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　　Enzylne　activitics 　of 　kOfi　sa 皿 ples　from　12　sake 　breweries　were 　determined，　and 　the 　relationship

botween　thcir　production　conditions 　was 　analyzed 、α
・G 】ucosidase 　activity 　showed 　a　high　correlation

with 　glucoamylase　and α
一amylase ，　and 　was 　especially 　in　the 　case 　of 出 e　latter．　CinVo鳶碗 had　higher

relative 　 activity 　of 　cr−glucosidase　to α
一amylase

，　suggesting 　that α
一
glucosidase 　may 　play　an 　important

rQle 三n 　ginjo（high−quality）sake 　blewing．　 Addi匸iQn　ef 　purifiedα一glucosidase　to κφ enzyme 　solution

increased　the　g］ucoamylase 　activity ．　 Glucose　was 　produced 　by　the　addition 　Df 　both　puri五ed α
一

glucosidase　and 　purifiedα 一amylase 　to　starch 　solution ，　but　not 　by　the　addition 　of 　only α
一glucosidase．

These 　results 　indicate　that　the　conventlona 】me 【hod 　for　measuring 　glucoamyiase　activity 　mcasures

not 　on ユy　glucQamylase 　but　also α
・glucosidase　activity ．　 The 　contribution 　rate 　of α

一glucosidase　to
glucoamylase 　was 　estimated 　to　be　10−20％ ofthe 　gluco   ylase　enzyme 　aα ivity　of 如 ゴdα crmined 　by
出 econventional 　 method ．

【Key 　words ：　 sake 　brewing， 吻 ゴ
，

α
一glucosidase，　AspergiUus　oryzae ］

　清酒 醸造 に お い て 蒸米 の 溶解糖化 は ，麹中 の α
一ア

ミ ラ
ーゼ と グル コ ア ミ ラ ーゼ の 作用 に よ っ て 行わ れ て

い る と され て い る．り
α
一ア ミ ラ

ーゼ に よ りデ ソ プ ン 分

子 の cr−1，4 結 合 は ラ ン ダ ム に 切 断 され て 順次小 さ な分

子に な り，グ ル コ ア ミ ラ ーゼ に よ りデ キ ス ト リ ソ 分子

の 非還元末端か ら グ ル コ ース 単位 で 切断 され て い く．

こ の 両酵素 に 関 し て は 非常 に 多 くの 研 究 が あ り，我 々

も麹菌 AsPergillus　oryeae の α
一ア ミ ラ ーゼ 遺伝子 （amlB ），

グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ 遺伝 子 （gtaA）を ク ロ

ーニン グ し，そ

の 構造 と機能 に つ い て さ ま ざまな解析を行 っ て い

る ．2−9）

　一方麹菌 な ど の 多 くの 糸状菌 は ，こ れ らの 他 に α
一

グル コ シ ダーゼ を 生産す る こ とが 知 られて い る．麹菌

＊

連絡先，C 。 rresponCling 　author ．
§ 現所属，日本清酒  ．

§§ 現所属 ， 福井県食品加工 研究所．

の α
一グ ル コ シ ダ ーゼ は グ ル コ シ ル ト ラ ソ ス 7 エラ

ー

ゼ ，ま た は ト ラ ソ ス グ ル コ シ ダーゼ と も呼ぼれ て い る

もの で ，マ ル ト
ース や オ リ ゴ 糖 な どか ら α

一1，4 結 合 し

た グ ル ＝ 一ス 残基を他の 物質に 転移す る作用をもつ ．

清酒醪中で は，転移す る受容体が 水 の と ぎグ ル コ
ー

ス

1 分子 が 生成 し，エ タ ノ ール の と き エ チ ル ー
α
一D一グ ル

コ シ ドが ，le ）グ ル コ
ー

ス や 他 の オ リ ゴ 糖の と きは イ ソ

マ ル ト ース や種 々 の オ リ ゴ 糖が それぞれ生成する．こ

の うち糖転移 作 用 に つ い て は ，布川 と岩野 ら に よ る多

くの 研究があ る，tl・12｝

　最 近我 々 は ，A ．　oryxae か ら α
一グ ル コ シ ダーゼ 遺伝

子 （agdtl ）を ク ロ
ーニソ グ し，そ の 誘導発現 が amyBJ

glat4 と 同様に マ ル ト
ー

ス の よ う な オ リ ゴ 糖 に よ り起

こ り，転写 レ ベ ル で 制御 され て い る こ とを見 い だ し て

い る．また，こ れ ら 3 種 の ア ミ ラ
ーゼ 退伝子 の 塩基配

列 の 決定 か ら，プ 卩 モ ー
タ
ー領域 に は 共通 の 配列 が 3
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箇所存在す る こ と も判明 した ．13）こ れ らの こ とか ら ，

