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　　Vltamin　C　 was 　detected　in　 rice一吻 ゴ containing 　As♪crgillus　 or］zae 　transfbmlants 　remarkably

express 血 g　E ∬ hericゐia‘oli　p−glucuronidase（GUS ）．　 It　was 　f6und　that 　trans 旧orrnants 　pDssessing　GUS
activity 　are 　able 　to　biosynthe8ize　vitamin 　C 　following　ceU 　growth ，　 It　is　considered 　that 　glyco−

saminoglycan ，　 etc．　derived　from ∠L　eryzae 　mycelium 　components 　are 　converted 　to　D
−glucuronic

acid 　by　endogenous 　GUS ，　and 五nally 　vitamin 　G　is　biosynthesized　iぬ t貶e 煙 ．　 We 　selected 　FAO 　60　as

apractica 工」．　o叩 α6　having　GUS 　activity ，　and 　dctected　v 三tamln 　C 　in　the　ke戸（388 μgvita狙 iロ C ／g 砺の．

Small−scale 　sake 　brewing　was 　carried 。 ut 　us 血 g　FAO 　60 砌 1．　 As 　the 轍   1n　C　c。ntent 　was 　not

increased，　and 　decreased　during　fermentation，　it　is　considered 　that　vltamin 　C　derlved　from　the 切 ゴ

i呂 extracted 　in　the　sake ．　 Using　this　method ，
　sake 　was 　made 　containing 　40 μg！ml 　vitamin 　C ，　 at

