェリクローム非生産性麹菌 51)アミノ酸に

よる雑味や貯蔵劣化の防止を目的とした酸性カルボキシペプ

チダーゼ低生産性麹菌 52) 吟醸酒用麹菌 53)などの報告がある

が，劣化臭の発生防止を目的とした育種例はない.高いグル

コアミラーゼ活性を持つ清酒麹菌 A.oryzaθRIB 128の分生

胞子に紫外線を照射し，イソアミルアルコールオキシダーゼ

活性が低下した変異株を得る.本変異株の分生胞子を用い，

スケールアッフした製麹テストにおいて，蒸米における変異

株の増殖性，各種の酵素活性等を評価する.

rまた，変異株を用いて製造した麹を用いて，総米 1kgスケ

hールの清酒醸造仕込み試験を行う.惨を液体部分と固体部分

に分離(上槽操作)した後，得られた新酒の酒質について一

般分析，官能検査を行う.さらに，イソアミルアルコールオ

キシダーゼが作用しやすい温度条件で生酒を貯蔵し，イソバ

レルアルデヒドの生成試験および官能検査を経時的に行う.

第 2節 変異株の分離と特性

【方法】

1.変異処理

A. oryzae RIB 128を PDA培地で 7日間培養し，着生した

分生胞子を回収後， 0.01 % (w Iv) Twe e n 80溶液に 2X 106個

Imlになるよう懸濁した.懸濁液 5mlをアルミ製の小型秤量

皿に移し，紫外線の光源 (15W) から 15cmの位置において，

境持しながら 4分間照射した.照射後約 1時間，光を遮断し

て静置し，変異処理した懸濁液を希釈して PDA平板培地の塗

沫した.

2.麹中のイソアミルアルコールオキシダーゼ活性の評価

10 ml容ヘッドスペースガスクロマトグラフィー用バイア
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ル瓶に，滅菌した α化米 2.5gを加え， α化米 1gあたり分

生胞子が 106{固になるよう分生胞子懸濁液を接種し， 35
0

C， 

42時間培養して麹を調製した.これに， 0.2M 酢酸緩衝液(pH 

4.5) 7.5 ml，イソアミルアルコール 10μ1， アンピシリン

(終濃度 100μ g/mU を添加し， 30
0

Cで 5日間静置反応させ

た.熱処理 (100
0

C，2分)を行い，酵素反応を停止させた後，

生成したイソバレルアルデヒドをガスクロマトグラフィーに

より定量した.

【結果】

1. A. oryzae菌株のイソアミルアルコールオキシダーゼ活性

既知の A.oryzaθ属菌株の中でイソアミルアルコールオキ

シダーゼ低生産性株を得るため，本酵素活性の生産性を調べ，

結果を Fig.4・1に示す.対照として ，Aspergillus属の 7菌

株を用いた .A. oryzaeに属する 3菌株は同酵素活性が際だっ

て高く ，A. oryzaeに近縁な醤油麹菌 A.tamariiも比較的高

い活性を示した.また，黒麹菌に属する A.niger， A. 

sHirousamii， A. ka wachiiは黄麹菌に属する A.oryzaθ， A. 

csoyae， A. tamarii， A. fluvas， A. parasiticusに比較して，活

性は低かった Fig.4-1には示していない A.oryzaθ属の 30

菌株について本酵素活性を測定したが，低生産性株は見いだ

せなかった.

2. イソアミルアルコールオキシダーゼ活性の低い変異株の

分離

A. oryzae RIB 128の分生胞子に紫外線照射を行い，生存

コロニ-1，000株を得た.生存率は約 0.3%であった.得ら

れた菌株の中から，親株に対して 1/2以下のイソアミルアル

コールオキシダーゼ活性を示し生育良好な 5株を選抜した .5

株のうち，蒸米 150gを用いた製麹試験において，生育が良

好で高いグルコアミラーゼ活性を示した 128・16154)および

128・651株を最終的に得た.これらを PDA培地で 10回継代

培養し，形質の安定性を確認した.

これらの株は親株に比較して，一般的な形態的，生理学的

特徴に違いは見られなかったが，麹の褐変性が低く，寒天培

地培養時も，培地の着色が少ないという特徴が見られた
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A shirousamii IFO 2052 

A. kawachii IFO 4308 

A. niger IAM 2561 

A. parasiticus IAM 13888 

A. f1avus IFO 30106 

A. sojae RIB 1045 

A. tamari i IAM 2502 

A. oryzae RIB 23 

A. oryzae RIB 40 

A. oryzae RIB 128 

。 2さ
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j-Va I era I dehyde (μmo I /mg. koj i / d) 

Fig. 4・1.Comparison of isoamyl alcohol oxidase activity among 

Aspergillus strains. 