α
一グ ル コ シ ダ ーゼ も他 の 2 つ の ア ミ ラ ーゼ と共 に ，

麹製造中に 誘導生産 され ，清酒醸造 で も重要な働 きを

して い る と考 え られ た ．

　そ こ で，α
一グ ル コ シ ダーゼ の 清酒醸造 で の 働きを

明 らか に す る た め に ，吟醸酒用麹 を 含 む種 々 の タ イ プ

の 清酒麹中 の α
一グ ル コ シ ダーゼ 活性 を 調べ る と と も

に ， 精製酵素を用 い て 本酵素の 糖化酵素 と して の 寄与

に つ い て 解析 し た の で 報告す る．

実 験 方 法

　 麹 お よび清酒試料　　吟醸酒お よ び 普通酒用麹試料

は ，全 国 の 12の 酒 造 場 で 平 Pt　4 酒 造 年 度 に ，留 麹 と し

て 実際 に 酒造 に 用 い た 麹 （吟醸麹 12点，普通麹 13点）

を 使用 した ．また ， 同
一

製造場 で 製造 され た 清酒試料

（同
一

卩
ッ トの 麹 を 使用 した もの ）に つ い て エ チ ル ー

α
一D一グ ル コ シ ドな どの 定量 に 使用 した ，

　 麹 の 試験製造　　麹 エ キ ス 培地 上 の コ ロ ニ ーか ら麹

菌 A，or）zae の 胞子を0，01％ Tween80 水 溶液中 に か き

と り，ガ ラ ス フ
ィ

ル タ ー3G 工に て ろ過 し ， ろ 液を胞

子 懸濁液 と した ．こ れ を ペ ト リ皿 に 5g 計 り取 っ た 精

米歩合70％ の 日 本晴 の α 米と無洗米無蒸煮白米 （以

下 生 米） に 接種 し た ．こ れ を，32 〜40 °C ，相 対 湿 度

75 〜90％で 45時間保 ち，製造 した 麹 を α
一グ ル コ シ ダ ー

ゼ などの ア ミ ラーゼ の 酵素活性 の 測定に 用 い た ．

　 麹 の 酵素 力価測定 　　グ ル ゴ ア ミ ラ
ーゼ ，α

一ア ミ

ラ
ーゼ ，酸性 プ ロ テ ア ーゼ ，酸 性 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー

ゼ に つ い て は 国税庁所定分析法 14｝に 従 っ て 測 定 した ．

α
一一グ ル コ シ ダーゼ は Oda ら の 方法 L5）に よ り測 定 した ．

すなわ ち，酵素液0．05m1 を ，5mM の p一ニ ト 卩 フ ェ

ニ ル ー
α
一D一グ ル コ ピ ラ ノ シ ド （ρ

一NPG ）を含 む 50　mM

リ ン 酸緩衝液 （pH 　6．8）1，0ml に 加え ， 30 °C で 10分間

反応 さ せ た ．3％ Na2COs を 加 え て 反 応 を 停止 し，

410nm に お け る 吸光度 を 測定 した．酵素 力は ， 37°C

で 1 時間 に 1mg の か
ニト 卩 フ

ェ ノ
ー

ル を 遊離す る活

性をも っ て 1 単位 と し た．

　 エ チ ル ーa −D一グ ル コ シ ドの 定 i 　 　エ チ ル ー
α
一D一グ

ル コ シ ド の 定 量 は ，高速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）に て 行 っ た ．装置 は 送液 ポ ン プ CCPM （東