which 　level　there　was 　no 　ef 「ect 　on 　sensory 　evaluation ・

［Key 　words ； vitamin 　C ，β一glucurenidase，　Aspergiilus　or7iae ，　rice一煙 ピ・sake ］

　ビ タ ミ ソ C は ，動物 の 結合組織 ， 特に コ ラーゲ ソ

の 生成 と維持，生体異物 の 代謝 ， 免疫増 強 作 用 な どを

促進す る働 きが あ る．ヒ トお よび 霊 長類，モ ル モ ッ ト

で は ，
ビ タ ミ ン C 生合成 の 最終段階 の 酵素 で あ る L一

グ Pt ノ ー
γ
一ラ ク ト ソ オ キ シ ダーゼ が 欠損 して い るteめ ，

食物 か ら摂取 し なけれ ば な らず，ビ タ ミ ン C 欠乏症

は 壊 血病と して知られ て い る．また喫煙，ス ト レ ス に

よ り血中濃度が低下す る こ とか ら付加所要量 の 摂取も

推 奨 さ れ て い る．ビ タ ミ ン C は 食品 の 栄養強化剤と

して の 用 途 の 他，ビ タ ミ ン C の もつ 還元力を利用 し

て食品 成分 の 酸化 に よ る変色防止 ， ワ イ ソ の 酸化防止

（酒税法上 200 μg／ml 以 下），ビール の 混濁防止など広

範囲に 利用 され て い るが ， 現在，清酒 の 場合，添加 は

認め られ て い ない ．清酒中の ビ タ ミ ン C 含量に つ い

て は ，検出隈界 に 近 い 程 度の 0．5〜0 ．8 μg／m1 とい う報

＊

連絡先， C 。 rresponding 　auth 。 r．

告η が あ る，

　一
方，Ozeki ら の 報告ユ〕で は ，遺伝子組換え技術 に

よ り，大腸菌 の β
一グ ル ク ロ ニ ダ ーゼ （GUS ）遺伝子 を

レ ポ ータ ー遺 伝子 と し，AsPergillus　orJ＝ae あ る い は

Aspergitlus　nigcr の 新規 の プ ロ モ ーター領域 を 組み 込 ん

だ，GUS を 高生産す る A ．　o 脳 α 8 の 形質転換麹菌 を 育

種 して お り，
こ の GUS が ビ タ ミ ソ C 生 合 成 経 路 （Fig ．

1）に 存在す る こ とに 注目 した ，

　現行 の ビ タ ミ ン C の 工 業的生産は ， 合成 と発酵法

を組合 わ せ て 行わ れ て い るた め，こ の 工 業的 プ ロ セ ス

を 広範 に 生物反応に 置 き換 え る研究が な され て い る

が ，微 生 物に よ る ビ タ ミ ソ C 生成 の 報告 は 少な い ．

麹菌 は 各 種酵素系に 富む が ，ビ タ ミ ン G の 生合成 に

つ い て は A ．niger で の 報告3）があり，
　A ．　or

コ
xae で の 報告

は な い ．他 の 微生物で は PeniciUum，4）酵母，5・s）キ ノ ゴ ）

で の 報告があ る．

　 本研究は ， 麹菌が生産す る ビ タ ミ ン C に よ り，抗
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Fig．1．　 Metabolic　 pathway　 of　 vitamin 　 C ．　 a
　X −glu−