第 3節 清酒醸造試験および生貯蔵におけるムレ香の低減化

【方法】

1.粉状もやしの調製

変異株 128・161および 128-651、親株 A.oryzae RIB 128 

を用いて，紛状もやしの大量調製を行った.蒸米 (90%(w/w)

精米)に対して 1% (w/w) 木灰を加えた後，オートクレー

ブ殺菌し，これに各菌株から得た分生胞子を接種した. 30
0

C 

で 3日間培養し，分生胞子が十分着生した米粒(粒もやし)

を得た.回収した米粒を減圧下で乾燥した後，ふるいにかけ，

分生胞子を米粒から回収した.これを粉状もやしとして製麹

実験に使用した.

2.製麹試験

スケールアップした製麹試験はシャーレ法で行った.白米

は精米歩合 70%の日本晴を使用した.前項で調製した紛状も

やしを散布する形で蒸米に接種し， VP-200型プログラム付恒

温恒湿機(ナガノ科学)で製麹を行った.分生胞子の接種量
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は約 106個/蒸米 .gとした.製麹条件， 32 oC， RH 95% (24 

時間)， 35
0

C， RH90% (10時間)， 38
0

C， RH 85% (8時間)

で 42時間培養後，出麹した.

3.麹の分析

麹中の α・アミラーゼ，グルコアミラーゼ， 酸性プロテアー

ゼ，酸性カルボキシペフチダーゼは、国税庁所定分析法 55)に

より分析した.麹の褐変度は，麹を 0.2M酢酸緩衝液

(pH5.0)-0.5 M NaClにて抽出し，残査を漉紙上に 2日開放

置したのち，目視にて判定した.

4.清酒醸造仕込み試験

Table.4・1に示す仕込み配合により，総米 1kgの清酒醸造

を行った.協会 701号清酒酵母を使用した酵母仕込みによっ

た.発酵温度は 15
0

Cであった.

5.新酒の分析および官能検査

一般分析は国税庁所定分析法に従った.新酒中の香気成分

はヘッドスペースガスクロマトグラフィーにより定量した 56)

官能検査は 7名の試験者で行い 5点法で評価した.

6. 生酒貯蔵試験および官能検査

生酒 100mlを 0.2μmのメンブレンフィルターにて漉過滅

菌後， 300 ml容の褐色瓶に入れ， 30
0

Cで 5週間貯蔵した.貯

蔵後の官能検査は，ムレ香を明瞭に認知できる試験者 6名で

行い，ムレ香強度を 3段階で評価した.

61 



Table 4-1. Comparison of starting materials for sake 

brewing tests. 

Starting Step 
material Hatsu-zoe Naka ・zoe

Total rice (g) 175 325 

Steamed rice (g) 125 275 

Rice koji (g) 50 50 

Water (ml) 249.4 375 

Lactic acid (ml) 0.6 

Yeast suspensiona (ml) 25 

a Kyokai No. 701， 2 X 108 cells/ml 

【結果】

1.製麹試験

Tome-zoe 

500 

400 

100 

700 

Total 

1000 

800 

200 

1324.4 

0.6 

25 

Table 4・2に，シャーレ内で調製した麹の分析結果を示す.

変異株で調製した麹のイソアミルアルコールオキシダーゼ活

性は，親株で調製した麹および市販麹の 1/3であった. また，

両変異株で調製した麹において，清酒限発酵の律速となるグ

ルコアミラーゼ活性は市販麹より高い値を示した.従って，

変異株で調製した麹は，清酒醸造に用いることが可能であっ

た.褐変度試験の結果，変異株 128・161は親株の持つ褐変性

を消失していた.