ソ
ー

  ） を 用 い ，YMC −pack　polyamine−II カ ラ ム

（φ4．6 皿 m × 250mm ，  ワ イ r ム シ ー
） に て ，水一ア セ

ト ニ ト リ ル （35 ：65v ／v ）を移動相 と して 流速 O．8　rn ］f

min で 溶 出 し，示 差屈折検出器 ERC −7520 （エ ル rt ・」 ＝

ン ジニア リ ン グ  ） に て 検出 を行 っ た 、検量線作成の

際の エ チ ル ーa −D一グ ル コ シ ドの 標準物質 は 岡と佐藤 の

方 法 1°〕に よ り作 成 され た 結晶標品 と和光純薬  製 の

も の を 使用 した ．

　 a 一ゲ ル コ シ ダ ーゼ の 精製　　agdA 遺伝子 を多 コ

ピ ー持つ α
一グル コ シ ダーゼ 高生産性 の A ，oワ z α8 形質

転 換株 M −2・3pTGF7 −313）の 胞子を 1％ ポ リ ペ ブ ト ソ

を含 み ， 炭素源と して ス ク ロ ース の 代わ りに 3％ マ ル

ト
ー

ス を 加え た Czapek −D 。 x 培地 1 」に 接種 し 30 °C で

3 日 間培養 し た ．培養液を ガ ラ ス フ
ィ

ル タ ーで ろ 過 し

て 菌体 を 分離 し，培養 上 清 を ミ ニタ ン ろ過 シ ス テ ム で

限外 ろ過膜 を通過さ せ る こ とに よ りタ ン パ ク 溶液を濃

縮 した ．濃縮 液 は 10mM の 酢酸緩衝液 に 対 し て 1 晩

透析 し た ，透析物 は Butyl 　TOYOPEARL 　650M に よ

る疎 水 ク 卩 マ ト グ ラ フ i
一

に 供 した ．溶 出 に は 40−一　O

％飽和硫安濃度 勾配 に よ り行 い ，透析後 ゲ ル ろ 過 を 行

っ た．

　 a一グ ル コ シ ダーゼ の 添加実験　　麹 の 糖化力 に お

け る α
一グ ル コ シ ダーゼ の 寄与率 を 調 べ る た め に ，グ

ル コ ア ミ ラ ーゼ 活性 測 定時 に 精製 α
一グ ル コ シ ダー

ゼ

を添加す る 実験を 行 っ た．国税庁所定分析法 で は ，グ

ル コ ア ミ ラ
ーゼ 活性測定 の 反応混合液 と して 2 ％ デ ン

プ ン 溶液 1ml ，　O．2M 酢酸緩衝液 200 μ1 と 麹抽 出 液

100 μ1を使用する．こ の と き使用す る 麹抽出液 と して

100　”！を加え ，さ らに 精製 α
一グ ル コ シ ダーゼ を活性

に して そ れ ぞ れ 0．033，　O．065 ，0．130U を 含 む酢酸緩衝

液 100 μ1を 添 加 した ．続 い て ，40 °C で 20分反応 し ，

2NNaOH 　O．1m1 で 反応停止，2NHCIO ．1ml で中和

後，生成 され た グ ル コ ース を定量 し グル コ ア ミ ラ ーゼ

活性を求め た ．こ の と き，反 応 混 合液量は 所定分析法

の 1　500　”1 よ り 100μ1多くな り 1600 μ1 とな る の で ，

定量 し た グル ＝
一

ス 量 に 1600〆1500 を 乗 じて 換算 し て

求 め た ．

　精製 a 一ア ミラーゼ，a 一グ ル コ シ ダーゼ に よ る ゲ ル

コ
ー

ス 生成能測定　　結 晶 α
一ア ミ ラ

ー
ゼ 標品 を 用 い

て 0，50，100 ，150U ／ml の α
一ア ミ ラ

ーゼ 活性 を 持 つ 溶

液 を作成 し た ．こ の 溶液 と，精製 α 一グ ル コ シ ダーゼ

標品 を活性 に して 0〜0．3U ！m1 で 6 段階に 変化 さ せ た

溶液 との 混合液 （合計量 100μ1）を 2 ％デ ン プ ン 溶液

に 添加 し，所定分析法 に よ る グ ル コ ア ミ ラ ーゼ 活 性 測

定 に 従 い ，40° C で 20分間作用 させ ，生成 した グ ル コ
ー

ス を 定 量 した ．

実 験 結 果

麹 試 料 の 各酵素活性　　吟醸酒 用麹 お よび 普通酒用
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Table　 1． Productien　conditions 　and 　enzyme 　activities 　of 　ginj
’
o　keJ

’
i　using 　white 　rice 　with ］ow 　polishing　ra 【io．

　　　　　Polishing
Kej

’
1
’
　　　ratlo

　　　　　　　（％）

　　Tane−ko7
’
i

（91100 　kg　rice ）

KeJ
−
i−making 　 Max ．

　　period　 temp ．
　　　（h）　　　 （

9C
）

Enz
ア

mc 　activity （U ／9−dry　matter ）

1 IIIIIIV V

　　　　　　IIIIH
IIII
　　　　　【× 102］

ABCDEFGHIJKL85555500090034333344

を

354

005050000000231213233213 48485155

，55554

．5535254555356

4443424341

．542

．5424244444143

75364672656511220

工

81

王

工

26

1
　

11

　

1
　

1
　

1
　

　

111

　

1

5276

フ

“

526511

5134557819873344333333450 ．6140

．8260

．7781

．1050

．8980

．8660

．6780

．7220

．8900

．5861

．0531

．456

2946370037113303327034362991269040433483364441244600437547885733392

ア

44193926405142103

．57771948321

0．3300

、3690

，2810

，2830

，2910

，3280

．2320

，2930

，3670

，2910

，2620
．114

0．1730

．2650

．1780

．2480

．2520

．2450

．1810

．1890

．2820

．1480

．2190
．255

Average　39．3
　 σ　　　　 4．3

22．56
．9

52．92

．6

70214 110

工7398

　　　0．873　　 3445　　　4927 　　0．28フ　　0 ．22D

　71　　　0．232　　　 415　　　138B 　　 O．065　　0．042

　　Max ．　temp ．： Max ．　temperature 　during 吻
』
ガmakingprocess ．1，Glucoamylase；II，α

・amylase ；III，α
一glucosidase；IV，

acid 　prot巳ase ；V ，　 acid 　carboxypeptidase ．　σ； Standard　deviation．

麹 試料 の 製麹 条件 と麹 の 各 酵素活性測 定 の 結果を

Tab ］e　1，2 に 示 し た ．吟醸麹 12点の 平均精米歩合 は 約

40 ％ で あ り ， グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ ，α

一ア ミ ラ
ーゼ ，α

一

グ ル コ シ ダーゼ の 活性 は そ れ ぞれ 110，　398，　O．873　U ！g

Table　 2．

麹とい う結果 で あ っ た．ま た 酸性 プ ロ テ ア
ー

ゼ ，酸性

カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ーゼ は 平 均 で そ れ ぞ れ 3445，

4927U ！g 麹 で あ っ た．一
方，普通 麹13点 の 平均精米

歩合 は 65％ で あ り，グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ ，α
一ア ミ ラ

ー

Production　conditions 　and 　enzyme 　actiVities 　of ノ諺∫配 koj
’
i　using 　white 　rice 　with 皿 oderate 　polishing　ratio ．

　　　　　Polishing
Kej

「
i　　　　　ratio

　　　　　　　（％）

　　Tane−kOj
’
i

（g／100kgrice）

KOJ
’
i−making 　Max ．

　　period　　 temp ．
　　　（h）　　　 （

°C ）

Enzyme　activity （U ／9−dry　matter ）

正 IIIIIIV V

　　　　　　IIIfllIIII
　　　　　【× 1021

MNOPqRSTUVWXY5355550008000666666776576721．66035100606

 

100806050807080

　

　

　

　

　

5
　

　

　

5
　

　

　

民
」

5

27876665568564

些

婆

4444

・

444444

　

　

　

艮
」

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

5

023221212222244

喚

4

重

44444444

5159998797989757241984104811

　

　

1111

　

1
　
11

　