　　curonide 　represents 　hemicdlulose　derived　from　the

　　 r圭ce
，
　 and 　glycosaminoglycan，　 etc ．　der玉ved 　fro珥 五．

　　 oryeae 　mycelium 　cornponents 、

酸化能や 生 理 活性機能な どの 有用 な機能性 を 付与 され

た 清酒 の 開発を 目的とし て，先 に 述べ た GUS 高生産

組換え麹菌 の ビ タ ミ ン C 生合成能を検討 した ．さ ら

に ピ タ ミ ソ C を 生合成す る実用麹菌 の ス ク リ
t
−一ニ ン

グを 行 い ，清酒 へ の利用 に つ い て 検討した．

実　験 方 法

　供試菌株　　A ．arvzae 形質転換麹菌 は ，　 A ，塵 6r 由来

の プ ロ モ ー
タ
ー
領域が 入 っ た GUS 高生産麹菌 （No ．8

AN 　Pro −GUS ）と ，　 A ．　erPtxae 由来 の プ ロ モ ー
タ
ー
領域 が

入 っ た GUS 高生産 麹菌 （N ・．9AO 　Pr・
−GUS ）と して

そ れ ぞれ 育種 した菌株を 用 い た．ま た，実用麹菌は 当

社保存 （FAO 株，166株）の A ．　oワz σ6 麹菌 を使用 した ．

　麹 の 調製 　 α 米 か ら の 製 麹 は 原 ら の 方法 8）に 従

い ， 3　ml の 滅菌製麹水 （O．5％　KH2POa と 1％ NaNO5

の 1 ：1 混 液） に 胞 子 を 懸濁 さ せ （10fi／rni），こ れ を α 米

10g （95°C ，2 時間殺菌乾燥） に 添 加 し，均一に 吸 収

させ て 行 っ た．30 °C 一
定 で 静置 し 20時間後 に 滅菌 ス

パ ーテ ル で撹拌 し ， 48時間で 出麹と した，蒸米 か らの

製麹は 蒸米 を 放冷後種麹を 散布 し ， 恒温恒 湿器

（TABAI 　ESPEG   SH・220）中 に 32°C で 引 込 み

（RH95 ％ ，
24時間），以後 35°（】 （RH90 ％ ，

12時間），

38 °C （RH85 ％ ，
12時間） と品温を上 昇させ 弼 時間培

養して 出麹とした ．また，一
部対照 と して 当社工 場 で

機械製麹 した 麹を 用 い た ，

　麹菌体量 の 測定　　藤井 ら の 報告
9）に 従 っ て ，市販

の 酵素剤 Yatalase （宝酒造）
101 ユ1）を用 い て 測定 した．

　 GUS 活性測定　　麹 を 液体窒素存在下 の 乳鉢 で 粉

砕 後 ，10mM 　EDTA
，
　O．1％ Triton　X −100，0．1％ Sar・

kesyl，10　mM 　p−mercaptoethanol を 含む 50　mM リ ン 酸

緩衝液 （pH 　7．O）に 懸 濁 後，氷 上 で 30分 間静置 し，菌

体内酵素を抽出 した．こ の 粗酵素液に つ い て Jefferson
ら の 方法

12）に 従 い ，p−nitrophenylglucuronide を 基 質

と し て GUS 活性 を 測 定 した．こ こ で 1 分間 に 1nmo1

の p−nit 。 rephen 。1を 遊離す る GUS 活性 を 1Unit とし

た ．

　GUS 活性を持 っ 麹菌の ス ク リ
ー

＝ ン ゲ　 0．005％

の 5−bromo4 −chlero ・3−indolyl一β一D ・glucuronideを 含 む

Czapek−Dox プ レ ー
ト （3％ Glucose，　O．3％ NaNO3 ，

0．2％ KC1，0，1％ KH2PO4 ，0．05％ MgSo ，
・7H20 ，

O．OO2So（　FeSO4 ・5H20 ，1．5％ Agar）で 培養 し （3e °C
，数

日間），生育 t’tPt い 菌体が青色 に 発色す る麹菌を ス ク

リー
ニ ン グ した ．

　 ビ タ ミ ン C 定量法　 麹 に つ い て は ，O．5％ NaCl

を含む O．01　M 酢酸緩衝液（pH 　5．0）を 2．5倍量加え て 室

温 で 3 時間抽出後 ろ過 し，10％ メ タ リ ン 酸溶液を等量

加え た もの を 測定 に 用 い た ．測定法 は ヒ ド ラ ジ ン

法 ，

1s）酵素法 （ベ ー
リ ソ ガ

ー・マ ン ハイ ム   ， レ ア ス

コ ル ビ ン 酸測定 キ ッ ト （F−Kit・409677 ）），イ γ ド ブ ＝

ノ ール 法 1り を検討 した ．ヒ ドラ ジ ソ 法 で は ，還 元 型

ビ タ ミ ソ G を酸化型 ビ タ ミ ン G に 変換 して 総 ビ タ ミ

ン C を 定量 し，酵素法 で は ，酸化型 を 還 元 型 に 変換

して 総 ビ タ ミ ソ C を定量 した．単位 は麹 1g 中 の 総 ビ

タ ミ ソ G 量 と し た ，清酒 に つ い て は ，
10％ メ タ リ ン

酸溶液を等量加 え て 同様 に 測定 し ，単位 は 清酒 1　 rnl

中 の 総 ビ タ ミ ン C 量 と した ．ヒ ドラ ジ ン 法 の 検 出限

界は 50 μg〆g麹，2G μg〆ml 清酒 で あ る．

　 ビ タ ミ ン c 代謝関連酵素 の 活 性測定　 Dcxtrin・

Peptone 培 地 （2％ Dextrin，1％ PDIypepton，0．5％

KH2Pq ，0．1％ NaNO3 ，0．05％ MgSOI ・7H20 ） で

30°C ，3 日 間 液体培 養 した 麹菌体，あ る い は 麹 か ら の

抽 出 は GUS 活性 と 同 様 に し て 行っ た ．抽出液は 20

mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．O）中 で 1 晩透析 し，分 画分

N 工工
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Table　 1． GUS 　activity 血 吻 ガand 　vitamin 　C　contgnts 　in　sake 　and 砌 ガ．

Sake κげ

Rice一砌 ∫
　 　 　 　 　 　 AICQhol
Sake　meter
　　　　　　　（％）

Solub丑itya　Vitamin 　C

　（％）　　　（μ9／ml ）
bVitamin

　C　 　 　 GUS

（μ9！9 κ曜）
b
　〔Utmg 　pretein）

c

ControlNo

．9AO 　Pro−GUS −2

No ．8AN 　Pro−GUS −1

No ．8AN 　Pre−GUS −2

No ．8AN 　Pro−GUS −3

　 4．5
− 1．1
− 3．3
− 3，0
− 0．i

18．217

．817

．617

．618

．0

76．577

．377

．477

．277

．8

　 ON

．D ．d

　 47N

．D ．

　 26

　 ON

．D ．

330N

．D ．

183

　 　 04700230001100014000

　
aNagatani

　et　al．16）

　
bS 藍gni且cant 　at　levels　Qf 　20 μ9！mi　sake 　or 　50 μ9／9 んげど．

　
cU

，
　n 　mol ！min ．

　Asake 　mash 　composed 　of　rice 　32　g，　kOfi　8　g （20％），　and 　water 　56　ml 　was 　fermented　for　17dat 　15°C ．