2. 変異株を用いた清酒醸造仕込み試験

清酒醸造仕込み試験において，炭酸ガスの減少量が 325g 

に達した時点で上槽を行った.変異株 128・161から調製した

麹を用いると，親株に比べ穆日数が 3日，変異株 128・651の

場合には 2日，それぞれ長くなった.しかし，市販麹に比べ

ると両変異株由来の麹を用いた場合は 1"-'2日短かった.上槽，

漉過した後の新酒の一般分析値，官能検査平均値，香気成分

組成分析値を Table4・3に示す.変異株由来麹を用いて醸造

した新酒は，酸度，アミノ酸度が，親株，市販麹を用いた場

合に比べて低かった.官能検査においても，異味異臭のマイ

ナス評価はなく 評価平均値は親株 市販麹を用いて醸造し

た新酒に比べてやや高かった.また，香気成分はイソバレル

アルデヒドを除いて，変異株および親株由来麹，市販麹間に

62 



おいて顕著な差は見られなかった.

3. 生酒貯蔵中におけるイソバレルアルデヒドの変化

生貯蔵中におけるイソバレルアルデヒド濃度の変化を Fig.

4・2に示す.親株および市販麹菌を使用して醸造した生酒中

のイソバレルアルデヒド濃度は，貯蔵開始後，直線的に増加

し， 28日後，ムレ香の官能関値である1.8ppm14)に達した.

一方，変異株 128・161， 128・651を用いて醸造した生酒は，

親株や市販麹に比べて増加速度が遅く，貯蔵開始 35日後にお

いても， 128・161株が 0.48ppm， 128・651株が 0.50ppmで

あり，官能関値を大きく下回った.

4. 貯蔵生酒の官能検査による評価

官能検査の評価結果を Table4-5に示す.親株および市販

麹菌を使用して醸造した生酒は試験者全員がムレ香を指摘し

たが， 128-161株を使用して醸造した生酒に対してはムレ香

の指摘はなかった. 128・651株の場合には 1名の指摘があっ

たが，そのムレ香強度は親株や市販麹に比べて低かった.

Table 4・2.Properties of rice koji prepared using mutants. 

Mutant 
128.161 

α.Amylase (U/g.koji) 680 

Glucoamylase (U/g.koji) 190 

Acid protease (U/g.koji) 2，100 

ACPasea (U/g.koji) 3，300 

Isoamyl alcohol oxidase 1. 4 b 

Browning degree (一， +， ++) 

Weight of mycelium (mg/g.koji) 6.0 

a Acid carboxypeptidase. 

b Isovaleraldehyde，μmollg of koji. d. 

c Obtained commercially. 
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128.651 

763 

272 

2，300 

6，800 

1.9 

+ 

6.4 

Parent 
RIB 128 

1，100 

320 

2，600 

10，000 

4.3 

++ 

6.9 

Rice 

h旦ζ
1，000 

180 

2，400 

7，000 

4.5 
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Table 4・3.Composition of fresh sake in brewing test. 

Mutants Paren t Rice 
128-161 128-651 RIB 128 koj i b 

Fermentation days 13 12 10 14 

Sake meter (+，一) ー0.4 -1.2 -2.4 -0.8 

Alcohol (%， v/v) 18.7 18.6 18.8 18.7 

Acidity (ml) 2.5 2.6 2.9 2.7 

Amino acidity (ml) 1.4 1.6 2.0 1.8 

SensoryevaluationO 2.1 2.4 2.9 2.7 

n-Propyl alcohol (ppm) 110 120 130 100 

Isobutyl alcohol (ppm) 65 76 68 71 

Isoamyl alcohol (ppm) 160 180 180 190 

E thyla ceta te (ppm) 65 78 66 64 

Isoamylacetate (pp m) 5.3 5.8 6.0 5.9 

Ethylcaproate (ppm) 0.87 0.82 0.76 0.76 

Isovaleraldehyde (ppm) 0.19 0.24 0.39 0.41 

a Measured by 7 panels. See the text for details. 

b Obtained commercially. 
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Fig. 4・2.Changes of the concentration of isovaleraldehyde in 

non-pasteurized sake during the storage at 30"C. 

.， non-pasteurized sake produced using mutant 128 -161 企，

mutant 128・651;0， parent strain;ム， koji obtained commercially. 

Ta b le 4・4.Sensory evaluation of mureka in non-pasteurized sake 

after the storage at 30"C for 30 d. 