1
　

11

8797865239371014739131012227956

フ599310911340

0．9771

．0170

．2950

．7381

．3281

，0051

．5721

．1090

．8300
．7181

．1370

．9931

．177

2481305225

フ02633270827493674336728522910288035763316

31655109261526221707362735333162219912863661253121250．ig90

．1920

，1430

．1380

，1470

，1610

，1510

．1530

．1870

．1730

．1100

．1360

．141

0．1110

．1290

．0560

．0790

．1310

．1360

．1200

．0910

．104

  ．1060

．1150

．09工

0，088

Average　65．1

　 σ　　 　 4．0

65．921

．9

46 ．11

，5

87104 14634946 　　　0、992　　　2982　　　2872　　　0，156 　　0．104

239　　0．300　　　372　　　 958　　 0．024　　0、022

Max ．　 temp ．，1−V ，　 and 　a 　were 　described 　in　Table　1．
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Table　3，Corre］ation 　coeHhcient 　between 妨 f・making 　conditions 　and 　enzyme 　activitics ．

1 2 3 4 5 6 7 8 91011

12345678901　

　

　

　

　

　

　

　

1
　
1

Polishing　ratio

r 翩 砌 ご　　 0．Slot＊

Time 　 　 − 0．832＊＊ − 0．620＊’

Max ．　temp ． −O．451＊ − 0．172　 0．456掌

G 】ucoamylase 　O．580＊率

　 O，561＊＊ −0，631＊＊ − O．402，

α
一Arnylase　　 O．870褓

　 O，865＊＊ −O，709＊＊ − 0．409＊

α
一Glucosidase　O．306　　 0．412＊　− 0，095　 − O．29昏

APase 　　　　　　
−O、4234　　− O，186　　　0510ホ＊

　　O．346

ACPase 　　　 −O，543＊ ＊ − 0．50t‡　　0、646＊＊　 0．134

5／6　　　　　　　　　　　−0，791＊ 零

　一〇．699‡‡

　　D，531＊ ＊

　　0，392

7！6　　　　　　　　　−0，8工8＊＊
　
− 0．657＊＊　　0，776＊＊　　0，307

O，755林

O，467＊　　　0．570＊＊

− 0．049　　−0，ユ68　　　　0．371
− 0．396i　−0．464＊ 　　　0、249　　0．577tl
− O．246　　−D．788＊＊

　− 0．392　　0．316　　　0，307
−0．443＊ 　− 0．719＊ ＊

　　0．099　　 、593＊＊

　0．686窄 ＊

　0、739＊ ＊

＊

r（5％）
＝ 0．396 ；

＊ ＊
r （1％）

＝O．505
，

n ＝ 25．

ゼ ，α 一グ ル コ シ ダーゼ の 活性 は 平均 で それぞ れ 146 、
946

，
0．992U ！g麹と い う結果 で あ っ た ．ま た酸性 プ ロ

テ ア ーゼ ，酸性 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダーゼ は 平均 で それ

ぞ れ 2982，2872U ／g 麹 で あ っ た．

　普 通 麹 に 比 較 し て 吟醸麹 で は ，α 一ア ミ ラ
ーゼ 活性

が 顕 著に 低 い の に 対 して グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ は そ れ ほ ど

低 くは な い ．そ の 結果と して α
一ア ミ ラ

ーゼ に 対 す る

グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ の 比 （G ／α 一A 比 ）が 吟醸麹 で O．287（平

均値） と，普 通麹 の 0．156 に 比 べ 高 くな り，一
般 に 言

われ て い る吟醸麹と して の 特徴を表 して い た．そ れに

対 し て α
一グ ル コ シ ダ ーゼ も吟 醸麹 で わ ずか に 低 い 程

度 で ，や は り結果 と して α
一ア ミ ラ ーゼ に 対 す る α

一グ

ル コ シ ダ ーゼ の 比 （α・G ／α・A 比）が吟醸麹 で 0，220（平

均値）と，普通麹 の 0，104に 比べ 高 くな っ て い た ，

　麹の 製造条件 と酵素活性 の 相関分析　　吟醸，普通

麹計 25点の 製造条件 4項 目 （精米歩 合，種 麹接 種 量 ，

製麹時間，製麹 中 の 最高温度），酵素活性値 7 項 目 （グ

ル コ ア ミ ラ ーゼ ，α
一ア ミ ラ

ーゼ ，α
一グ ル コ シ ダー

ゼ ，

酸性 プ ロ テ ア
ー

ゼ ，酸性 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ーゼ ，

G！α一A 比，α
一G ／α ・A 比）の 計 11項 目に つ い て 相 関分析

を行 っ た （Table
　3）．α

一グ ル コ シ ダーゼ は グル コ ア ミ

ラ
ーゼ ，α

一ア ミ ラーゼ と高 い 相関を示 し，特に α
一ア

ミ ラ
ーゼ と は 危険率 1 ％ で 有意な 正 の 相関 が あ っ た

（r
±O．570）．ま た 精米歩合 は α

一ア ミ ラ
ーゼ と非常 に 高

い 正 の 相関 を 示 した （r
＝0．870＞．こ の こ とは ， 精米歩

合が低下 すれ ぽ α
一ア ミ ラ

ー
ゼ は 低下す る こ とを 示 し，

Table　4，Amou ロ t　of 　glucose，　maltose ，　and 　ethyl
一
α
一D −glucoside　in　4加

一slu 　and プiltsu一理   ．

（⊇injo−sptu （high・qualit）厂 sake ） Futsu一ワ  （ordinary 　sake ）

SamplcGlucese
（％）

Maltose
（％〉

α
一EG

（％）
＊ ・・ m …

G

掬
se Maltose

（％）

α
一EG

（％）
＊

123456789 1．21

．ア

1．81

．71

．81

．6L71

，32

．6

0．20

．20

．20

，20

．30

．20

．2trtr

G．30

．40

．30

，30

．40

．10

，40

，30

．4

123456789 0．92

．91

．91

．51

．22

．10

．90
，91

．6

0．30

．20

．30

，10

．30

．30

，30

．20

．3

0．8030

．40

．60

．50

．30
．50

．50

．5

Average 1．71 0．工7 0．32 Average 1．54 0．26 0．49
＊ E 匸hyl一α 一D −glucoside ．
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Table　 5．　 Purifi¢ ation 　of α
・g！ucosidase 　from　culture 　broth　ofA ．　 erlzae 　M −2−3　pTGF7 −3，