　R 廴ce一砌 ゴ： Gontro1
，
　A ．　o ワ zae 　transf ｛》rmant （argB 　complemcntation ）；No．9　AO 　Pro・GUS ，A．　or］gae 　trans・

formant　containing 　the　prom 。ter　regi 。n 　derivcd　from　thc ∠．　o脚 8　gen。 me ；No ．8AN 　Pr。
−GUS ，　A ．　o脚 8

transformant 　containing 　the 　promoter　region 　derived　f止om 　the 且．　 niger 　genome ．

　
dN ．D ．，Not　detected（Sake，〈 20μg〆ml 　sake ；κげ，く50 μg！g 切の．

子ts　1 万 の 限外ろ過 （ク ラ ボ ウ
，

セ ン ト リ カ
ッ

ト U −

10）を行 っ た 濃縮液に つ い て，Chatterjeeの 方法 15＞に

よ り，グ ル ク ロ ソ 酸 お よび L一グ ル ク ロ ノ ラ ク ト ソ か

ら ビ タ ミ ン G を 生成す る 活性 を 測定 し た ．こ こ で 乾

燥菌体 lg が 1 分間 に 1ng の ビ タ ミ ソ C を生成す る

活性 を 1　Unit とした．

　清酒成分分析　　ア ル コ ール 濃度は ガ ス ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー （日立 063型〉に よ り測 定 した ．酸度 ，