M utants Parent 
strain Rice koji C 
RIB 128 

Panela 128-161 128-651 

a 一一 b ++ ++ 
b ++ ++ 
c + ++ 
d ++ ++ 
e + ++ ++ 
f + + 

a Six panels joined in the tests. 

b Mureka intensity: ， non; + ， weak; + +， strong. 
C Commercially obtained. 
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第 4節要約と考察

Aspθrgillus属各菌株を用いて調製した米麹中のイソアミ

ルアルコールオキシダーゼ活性は ，A. oryzaθ に属する菌株に

おいて特に高い活性を示した.紫外線を用いた変異処理法に

より，清酒麹菌 A.oryzae RIB 128からイソアミルアルコー

ルオキシダーゼ低生産性変異株 2株(128・161，128-651)を得

た. 2株の醸造特性を調べた結果，親株に比べて主要酵素活

性が低下していたが，市販麹を用いた場合と比較すると，グ

ルコアミラーゼ活性やや高いレベルにあり 酵の発酵性や新

酒の酒質は良好であった.

上述したように，上記 2株は本酵素を含め 主要酵素活性

が親株より有意に低下していた.このことから，両株は酵素

タンパク質の生合成系もしくは分泌系に何らかの異常を生じ

た変異株であると考察した.しかし，その生理学的な変異機

構についての検討は十分なされていない.したがって，本変

異株のイソアミルアルコールオキシダーゼ低生産機構につい

ては本酵素をコードする遺伝子レベルでの解析を含め今後の

検討課題と考える.

生酒貯蔵試験において変異株を用いて醸造した生酒中のイ

ソバレルアルデヒド量は，親株および市販麹に比べて 1/3で

あり， 300Cで 1ヶ月貯蔵後もムレ香の官能関値を大きく下回

っていた.ムレ香の官能検査を行った結果，親株および市販

麹を使用して醸造した生酒に対しては，試験者全員がムレ香

を指摘したが，変異株 2株を使用して醸造した生酒に対して

はムレ香の指摘がほとんどなかった.

以上の結果から，本章で得られた変異株はムレ香の発生し

ない生酒の製造に極めて有効であると結論した.
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総括

本論文では生酒の劣化臭であるムレ香の本体，イソバレル

アルデヒドの生成に関与する麹菌 A.oryzaθ 由来新規アルコ

ールオキシダーゼの諸特性の解明と，その低減化を目的とし

て研究を進め，以下のような成果を得ることができた.

麹菌の液体培養上清中に，イソアミルアルコールからイソ

バレルアルデヒドを生成する酵素活性を見いだした.本酵素

は，指数増殖期前期から培養上清中に活性が検出されること，

全増殖期間において総活性，比活性とも，培養上清中の活性

が無細胞抽出液より高い値を示したこと等から，本酵素は麹

菌の細胞外に分泌生産されることがわかった.本酵素はアル

キルアルコールに作用を示す分泌型のオキシダーゼとしては

最初の報告例である.また，本酵素はイソアミルアルコール

非存在下の培地においても構成的に生合成されることを見い

だした.構成的に生合成されるアルコールオキシダーゼは，

本研究以外では報告されていない.

酵素生産に与える炭素源の影響を調べた結果，グリセロー

ル，グルコース，デキストリンの順で，高い酵素生産性を示

した.

本酵素を大量に得るため，酵素の供給源を検討した結果，

生酒の限外漉過による濃縮液において最も高い酵素活性を見

いだした.また，本菌の固体培養物である米麹の場合，菌体

量あたりの本酵素生産量は液体培養した場合に比較して 57

倍に達した.また，生酒の濃縮液が最も高い酵素活性を示し

たことから，本濃縮液が酵素精製のための供給源として使用

できることがわかった.特に，単位容量あたりの活性が，他

の供給源に比べて際だって高かった.このことから，本酵素

が限外漉過処理によりかなり効率的に分画，濃縮されている

と考えらる. またこれらの結果から，本酵素は清酒中におい

て比較的安定であること，酒粕画分に移行しにくいこと，分

子質量が 30kDaより大きいタンパク質であることがわかっ

た.

生沼の限外櫨過濃縮液を精製のための出発物質として各種

カラムクロマトグラフィーを行い，電気泳動的に単一な酵素

を得ることができた.本酵素は分子質量 73kDaの単量体で
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あった.酵母 P.pastorisのアルコールオキシダーゼは分子質

量 300kDaのホモ 4量体であり 17) C. boidiniiや H.

polymorphaの同酵素は分子質量 670kDaのホモ 8量体と報

告されている 19)また，担子菌 Basidiomycθteのアルコール

オキシダーゼは分子質量 300kDa以上の多量体である 23) こ

のように既報のアルコールオキシダーゼはすべて，サブユニ

ット構造をとる細胞内酵素であり，麹菌由来の本酵素はこの

点でも特異なアルコールオキシダーゼと言える.