Total　activity 　　 Total 　protein
　　（U ）　 　　 　 （mg ）

Specific　activity

　 （U ／mg ）

Purification 　　　 Rccovcrv　　　　　　　　　　 i

　 （fold）　　　　　　　（％）

Crude 　ex ：raCt 　　　　　　　　　　　12．9

Butyl−TOYOPEARL 　650M 　 4．55

Gel−fUtration　 　 　 　 　 　 　 　 3．26

79．10

．4080

，161

0．16311

．220

．3

　 1、0068

．7125

10035

．325

．3

最 近 の 大 吟 醸酒 に 使用 され る35％ とい う よ うな低 精米

歩合 の麹は α
一ア ミ ラーゼ が低い こ と を よ く説 明 す る，

さ らに ，グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ と も同 様に 正 の 相関 を 示 し

た （r
＝ O，580 ）が ，α

一グ ル コ シ ダーゼ と は 相関 が認 め ら

れ な か っ た （r
＝O、306），しか し α

一G／α
一A 比は ，G！α

一A

比 と同様 に 精米歩合 と危険率 1 ％で 有意な負 の 相関 が

認 め ら れ た （r
＝ − O．818）．す な わ ち 精米歩合 が 低 くな

る と α
一グル コ シ ダーゼ 活性 が 相対的に 高 くな る こ と

を意味 し て お り， 吟醸酒製造 で の 本酵素 の 何 らか の 働

きを 示 唆す る もの で あ っ た．

　 エ チ ルー
α
一D一グ ル コ シ ドの 定量 　　 α

一グ ル コ シ ダ ー

ゼ 活性 が 吟醸麹 で 相対的 に 高い ならば，醪中で 生成す

る エ チ ル ー
α
一D一グル コ シ ドは ，普通 酒 よ りも吟醸酒 中

に 多 く含 ま れ る の で は な い か と考 え，同一 P
ッ

トの 麹

を使用 して 製造され た製成酒中の エ チ ル ー
α
一D 一グ ル コ

シ ドを 定量 した （Table　4）．そ の 結果，絶対量や グ ル

コ
ー

ス に 対す る 相対量 で も吟醸酒 は ，普通酒 よ りエ チ

ル ー
α
一D一グル コ シ ドが 少 な か っ た ．こ の こ とは ，吟醸

麹 中の α
一グ ル コ シ ダーゼ 活性 の 働きは ， 糖転移作用

の ひ と つ で あ る エ チ ル ーcr−D一グ ル コ シ ドの 生成 に は ，

あま り寄与 して い な い こ とを示唆 して い る．

　 a 一グ ル コ シ ダ
ー

ゼ の 部分精製　　瑛 の 実験 に 使用

す る た め a一グ ル コ シ ダーゼ 高生産性 の A ．eryzae 形質

転換株 M −2−3　pTGF7
−313）の 培 養液を出発材料 と して

疎水 ク P マ トグ ラ フ ィ
ー，ゲ ル ろ過を経 て ， 最終的に

回 収率25％ で 125倍 に 精製 し た 標品を 得た （Table　5）．

こ の 精製標品中に は α
一ア ミ ラ

ーゼ お よ び グ ル コ ア ミ

ラ
ーゼ 活性 は 検出 さ れ な か っ た ．同菌株は ，a

一ア ミ

ラ ーゼ ，グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ の 生産量が 比較的少 な く，

こ れ ら両 酵素 の 活性 を持 た な い 最終標品を 比 較的容易

に 得 る こ と が で きた ．

　糖化工 程に お け る a
一グル コ シ ダ

ー
ゼ の 寄与率推定

国税 庁 所 定分析法 14）に よ る グ ル コ ア ミ ラ ーゼ 活性測

定 に お い て ，麹か らの 抽出液を酵素液と し て 使用 し た

反応混合液 に こ の 精製 し た α
一グル コ シ ダーゼ 溶液を ，

最終力価 と し て もと の 酵素液 に 含 まれ る α
一一グ ル コ シ

ダ ーゼ 力価 の 数倍か ら数十倍 に な る よ うに 添 加 し，グ

ル コ ア ミ ラ
ーゼ 活性を 測定 した （Fig．1）．α

一グ ル コ シ
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　　　　　　　　　　　 （x・Glucosidase（utml ｝　　　　　　　　　　　　α
・Glucosidase（u／ml）

Fig．1．　 Effect　of α
一glucosidase　using 　the 　conventional 　method 　f（）r　measuring 　glucoamylase　actlvity 　of 吻ε．

　　Koj
’
i　samplc 　N 　in　Table　1；B ，　kOfi　sample 　P　in　Tab1巳 工．

A ，

N 工工
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Table　6．　Effect　 of α
一glucosidase　on 　analysis 　 of

　　91ucoalllylase　activity 　efgi ア夢o
一疋φゴ．

　　　　　Enzyme 　activit γ

　　　　 （U19 −dry　matter ）Sample
　 　 　 　 　 I　 　 　 　 　 II

Effc：t °f
襯

c°s’dase

on 　91ucose　production

　　　 （II！1）

　 　 　 0
　 　 　 0．QO　　O，05　0．10　　0．15　 0，20　　0．25　　030

　　　　　　 αGlucosidase　added （ulml ｝

Fig．2，　Glucose　 preduction　 with 　both α
一
glucesidase

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Purifiedand α
一amylase 　frQm 吻 f　mold （A ．　oryzae ）、