ア ミ

ノ 酸度 お よ び 日本酒度 は 国税庁所定分析法
16＞に 従 っ

た．米の 溶解率は 日 本酒度 と ア ル コ
ー

ル 濃度，そ し て

投 入 した 米 ， 麹お よび 水の 量 か ら算出 した ．の

実験結果 お よ び考察

　GUS 高生産形質転換麹菌　　GUS 高生産形質転換

麹菌を 用 い て 麹 を 調製して ， 総米 40g ，麹歩合 20％ ，

汲水歩合 140％の清酒醸造 を 行 っ た．GUS の 基質と 成

り得 る グ ル ク ロ ン 酸 の 配糖体 と して は，ビ ア ル ロ ソ 酸，

ム コ 多糖 な ど の 菌体内細胞質間成分が 製麹中に ，あ る

い は 米成分由来 の ヘ ミ セ ル ロ
ー

ス 画分が 製麹中 お よ び

発酵中に 関与す る こ とが 考 えられ る．そ こ で 製麹後 の

GUS 活 性 と，麹 中 お よび 清 酒 中 の ビ タ ミ ン C 含 量 を

測定 し，合わ せ て発酵中に 米 の ヘ ミ セ ル P 一ス 分解が

促進 され，米 の 溶解率が上昇す る か を調 べ ，結果を

Table　1に 示 した ．

　GUS 活性 に 対応 し て清酒中に ビ タ ミ ン C が認め ら

れ ， 高 い もの で 50 μg／ml 程度検出され た ．麹中 の ビ

タ ミ ン C 含量 は ，生成酒 の ビ タ ミ ソ G 含量 が 高 い も

の ほ ど高 い 数値を示 した ．こ の こ とか ら ビ タ ミ ン C

は 麹由来 で あ り， 菌体内細胞質問成分あ る い は米成分

か ら生 成され る と考え られ る．また ，経験的 に GUS

は 溶出 しや す く，麹 中 の GUS 活性 があ る もの は発酵

中に 米 の ヘ ミセ ル ロ ース 分解を促進 し て い る と考え ら

れ るが ，米の 溶解率 は ， ほ とん ど上昇 しなか っ た．

　定量法の 検討　　ビ タ ミ ン C 以外 の 定量 へ の 影響

物質 を検討す る た め に ，定 量 法 の 違 い に よ る比 較を 行

っ た （Table　2）．麹 に つ い て は ，
ア ス コ ル ビ ソ 酸オ キ

シ ダー
ゼ を 用 い る酵素法 と，ヒ ドラ ジ ソ 法 とで 定量値

が ほ ぼ一
致 し た ．こ の こ とか ら，ビ タ ミ ソ G 以外 で

同様 に 還元力を有す る 夾雑物に よ る影響 は な く，
ビ タ

ミ ン C が定量 され て お り，麹中に ビ タ ミ ン G が生成

され て い る こ とが確認 で きた ．イ ン F7 エ ノ
ー

ル 法 で

Table　 2．　Vita皿 in　G　contents 　in　kOfi　mcasured 　by

　　 various 　quant藍tative　methods ．

Vit  in　C （μ9！9　kOjt）
Rice一彫 　 　 　 　 　 AsA

　 　 　 　 　 　 　 　 　 DCPIcDNPt
　 　 　 　 oxidaseb

Contro1　　　　　　　　　　　　　 0

No ．8AN 　Pro・GUS ・1　 123

No ．8AN 　Pro・GUS ・3　 115

　 0100116 　 0176214

　
aDNP ，　D 正nitrophenyl 　hydrazine　method ．

　
bAsA

　oxidase ，　Ascorbic　acid 　oxidase 　method （Boeh一

虹nger 　Mannhekn，　F−Kit　409677）．

　
cDCPI

，
　Dichlorophenolhldophenol　method ．

　Rice一妙 ： C ・ ntrol ，　A・orl：ae　transformant （argB 　com
−

plementation）；No ．8AN 　Pro−GUS
，
　A 、　oワzas 　transform −

a 夏tcontaining 　the　promoter　region 　der三ved 　from　the　A ．
nige厂 genome 、
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Table　 3，　 Screening　 of 　practical　Asl）ergiUus 　 etyzae