本酵素は糖を約 20%含む糖タンパク質であった.ペプチド

N-グリコシダーゼ，エンド-0-グリコシダーゼ，シアリダーゼ

Aの 3種のグリコシダーゼ共存下でのみ，糖鎖を分解・除去

ができたことから，一般的な N 結合型糖鎖とは異なるタイプ

の糖鎖が結合していると考えられる.多量の糖鎖の結合は，

タンパク質分子の立体構造を安定化し，酵素の pH安定性や

温度安定性の向上に寄与する 32) また，糖鎖の結合により酵

素の親水性が増加する.本酵素においても，糖鎖の結合が清

酒中での安定性や溶解性に寄与していると考えられる.

本酵素の吸収スペクトルと還元剤の添加による吸収スペク

トルの変化から，本酵素はフラビンタンパク質であると考え

られる 33) しかし，トリクロロ酢酸による処理でもフラビン

化合物は遊離しなかったことから，フラビン化合物は本酵素

に共有結合している考察した.

本酵素は pH4.5において最大活性を示した.また， pH 3.0 

'"'-' 6. 0で安定であった.清酒の pHは通常 4.2""'4.5の範囲に

あり，このような pH特性は，本酵素が清酒中で作用しやす

く，失活しにくい酵素タンパク質であることを示している.

本酵素は 45
0

Cまでは活性を保持したが， 50
0

Cを越えると急激

に安定性は低下し， 65
0

C， 15分間の処理で完全に失活した.

この結果は，通常の清酒の火入れ(熱処理)条件において，

本酵素を完全に失活させることができることを示している.

本酵素は C5の分校鎖アルコールであるイソアミルアルコ

ールに対して，突出して高い活性を示した.本酵素は C5の

直鎖アルコールと C6の直鎖あるいは分校鎖アルコールに対

して微弱な活性を示したが， C4以下， C7以上の炭素数を持

つアルキルアルコールに対しては全く活性を示さなかった.

このような基質特異性を示すアルコールオキシダーゼはこれ
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までに未報告であり，本酵素は基質特異性に関しでも極めて

特異なアルコールオキシダーゼと言える.

本酵素の精製標品を清酒に添加することによって，ムレ香

の本体であるイソバレルアルデヒドが顕著に発生することを

GC-MSにより証明した.本結果および基質特異性に基づいて，

本酵素をイソアミルアルコールオキシダーゼと命名した.イ

ソアミルアルコールを基質とした場合，本酵素の Km値は 30

mMであった.この値は他のアルコールオキシダーゼと比較

して 2桁高かった.清酒中のイソアミルアルコール濃度は通

常， 1.25""' 3 mMであることを考慮すると 34) 生酒中におけ

るムレ香発生の反応は緩慢に進むと考えられる.

本酵素遺伝子 mrθAを含む DNA断片中に見いだした 1，903

bpの ORFは， 3つの推定イントロン領域を含み，エクソン領

域は 567個のアミノ酸をコードすると推定した.成熟タンパ

ク質の N末端上流には Metで始まる 24残基の疎水性に富む

領域が存在し，これは本酵素の分泌シグナルを司るプレプロ

配列と考えられた.本酵素は分泌性のタンパク質であり，こ

こで見いだした同配列は，本酵素の細胞外への分泌に関与す

ると考察した.また，本酵素の推定アミノ酸配列中に N結合

型糖鎖付加モチーフである Asn-X-Ser(または Thr)を 9カ所

見いだした.本酵素は糖含量の高い糖タンパク質であること

から，酵素分子中の糖鎖は，上記モチーフ中の Asn残基に結

合していることが予想される.

推定アミノ酸配列の類似性検索を行った結果，本酵素に高

い類似性を示すタンパク質は，既報のアルコールオキシダー

ゼ含めて見いだせなかった.このことから本酵素は他のアル

コールオキシダーゼとは分子進化上，異なる系統より発生し

たことが予想される.

mreAのプロモーター領域には タカアミラーゼ遺伝子な

どの高発現遺伝子で見られる真核生物の典型的な転写因子認

識配列 TATAAAは見いだせなかった.しかし，翻訳開始コド

ンから 300bp上流に TATA様， CAAT様配列が各 1カ所認め

られた.これらの結果から，麹菌の生産するイソアミルアル

コールオキシダーゼが微量であるのは，本遺伝子の転写活性

の低さに起因すると推察した.そこで，本遺伝子をタカアミ

ラーゼプロモーター下に連結し，デキストリンを炭素源とす
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る培地で酵素生成を誘導したところ，培養上清中のイソアミ

ルアルコールオキシダーゼ活性を，本遺伝子を連結しない場

合と比較して 800倍に上昇させることができた.