α
一glucosidase　solution 　was 　added 　to　2％　starch

so ［ution 　with 　150　U！m1 （●），100　U ／ml （○ ），50　U ！m1

（麗 ），or 　without （囗 ）α
一amylasc ．

ABCDEFGHIJKL75364672656511220181

ー

工

26

1
　

1
　

1
　

1
　

1
　

1
　

　

1
　

1
　

1
　

1

254865345276111111111112 10．313

．011

．314

．315

．412

．914

．912

，5129

工0 、413

．540

．e

ダーゼ の 添 加 量 に 応じて ，グ ル コ ア ミ ラ ーゼ 活性 の み

か け の 測定値 は 増加 し，確 か に グル コ ース 生 成 に α
一

グ ル コ シ ダ ーゼ が 寄与 して い る こ と が 明らか とな っ

た ．α 一グ ル コ シ ダ ーゼ 活性 （麹抽 出 液中に ふ くまれ

て い る 活性 と添加 した酵素活性 の 和） を x 軸，グル コ

ア ミ ラ
ーゼ 活性 を y 軸 に と り，こ の 結果 と，添加前の

麹抽 出液 が も っ て い た 力価の 点 を プ 卩
ッ

ト して 直線 で

結 ぶ と，y 軸 との交点 （cr−一グ ル コ シ ダー
ゼ 活 性 0 ）の

グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ 活性値が ， そ の 麹抽出 液が も っ て い

た グル コ ア ミ ラ ーゼ の み の グ ル コ
ース 生成能 で あ る と

推定さ れ る．図 の 2 つ の 試料 （A ，B）で は そ の 値 は 添

加せ ず に 求め た グル コ ア ミ ラ ーゼ 活性値 が A で ユ0．1，
B で 8．9で あっ た の で ，Fig．1 か ら外挿法 で 求め た 値で

あ る8，8，7．8 か ら 計算す る と87．1，87，6％ で あ っ た ．

その 伽 0数種類 の 麹試料 に つ い て 行 っ た 同 様の 実験 で

も85〜90％ とい う推 定値が 得 られ た ．す な わ ち，生成

し た グ ル コ
ー

ス の 約 10％ は 酔 グ ル コ シ ダ ーゼ の 寄与

に よ る もの と推定され た．こ の こ とは ， 現在所定分析

法 で 測定 して い る グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ 活性は ，厳密に は

麹抽出液中 の グ ル コ
ー

ス 生 成 能 で あ り，そ れ は グ ル コ

ア ミ ラ ーゼ と cr−一グル コ シ ダ ーゼ に よ っ て い る こ とを

意味 して い る ，

　次 に ，精製 し た α
一グ ル コ シ ダ

ー
ゼ 溶液 と，す で に

精製 さ れ 結 晶 化 さ れ て い る A 、σ rJzae 起 源 の cr−一ア ミ

ラ ーゼ を混合 して 酵素液を 作 り， 両酵素か ら の グ ル

コ
ー

ス 生 成 を 測 定 した （Fig．2）．α
一ア ミ ラ

ーゼ は 最終

濃度 として 0〜1　50　U ！rn1 で 4 段階，α
一グ ル コ シ ダ ー

Average　　110 15．6 14．2

　1： Glucoamylase　activity 　efginjo 一
吻 ゴsamples 　analysed

according 　to 　The　O 缶ci田 Methods　of 　Analysis 　 of 　th¢

National　Tax　Administration 　Agency 　ofJapan ，3rd　ed ．
II： Values　converted 　by　Fig・3from 　glucose　amount 　pm ・
duced　by α

一glucos三dasc　and α
一amylase 　of 　kg〆ガ．　Samplcs

A−Lare 　descr五bed　in　Table　1．

ゼ は 0〜0．3U ／m1 で 6 段階に 変化 させ た 酵 素液 を 作成

し，2 ％デ ン プ ソ を 基 質 と して 40 °C で 反応させ て グ

ル コ ース 生成 を測定 した ．その 結果 ，α
一ア ミ ラ

ー
ゼ

を含 ま な い α
一グ ル コ シ ダーゼ 単独 の 酵素液 で は グ ル

コ
ー

ス 生成 は 見られなか っ た ．しか し α
一ア ミ ラ ーゼ

と α
一グ ル コ シ ダーゼ を含む酵素液は α

一グ ル コ シ ダー

ゼ 添加量 に応 じて グ ル コ
ー

ス を多く生成 した ．また ，
こ の 関係 に は 直線性 が 認 め られ ，こ れ を検量線 と して

先 の 吟 醸 麹 普通 麹試料 の 酵 Pt活性結果 （T ・ble　1，・2）
か ら α

一ア ミ ラ
ー

ゼ ，α
一一グ ル コ シ ダ ー

ゼ の 2酵素 に よ

る グ ル コ ー
ス 生成能を 推定 し，グ ル コ ア ミ ラ ーゼ 力価

に 換算 し た （Tabie 　6，7）．そ の 結果吟醸 ， 普通麹共 に ，
グ ル コ ア ミ ラ

ーゼ 活性 と され た 値 の うち 10〜20％が こ

の 2酵素の 働きに よる もの と推定 され た ．

　試験製造 し た麹 の 酵素 活性測定　　Table　3 か ら精

米歩合が 低 く な る と α
一グ ル コ シ ダ ーゼ 活性 が 相対的

に 高 くな る こ とが 明 らか に な り，吟醸酒 造 りに お け る

本 酵素 の 何 らか の 働 きが 示 唆 され た，一
般 に 吟醸造 り

に お い て は 精米歩合 が 低 い 白 米 を 使用す る と と もに ，

製麹 に お い て は 米 の 中心 ま で 十 分 に 蒸 せ て い な い よ う

な 硬 い 蒸米を使用する こ とも多い ．そ こ で ，デ ン プ ソ

N 工工
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Tab 且e　7．　Effect　 of α
・glucosidase　 on 　 analysis 　 of