　　 for　producible　vitamin 　C ・

Rice一んげ」
　 　 GUS

（U ／mg 　protein）

Vita皿 iロ C

（μ9／9 たqプの
a

FAO 　44FAO

　51FAQ

　60

0．110

．08G

．07

129196388

aS 量gni五cant 　at 　a 左2戸1evel　of 　50 μg／g たφガ，

は滴定終点が は っ き りしない うえ，夾雑物 の 影響で 他

の 方法 よ り高 い 値を示 し たと考えられ る ．清酒の 場合

も同様の 結果で あっ た ，そ こ で 以下，通常は ヒ ドラ ジ

ソ 法を用 い ，一
部酵素法 に よ り測定 した ．

　GUS 活性を持つ 実用麹菌の ス ク リーニ ン グ　　こ

れ ま で 述ぺ た 麹菌は 組換 え 体 の 規制があ り，実用的 で

は な い ．GUS 活性 の あ る実用麹菌で ビ タ ミ ン C が 検

出されれば組換え体 の 規制は な く，変異処理 で 活性を

上げ る こ と も可能で ある．そ こ で 実用麹菌 166 株に つ

い て ，青色を呈す る プ レ ー
ト ア ッ

セ イ に よ り GUS 活

性 を持つ 麹菌の ス ク リーユ ソ グ を 行い ，17株を 選択 し

た ．こ れらを用 い て 麹 を調製後，GUS 活性 と ビ タ ミ

ソ C を定量 し た ．一
例を Table　3 に 示 した ．

　 FAO 　60 の よ うな 麹菌体 の 生 育 も良 く ，
ビ タ ミ ソ C

生成量が高い もの が ス ク リーニ ン グで ぎた ，しか し，

p−nitrophenylglucur 。 nide を 基質とする GUS 活怪 と ビ

タ ミ ソ C 生成量 との 相関性 は 見 られ な か っ た ．GUS

は ア グ リ コ ソ に 対す る特異性 は 広 い が ， 酵素起源に ょ

っ て 相違があ る．ビ タ ミ ン C を生成す る 実用麹菌 は

ス ク リー ニ ン グ に 用 い た 基質 5−bromo −4−chloro −3−in−

dolyトβ・D ・glucuronide｝こ対 して ， 菌体 の 生育 に 伴 っ て

青色 を 呈す る GUS 活性 を 示 し た ．し か し，活性測定

に 用 い た 基 質 p一煎 rophenylglucuronide に 対 して ，形

質転換麹菌 の 大腸菌由来 の GUS は 高 い 特異性を示す

が，実用麹菌 の GUS は 特異性 が 低 い こ とも考え られ

る．こ の こ とは，AsPergilias属 は 基質特異性 の 異 な る

種 々 の GUS を生産す る とい う工藤 らの 報告
ls）か らも

推察 さ れ る．あ る い は ，組換え体の GUS が 発現 して

い る場所は 検討 し て い ない が 不 明で あ り，細胞質問成

分な ど の 基質が存在する ビ タ ミ ン C 合成 の 場 に ， 必

要量 の GUS 活性があれば よい こ とも推察さ れ る ，

　ビ タ ミン C 生成経路 の 推察 ．　 ビ タ ミ ン C 生成経

路 を推察す る た め ，グ ル ク ロ ン 酸か ら の ビ タ ミ ン C

生成量 と，ヒ ト で 欠損 して い る L一グ 卩 ノ ラ ク ト ソ オ

キ シ ダーゼ の 基質で ある L一グ P ノ ラ ク ト ソ か ら の ビ

タ ミ ン C 生成量を測定 した．Table　4 に 麹中の 菌体量

あ た りの ，ある い は 液体培養後 の 乾燥菌体量あた りの

ビ タ ミ ン C 生成量を 示 し た ．

　調べ た 範囲 内の 麹お よび 液体培養の 菌体 か ら抽出さ

れ た 粗酵素液 で は ，グ ル ク P ン 酸お よび L一グ 卩 ノ ラ

ク トン 両 者 か ら の ビ タ ミ ン C 生 成 が認 め られ た ．し

た が っ て ，麹菌は 両基質か ら の ビ タ ミ ン C 生合成能

力を持 ち ，こ の こ とか ら GUS 活性 を 合 わ せ持つ 麹菌

は ，ビ タ ミ ン C を 菌体 内で 生 合 成 で き る こ とが 推察

され る ．ま た，麹培養に よ る菌体量あた りの ビ タ ミ ン

C 生成量 と ， 液体培養 に よる乾燥菌体量あた りの ビ タ

ミ ソ G 生 成量 を 比 較 し た ．液体培養 よ りも，麹 培 養

Table　4．　 Vitamin 　G　productio エ1　from　n −glucuronic　acid 　and 　L −guleno−r−1actone　substrates ．

Vitamin 　G

Strain
Substrate D −Glucuronic　acid L−Gulono −r−1aCtone

Culture 1（＠
（u ／9）

a

Liquid
（U ／g）

b

κげ

（u19）
“

Liquid
（u ／9）b

ControlNo

．8AN 　Pro−GUS −1

FAO 　60

94023401830 N ，D ，じ

　26

　工3

“ oo5100364023040058

　
Eg ，　g　mycelium ，

　　Myceli司 weight 　in崢 was 　calculated 　at 　the 　rate 　of 　10　mg 　mycelium ／g 剛 ．
　

b
　g，gdry 　mycelium ．

　　CeUs　were 　grown　in　Dextrin−Peptone　medium 　for　3　d　at 　30 °C　with 　shaking 　at 　100　rpm ．

　　Mycelia　were 　colle α ed 　with 　a 　glass　mter　and 　used 　as 　samples ．

　　Wet 皿 ycelia　wa8 　dried　at　100° C　fbr　5　h．

　
cN ・D ・，　Net 　detected（く 1U ！g　dry　mycdium ）．
Strains： Control

，
　A ．　erJxae （Higuchi　moyashi ）；NQ ．8AN 　Pro −GUS ，　A．　 orJzae 　transformant 　producing