製麹工程において本遺伝子に由来する mRNAの転写量を調

べ，仲仕事に当たる 30時間目で最大となることを示した.

mreAホモローグは，試験した Aspergillus属菌株のうち黄

麹菌に属する菌株にはすべて分布していた.しかし mreA

を含む DNA断片の示すシグナル位置により ，A.oryzae型 (A. 

oryzae， A. tamarii， A. fJa vus)とそれ以外のタイプ (A.sojaθ， 

A. parasiticus) に分類された .A. oryzaeは A.fJa vusと，

A. sojaθ は A.parasiticusとそれぞれ， DNAレベルで相向性

が高いことが報告されている 48) また黒麹菌に属する菌株に

は mreAホモローグは検出されなかった.これらの結果は，

mreA遺伝子が各菌株の持つ遺伝的背景を反映することを示

している.

Aspergillus属各菌株を用いて調製した米麹中のイソアミ

ルアルコールオキシダーゼ活性は ，A. oryzaeに属する菌株に

おいて特に高い活性を示した.紫外線を用いた変異処理によ

り，清酒麹菌 A.oryzae RIB 128からイソアミルアルコール

オキシダーゼ低生産性株 2株を得た. 2株の醸造特性を調べ

た結果，親株に比べて主要な酵素の活性が低下していたが，

市販麹を用いた場合と比較すると，グルコアミラーゼ活性は

やや高いレベルにあり，酵の発酵性や新酒の酒質は良好であ

った.

生酒貯蔵試験において，変異株を用いて醸造した生酒中の

イソバレルアルデヒド量は親株および市販麹に比べて 113で

あり， 300Cで 1ヶ月貯蔵した後もムレ香の官能関値を大きく

下回っていた.ムレ香の官能検査を行った結果，親株および

市販麹を使用して醸造した生酒に対しては試験者全員がムレ

香を指摘したが，変異株 2株 (128・161，128-651)を使用して

醸造した生酒に対しては，ムレ香の指摘はほとんどなかった.

以上の結果から，本研究で得られた変異株はムレ香の発生し

ない生酒の製造に極めて有効であると結論した.

上記 2株は本酵素を含め，主要酵素活性が親株より有意に

低下していた.このことから，両株は酵素タンパク質の生合

成系もしくは分泌系に何らかの異常を生じた変異株であると
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考察した.

今後の課題として，基礎的な領域としては未だ不明な本酵

素の生理的意義の解明であり，応用開発の領域では分子育種

法によるムレ香非生成麹菌の育種である. 2つの課題は，本

研究において取得した mrθA遺伝子を有効に活用することに

より達成することが可能である.すなわち，本遺伝子を破壊

したヌル変異株を得た後，それらを用いた製麹試験や醸造試

験を経てムレ香を生成しない新規な変異株を選択することが

できると考える.しかしながら，このような変異株は遺伝子

組換体となる.現状において，わが国では遺伝子組換体を用

いた食品に対する消費者の容認意識はまだまだ厳しいものが

ある.この点については，将来，意識の緩和が予想されるが，

現段階では遺伝子組換麹菌を使用した清酒が市場において容

易に受け入れられる可能性は低い.したがって，当面は本研

究において古典的な手法で取得したイソアミルアルコールオ

キシダーゼ低生産性変異株の実用化，およびその改良という

課題の達成が重要と考える.
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要約

本論文では，麹菌 Aspθrgillusoryzaθの生産するムレ香生

成酵素の諸特性を解明した.本酵素は新規な細胞外アルコー

ルオキシダーゼであり，イソアミルアルコールに対して特異

的に活性を示すことがわかった.その触媒特性から本酵素を

イソアミルアルコールオキシダーゼと命名した.また，本酵

素をコードする遺伝子 (mrθA) のクローニングと解析を行っ

た.更に，生酒におけるムレ香の発生防止を目的として，本

酵素活性の低下した変異株を創製した.

まず，麹菌によるムレ香生成酵素の生産について検討した.

液体培養において，本酵素の活性は指数増殖期初期から培養

上清中に見いだされ，定常期において最大となった.

また，培養期間を通じて，総活性 比活性とも培養上清中の

活性が細胞抽出液中の活性よりも，明瞭に高い値を示した.