　　glucoamylase　activity 　of ノ厩 ∫π
Pκ9ガ・

Table　8．　 Amylase 　 activities 　 of 　steamed 　 and 　 raw

　　ricc 纏 ．

　　　　　Enzymeactivity

　　　　 （U19−dry　matter ）
Sample
　 　 　 　 　 I　　　　　 II

Effect°f

繍
uc ° sidase

on 　glucose　product玉on
　　　 （IIII）

・・ea … n ・
Gluc°amyla

〜t／l：麟 黼
Giuc° sidase

MNOPqRSTUVWXY5159998797999757241984104811

　

　

1111111111

018770248531322

　

1223211222

49791828188221303866222142111111111121

工

StcamcdNon
−stearned

Averagc 　 146 20．7

225259 14411623 1．1142

．207

14，2

Samp］es 　M −Y 　arc 　described　in　Table　2．
Iand 　II　are 　the 　same 　as　in　Tab ］e　6．

の 状態 に よ る グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ ，α

一ア ミ ラ
ーゼ

， α
一

グ ル コ シ ダー
ゼ 生産 の 違 い を比較検討す る た め ，試験

製 造 し た α 米麹 ，生 米 麹 の 酵 素 活 性 を 測 定 し た

（Table 　8）．そ の 結 果 α
一ア ミ ラ ーゼ ，グ ル コ ア ミ ラ

ー

・ビ はあま り違 い は な か っ た が，α
一グ ル コ シ ダーゼ は

生 米 麹 で α 米 麹 の 約 2 倍 の 活性 を示 した ．

考 察

　清酒麹中 に は エン ド型 お よび エ キ ソ 型の ア ミ ラ ーゼ

で あ る cr−・ア ミ ラ
ーゼ とグ ル コ ア ミ ラ

ーゼ が 存在す る．

しか し，そ の 存在量 は 少ない もの の ，さ ら に もう 1 つ

の ア ミ ラ
ーゼ で あ る α

一グ ル コ シ ダ ーゼ も存在す る こ

と が知 られ て い る．主要な前 2 者 の ア ミ ラ
ー

ゼ に 比べ ，

α
一グ ル コ シ ダ ーゼ の 清酒 醸造 に お け る働 きに つ い て

は 不 明 な 点が多 い ．岩野 ら u ・乙2）は ，A ，　niger 由来 の α
一

グ ル コ シ ダ ーゼ 精製酵素を 用 い て 役割 を検討して い

る ．清酒醸造 で の 主 要 な 働 きは 糖転移作 用 で あ り，

isomaltose ，　panose ，　isomaltotrioseな どの オ リ ゴ 糖 と エ

チ ル ー
α
一一D一グ ル コ シ ドを 生成す る こ と で あ る と報告 し

て い る ．ま た ，蒸米 の 溶解 ・糖化に 関す る α
一グ ル コ

シ ダ ーゼ の 働 き は ほ とん どな い と報告 して い る．1！］ し

か し ， Fig．2 に 示 した よ うに ， α
一グ ル コ シ ダーゼ 単独

で は デ ソ プ ン か らの グ ル コ ース 生成 は 認 め られない も

の の ，α
一ア ミ ラ ーゼ との 共存下 で は 顕著な グ ル コ

ー

ス の 生成が認め られ た．麹 の グル コ ア ミ ラ
ーゼ 活性を

測定す る と きに は 麹 か らの 酵素抽出液を用 い る の で ，

当 然 な が ら グ ル コ ア ミ ラ ーゼ の 他 に ，α
一ア ミ ラ

ーゼ

と α
一グ ル コ シ ダーゼ が共存 して い る こ とに な る．こ

れ ま で ，α
一グ ル コ シ ダ ーゼ に よ る グル コ ー

ス 生成 を

考慮 し て い な い の で ，所 定 分析法均 で 測 定 し て い る

グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ 活性 は グル コ ア ミ ラ ーゼ そ の もの を

表す と思わ れ て い た ．しか し，実際に は 麹に よ る グ ル

コ ース 生成能を見 て い る の で あ り，今 回 の 結果か ら

α
一グ ル コ シ ダーゼ の 寄与を 無視す る こ とは で き な い と

考えられ る，こ の 寄与率を 推定す るた め に 行 っ た 添 加

実験 と再構成実験 の 結果 か ら，グ ル コ ース 生成 に は

10〜20％程度 の α
一グ ル コ シ ダ ーゼ の 活 性 が関与 して

い る と推定さ れた ．近年の 吟醸酒製造の 増加 か ら，吟

醸用麹に 対 す る関心 が高 ま っ て お り，その 1 つ の 具備

す べ き 条 件 と して a一ア ミ ラ
ー

ゼ に 対す る グル コ ア ミ

ラ
ーゼ の 相対力価 が 高い こ とが 言 わ れ て お り，グ ル コ

ア ミ ラ
ーゼ 活性 の 強 い 麹菌 の 育種 も進 め られ て い

る ．16 ＞ し か し，こ れ ま で 見落 と し て い た α
一グ ル コ シ

ダーゼ を標 的 と した 育種 が 有効か も しれ な い ．

　清酒麹 は 通常 ， 蒸米 に 種麹を 敬 布 し て 製造す る．し

か し，生米を 用 い て も麹 を つ くれ る こ とは す で に 知ら

れ て お り，L7 ｝こ の こ とは A．oワzα6 が生 デ ソ プ ン を利用

する酵素を 生産 し て い る こ と を示 して い る，我 々 は ，

ク ロ
ー

二 γ グ した グ ル コ ア ミ ラ ーE 遺伝子 の 塩基配列

か ら A ，niger の グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ と高 い 相 同性 を もつ