vitamin 　C ；FAO 　60，　a　practical ∠4、　oryxae 　producing 　vitam 三n 　C ．

N 工工
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Vitamin 　Ga

　 砺 ガ

（μ9／9 砌り

Moromi （μ9！ln1 ）

Brewing 　time （d）

Rice一切 ゴ 48 　 　 12　 　 14

0

ControlFAO

　60

　 0306 O　 　 　O　 　 　 O　 　 　 O

41　　 4e　　 40　　 4 工

Time （h）

Fig．2．　 Time 　 course 　 Df　 vitamin 　 G 　 content 　 in 切 ピ．

　　Symbols ： ・ ，vitamin 　C ； Q ，N −acetylgluc 。 samlne

　　（GlcNAc ）．　 Stra圭n ：No 、8AN 　Pro−GUS −1．　 Grown

　　myce ］ial　content 　in 吻ゴwas 　measured 　by　the 　Yata −

　 　 Iase　method ．9） The 　GlcNAc 　cDntent 　is　an 　index　of

　　 the 　myceli 滋 content 　in吻 f．

中で の 生成量 が両 基質 に お い て 高 い 値 を 示 した こ とか

ら，何 が起囲す るか は 不 明だ が，固体培養 で は ビ タ ミ

ン C 生合成酵素系が 誘導 され る こ とも推察され る．

　製麹期間中の 麹 の 麹菌菌体量 と ビ タ ミ ン C 含量 の

経時変化　　製麹 期 間 中の 麹の 麹菌菌体量 と ビ タ ミ ソ

C 含量 の 経時変化 を Fig．2 に示 した ．こ の他 の実用麹

菌 FAO 株，形質転換麹菌も同 じ傾向で あ り，菌体 の

増殖 に 伴 っ て ビ タ ミ ソ C を 生成 し，48時間以降は 増

加せ ず，72時間以降 は やや分解されて い た，また，表

示 しな い が ， 菌体外 の 基質が 利用 で きる か 検討す るた

め ，GUS 活性を示 さ ない argB を 相補 した 形質転換麹

菌 と実用 麹菌 （樋 口 もや し） お よ び GUS 活性を 示す

ND ．8AN 　Pro−GUS −1 と FAO 　60 の 製麹 の 際，　 D一グ ル

ク 卩 ン 酸 を 製麹水 に 添加 した 結果，GUS 活性 の 有無

に 関係な くす べ て の 麹菌 で ，
ビ タ ミ γ G の 増加 は 認

め られ な か っ た ．し か し，粉砕した 麹の 抽出液で は ，

GUS 活性を示 さない 実用麹菌を含むす べ て の 麹菌 で ，

D
一グ ル ク ロ ン 酸か ら の ビ タ ミ ン C 生 成が認 め られ た

こ とを 考 え 合 わ せ る と ， 製麹 中 の ビ タ ミ ン G の 生 合

成 は ， 米 の ヘ ミセ ル ロ ース 画 分 な どの 菌体外 の 基質が

　Asake 　mash 　composed 　of　rice 　320　g，
　kOfi　80　g （20％），

and 　water 　560 　ml 　was 　ferrnented　fc＞r　17dat 　15°C ．

　
aSignificant

　at　levels。f　50 μ9／9 妙 ・r　20 μ9〆ml 　sake ・

利用 され る の で は な く，麹菌の 増殖中 に 菌体内の 細胞

質間 成 分 を 利 用 して GUS が グ ル ク ロ ソ 酸を 生 成 し，

最終的に ビ タ ミ ソ C が合成され る もの と推察され る．

した が っ て，菌体の 増殖がほ とん ど終 了 す る 出麹時 に，

ビ タ ミ ン C が 最高 に 達す る もの と考 え られ る．

　醪期間中 の ビ タ ミ ン C 含量 の 変化　 　醪期間中 の

ビ タ ミ ン C 含量 の 経時変化を Table　5 に 示 した．仕込

み 初期 か ら麹 の ビ タ ミ ソ C が醪中に 移行 し ， 増加 も

分解 も な か っ た ．ま た 麹 1g 中 の ビ タ ミ ン C 含 量

306μg に仕込に 用 い た 量 100g をか け，生成酒 の 液量

770m1 で 割 っ た ，計算上算出され る 量 40 μg／ml と近

い 値 に な っ た ．こ の こ とか ら，醪期間中，米 由来 の ヘ

ミ セ ル ロ
ース などか らの ビ タ ミ ソ C 合成 は な い と考

え られ る ．また酵母 に よ る ビ タ ミ ン G の 取 り込 み や