これらの結果より，本酵素は細胞外酵素であると結論した.

また本酵素は基質であるイソアミルアルコールにより誘導

されなかった.一方，グリセロールは本酵素生産の増加に対

し，最も有効な炭素源であった.

次に，本酵素の精製を目的として，粗酵素の供給源につい

て比較検討した.検討した供給源の中で 限外ろ過により濃

縮した生酒が最も高い酵素活性を示した.生酒の限外ろ過濃

縮液を初発粗酵素として， 8P-Toyopearl 550C， Butyl・

Toyopearl 650M， 8P-Toyopearl 6508， Toyopearl HW・558を

用いたカラムクロマトグラフィーを行い，単一な精製酵素標

品を得た.

本酵素は糖成分を 20%含む分子質量 73kDaの単量体酵素

であった.本酵素はイソアミルアルコールに対し，特異的に

高い活性を示した.同炭素数の n-アミルアルコールや n-ヘキ

サノール，イソヘキサノールに対して微弱な活性を示したが，

それ以外の供試したアルキルアルコール類には全く活性を示

さなかった.また本酵素は pH3.0'" 6.0の酸性下では安定で

あり，至適 pHは 4.5であった Hg2+，Cu2+， Ag+のような重

金属イオン， 8H酵素阻害剤である p-クロロマーキュリ一安

息香酸，還元剤であるヒドラジン，ヒドロキシルアミン，抗

酸化剤である L-アスコルビン酸などの試薬は本酵素を強く阻
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害した.

本酵素の精製標品を加熱処理後の清酒に添加することによ

り，ムレ香の本体成分であるイソバレルアルデヒドが顕著に

生成することを GC-MSにより確認した.このことから，本

酵素が清酒中におけるムレ香の発生に直接関与すると結論じ

た.これらの知見およびその基質特異性などから，本酵素を

イソアミルアルコールオキシダーゼと命名した.

次に精製酵素の部分アミノ酸配列に基づき作製した DNA
プローブを用いて イソアミルアルコールオキシダーゼをコ

ードする遺伝子を麹菌からクローニングした.取得した遺伝

子は推定イントロン領域を含む 1，903bpのオープンリーディ

ングフレームから成り， 567残基のアミノ酸をコードすると

考えられた.成熟タンパク質の N 末端配列上流には 24残基

のシグナルペプチドと考えられる配列が見いだされた.更に

アミノ酸コード領域には N結合型糖鎖付加モチーフが 9箇所

存在した.翻訳アミノ酸配列についての類似性検索の結果，

本酵素は一部の FAD依存性酵素において見いだされる保存
配列を有していることがわかった.また，ゲノムサザンブロ

ット解析により，本遺伝子は麹菌の染色体中にシングルコピ

ーで存在することがわかった.

本遺伝子を高いプロモーター活性をもっタカアミラーゼプ

ロモーター下で過剰発現させた結果，培養上清中の本酵素活

性は 800培上昇した.この結果より，取得した遺伝子はイソ

アミルアルコールオキシダーゼをコードしていると結論し，

本新規遺伝子を mreAと命名した.製麹工程におけるイソア

ミルアルコールオキシダーゼ活性は麹菌の増殖と相関して増

加した.さらに，ノザンブロット解析により ，mreAの mRNA
の転写量は，製麹開始後， 30時間後に最大となることがわか

った.生酒におけるムレ香の発生を防止するため，紫外線照

射処理により，イソアミルアルコールオキシダーゼ低生産株

の分離を試みた.スクリーニングの結果，得られた 2株の変

異株は，米麹のイソアミルアルコールオキシダーゼ活性が親

株に比べ， 113に低下していた.これらの変異株を用いて，

清酒醸造試験を行い官能的に良好な新酒を得た.得られた新

酒を生貯蔵し，生酒中のイソバレルアルデヒド生成テストを

実施した.上記の変異株 2株を使用した酒は，親株を使用し
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た酒に比べ，イソバレルアルデヒドの生成は明瞭に少なく，

30
0

C， 1ヶ月貯蔵後もムレ香の官能関値を大きく下回ってい

た.貯蔵後の官能検査においてもムレ香の指摘はなかったこ

とから，本変異株は生酒のムレ香発生防止に有効であると結

論した.
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8ummary 

In this thesis， 1 aimed at the elucidation of molecular 

and catalytic properties of a murθka-forming enzyme 

produced from koji-mold， Aspθrgillus oryzaθ. 1 found that 

the enzyme was a novel extracellular alcohol oxidase 

acting specifically on isoamyl alcohol. On the basis of its 

catalytic characteristics， 1 named this enzyme isoamyl 

alcohol oxidase. The cloning and analysis of a gene 

encoding the enzyme and the construction of mutants 

lacking the enzyme activity are also described. 