こ と，生 デ ソ プ ソ を 分解す る た め に 必 要 な C一末端 ド

メ イ ソ を もつ こ と を 明 ら か に し た ．4）そ こ で ，生米 で

の 増殖 で は こ の 生 デ ン プ ソ 分解活性を持 っ た グ ル コ ア

ミ ラ
ーゼ が 誘導生産 さ れ る とい う想定 の 下 で ，生米 と

α 米 で 5g の ス ケ ール で 麹 の 試 験製造 を 行 っ た ，麹 の

酵素活性を 測定 した と こ ろ，予 想 に 反 して グ ル コ ア ミ

ラ
ーゼ 活性 は それ ほ ど高 くなか っ た が ，α

一グ ル コシ

ダ ーゼ 活性 が 約 2 倍 の 活性 を示 し た （Table　8）．こ の

抽出液を SDS −PAGE 電気泳動 に 供 した と こ ろ （data

nOt 　shewn ）グ ル コ ア ミ ラ
ー

ゼ の 65　kD の バ ソ ド と90一
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130kD の ス メ ア な パ ソ ドに は 変化 は 見られな か っ た

が ，108kD の 位置 に 生米 で の み 明瞭な ・ミ ン ドが 認 め

られた．こ の 位置は ， 精製酵素の 添加実験 で も α
一グ

ル コ シ ダー
ゼ の 位置に 完全 に

一
致す る こ とを 確認 して

い る．意外 な こ と に ，生米 で α
一グル コ シ ダーゼ が誘

導生産 されて い る こ とを示唆する結果 で あ っ た ．吟醸

麹で は ，杜氏 の 流儀に もよ るが一
般 に 非常に 硬 い 蒸米

で 製 麹 す る こ と が 多い ．蒸米 の 中心 に 白く蒸せ て い な

い 部分があ る もの も珍 し くな い ．今 回 の 実験で は まだ

不 十分 で あ る が，吟醸麹 の よ うな低精米歩合の 白米を

使用す る 清酒製造 で は ，α
一グ ル コ シ ダー

ゼ が こ れ ま

で 考 え られ て い た 以 上 に 重要 な 働きを し て い る の か も

しれない こ とを示唆 して い る．こ の よ うな点か ら，麹

中 の α
一一グル コ シ ダーゼ の 活性 測 定 は α

一ア ミ ラ
ー

ゼ や

グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ と同 様に 清 酒 製造 の 工 程管理の 上 で

重要 で あ る と思 わ れ る．

要 約

　1，全国 の 清酒製造場 （12場） の 麹 （吟醸 酒 用 ，普

通酒用）に つ い て ， α
一グル コ シ ダ ーゼ ，α

一ア ミ ラ ー

ゼ ，グ ル コ ア ミ ラ
ーゼ な どの 酵素活性 を 測定す る とと

もに ，製麹 条 件 との 関係 に つ い て 解析 し た ．

　 2，麹 中 の α
一グ ル コ シ ダ ーゼ 活 性 は グ ル コ ア ミ

ラーゼ ，α
一ア ミ ラ ーゼ ともに 正 の 相関が 認 め られ，

特 に 後者 との 間 に 高い 相関 を 示 した．

　 3．α
一ア ミ ラ

ーゼ は 精米歩合 と高 い 相関を示 し，吟

醸用麹 の よ うな低精米歩合 の もの で は 活性 が 著 し く低

くな る の に 対 し，α
一グ ル コ シ ダ ーゼ の 活性低下 は 顕

著 で は な か っ た．こ の こ とは ， 普通麹に 比 して 吟 醸 麹

で a一グ ル コ シ ダ ーゼ の 相対的活性が高くな る こ とか

ら，吟醸 酒 製造 で は α
一グ ル コ シ ダーゼ が 重要な働 き

を して い る こ とが考 え られ た ．

　4．精製 した α
一グ ル コ シ ダ ーゼ を 用 い た 麹抽出液

添加実験 か ら， α
一グ ル コ シ ダーゼ が グ ル ＝ 一ス 生 成

に 寄与 して い る こ とを 示 した ，

　 5．精製 α
一グ ル コ シ ダー

ゼ 単独 で は ，デ ン プ ン か

ら グ ル コ ース の 生成 は 認 め られなか っ た が ， α
一ア ミ

ラ
ーゼ と の 共存下 で は グ ル コ ース 生成が認 め られ た ．

　6．通常 の 麹中 の 存在量 か ら α
一グ ル コ シ ダーゼ の

グ ル コ ース 生成活性 は t グル コ ア ミ ラ ーゼ 活 性 と して

測定 され る値 の 10〜20％程度 と推定 され ， 清酒醪中で

の 糖化工 程 で も無視で きな い 働 きを し て い る と考えら

れた ，

　最 後 に ，麹，生成酒試料 を お 送 り頂 い た 全国の 酒造 場 の 皆様，
精製 α

一ア ミ ラ
ーゼ 標 品を供与 して 頂 い た 大阪 大学蛋 白研究所の

戸田弘子博士 に 感謝い た します．
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