分解 の 可 能性 は 低 い と考 え られ る．し た が っ て ，

FAQ 　60 で は ，製造 し た 麹を20％用 い る 清酒仕込 の 清

酒中 の ビ タ ミ ソ C 含量 が 40 μg／ml で ある こ とか ら ，

麹歩合 を 50％に 増加 させ た 場 合，100μg／mi の 醸造が

可能で あ る．

　仕込酒 の 一般 分析 と 官能評価　　ピ タ ミ ソ G 生 成

麹菌 ，FAO 　60 の 仕 込 酒 の
一

般 分析 ，官 能評価 を

Table　6 に 示 し た ．今回 の 仕 込 で 得られ た 清 酒は ，対

照，FAO 　60 と も酸度，ア ミ ノ 酸度が高 く，満足 の で

きる生 成 酒 と は 言 え な い ．また FAO 　60 の 酸性 カ ル ボ

Table　6．　Analysis　of 　fermented　sake ．

Rice一死q戸
SakemeterAlcohol

（％）

Acidity

（ヱnl ）

Amino
　 　 　 　 Vitamin 　C
acidity
　　　　　 （μ91ml）
（m1 ）

Sensory　evaluation ”5−point　method

F亘avor Quality

ControlFAO

　60

一1．4

　 2．8

17，718

，1

3．503

．70

2．002

．70

01　

4

3．03

．4

3，33

．5

a

　1，good〜5
，
　poor，

Score　peints　were 　expressed 　as　mean 　value 　of 　13　panellers
，
　point ．
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キ シ ペ プ チ ダーゼ （ACP ）活性 は ，対照 として 用 い た

機械製麹 の もの で 4334U ／g 麹に 対 して 8634U ！g麹 と

高 い 、こ の 高 い ACP 活性 に 起 因 して ，
　 FAO 　60 の 生

成酒 の ア ミ ノ 酸度 は ，対照に 比 べ て 高 くな り，さ ら に

官能評価に 影響を及 ぼ し た こ と も考 え られ る．こ の 点

は今後の課題で ある．しか し，表示 しない が 市販酒に

L一ア ス コ ル ビ ソ 酸を添加 し て 官能評価を行っ た と こ

ろ ，
100μg／ml ま で は 無添加 と差 は 認 め られ ず ，

こ の

程度の 含量 で は ，ビ タ ミ ソ G は 官能評価 を 低下 さ せ

る物質 で は ない と考えられ る、

　以上 の よ うに ，ス ク リ
ーニ ン グ して 得 られ た麹 菌 が

製麹 中に 生合成す る ビ タ ミ ソ C は ，分解もな く醪 中

へ 移行 し，麹歩合 20％の 仕込 み で 40　”g／ml の ビタ ミ

ン C を 含有す る清酒 が得 られ た ．こ の こ とか ら，ビ

タ ミ ン C 生成麹菌 は 清酒へ の 利用 が 可 能 で ，付与 さ

れた ビ タ ミ ン C の もつ 有用 な機能性が期待され る．

今後 は，抗酸化能などに つ い て の 検討と， さ らに 安定

した 製麹，よ り官能評価 の 高 い 清酒 仕 込 に つ い て 検討

す る．

要 約

　β
一グ ル ク P ニ ダーゼ （GUS ）活性をもつ 麹菌 は 菌体

の 増殖 に 伴 っ て ビ タ ミ ソ C を 生 合 成する 能力 を 持 つ

こ と が判 っ た ．こ れ は ，GUS に よ っ て ，基質とな り

得る ヒ ア ル 卩 ン 酸や ム コ 多糖な どの 菌体内細胞質間成

分 か ら グ ル ク 卩 ン 酸 を 生成 し，最終的 に ビ タ ミ ン C

が 合成 され る と考え られ る．実用麹菌 で GUS 活性 を

もつ 麹菌 を ス ク リーニ ソ グ し，ビ タ ミ ン G の 生 成 に

つ い て 検討 した 結果 ，
FAO 　6   がす ぐれ ，麹 lg あた り

388μg の ビ タ ミ ン C を 生成 し た．FAO 　60 を用 い て 麹

を 調製して 清酒醸造 を 行 っ た 結果，醪期間中，増加す

る こ と も分解 さ れ る こ と もな く，麹由来 の ビ タ ミ ソ G

が 清酒中へ 移行す る こ とが 判 っ た．こ の 仕込 で 官能評

価 に 影響を及ぼ さな い 範囲 の ビ タ ミ ソ C を eo　”g／

m1 含む清酒が 得 られ た ．
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