1 first examined the production of a murθka-forming 

enzyme by A. oryzae. In submerged culture， the enzyme 

activity was observed at the early exponential phase and 

reached to the maximum at the stationary phase. The total 

and specific activities in the cultural supernatant were 

much higher than those in the cell-free extracts， indicating 

that this enzyme was secreted into the culture. Although 

the enzyme was not induced with isoamyl alcohol， glycerol 

w a s a n e ff e c t i v e .c a r b 0 n s 0 u r c e f 0 r t h e e n z y m e p r 0 d u c t i 0 n . 

1 searched for several sources for the enzyme 

purification. Brewered sake concentrated by 

ultrafiltration showed the highest enzyme activity of the 

enzymatic sources examined. 1 purified the enzyme from 

the concentrated sake to homogeneity by successive 

chromatography using 8P-Toyopearl 550C， Butyl・Toyopearl

650M， 8P-Toyopearl 6508， and Toyopearl HW・558.This 

enzyme was a monomeric protein containing 20% 

carbohydrate with the molecular mass of 73 kDa by SD8-

PAGE. 

This enzyme showed high activity exclusively toward 

isoamyl alcohol， and a little toward n-amyl alchol， n-

hexanol， and isohexanol. However， it did not act，on other 

alcohols tested. This enzyme was stable between pH 3.0 

and 6.0 at 25
0

C. The optimum pH was 4.5 at 35
0

C. Heavy 

metal ions， p-chloromercuribenzoate， hydrazine， 
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hydroxylamine， and anti oxidants like L-ascorbate strongly 

inhibited the enzyme. 

Isovaleraldehyde identified by GC-MS was produced 

copiously in the pasteurized sake by adding the purified 

enzyme. Therefore， 1 concluded that the enzyme caused the 

formation of mureka， an off-flavor of sake， the main 

component of which is isovaleraldehyde. On the basis of 

these findings， 1 named the enzyme isoamyl alcohol 

oxidase. 

1 cloned a genomic DNA sequence encoding isoamyl 

alcohol oxidase from A. oryzae， using a PCR-amplified DNA 

fragment corresponding to the partial amino acid 

sequences of the purified protein as a probe. The cloned 

gene comprised 1，903 bp of an open reading frame with 

three putative introns and encoded 567 amino acid 

residues with a presumed signal peptide consisting of 24 

amino acid residues at the N-terminal region. Moreover， 

nine potential N-glycosylation sites were present. 

Homology search on the amino acid sequences showed that 

isoamyl alcohol oxidase has a region significantly similar 

to those conserved in only FAD-dependent oxidoreductases 

but not in other alcohol oxidases. Southern hybridization 

analysis revealed that the cloned gene exists as a single 

copy in the A. oryzaθchromosome. The cloned gene was 

overexpressed under the control of the amyB promoter in A. 

oryzaθ. The isovaleraldehyde-producing activity in the 

culture supernatant of one transformant was over 800 

times as high as that of a transformant with the control 

vector. This result demonstrates that the cloned gene 

encoded isoamyl alcohol oxidase. 1 named this novel 

alcohol oxidase gene mreA. 

In koji making， isoamyl alcohol oxidase activity 

increased in correlation with the growth of mycelia of A. 

oryzae. In addition， northern blot analysis using partial 

fragment of mreA gene as a probe revealed that the 

transcripted m"RNA from mrθA re ache d to the m axim um 
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after 30 h cultivation. 

In order to prevent mureka development， 1 mutated A. 

oryza by irradiating its conidia with UV  light. 1 obtained 

two mutants that showed lower isovaleraldehyde-forming 

activity by one third than the parent strain. 1 carried out 

sake brewing tests using these mutants. The produced 

non-pasteurized sake was stored for the tests liberating an 

isovaleraldehyde flavor. The sake brewed using the 

mutants produced isovaleraldehyde at a much lower rate 

than the sake brewed using the parent strain. In addition， 

the amount of the isovaleraldehyde produced after the 

storage at 30
0

C for 30 days was below the threshold value 

detectable. 
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