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　　Adsorption 　 of α 一
名 mylase ，　 glucoa 皿 ylase ，　transglucosidase ，　acid 　proteasep 　and 　 acid

carboxypeptidase ，
　 enzymes 　involved　in　sakg 　fermentation ，　onto 　pulverized　white 　rice

and 　 other 　 cereal 　 flours　 was 　 exa 皿 ined．

　　 Most 　of　the α
一amylase 　and 　 ac 董d　protease 　 and 　half　of 　the 　 acid 　 carboxypeptidase

alld 　 glucoamy 且ase 　 were 　 adsorbed 　 onto 　 pulverized　 white 　 rice ，　 but　 transglucosidase

was 　not ．　 While　a −amylase 　was 　adsorbed 　o 耐 o　pulverized　 white 　 rice 　and 　 wheat 　flour，
it　 was 　 not 　 adsorbed 　 onto 　 starches 　from　white 　rice ，

　 wheat ，
　and 　 potato　or　onto 　 buck幽

wheat 　 flour．

　　 Pulverized　white 　rice 　from 　which 　albumi11 ，
　 globulin　and 　prolamin 　but　not

oryzenin 　 had　been　 removed 　 adsorbed α
一
amylase ，　 but 　 that　 from 　 which 　 all　 proteins

had　 heen　 removed 　 did　 not ．

　　These 　 results 　 suggested 　that α 一amylase 　was 　adsorbed 　 o皿 to　the　 pulverized　white

rice 　through 　some 　of 　the 　protein 　in　the　 rice ，　 especially 　 o ：yzenin ．

　前報
1F2 ｝

に お い て ，白米粉に対する α 一
ア ミラーゼ の

吸 着 を し らべ ，α 一
ア ミ ラ

ーゼ は 白米粉 に よ く吸着 さ れ

る こ とを認め，さ ら に白米か ら粉砕 に よ り生ず る粉末

の 粒度区分お よ び 白米 の 品種の 跫い に よ っ て ， α 一
ア

ミ ラーゼ の 吸着率 に 差 の 生ず る こ とを報告 した．

　本報 で は清酒醸造 に 関連す る主要酵素 ， す な わ ち

α
一
ア ミ ラーゼ ，グル コ ア ミ ラー一

ぜ ，　 トラ ン ス グル コ

シ ダーゼ，酸性プ ロ テ ア
ーゼ お よび カ ル ボ キ シ ペ プチ

ダーゼ の 白米粉 へ の 吸着と α 一ア ミラーゼ の 各種デ ン

プ ン へ の 吸 着を し らべ た．そ の 結果 ， α
一
ア ミ ラーゼ

は 白米粉 に 吸着す る が，デ ン プ ン に は吸着しな い こ と

を見出 した．自米粉に は α
一
ア ミラーゼ や 酸性プ ロ テ

ァ ーゼ も吸着 したo

　a 一
ア ミラーゼ や 酸性 プ ロ テ アーゼ が 白米粉に 吸着

す るの は，米タ ン パ ク質を介して行われ る可能性が強

＊
清酒 もろ み に お け る蒸 し米 の 溶解機構 （第 5報 ）

　 Mechanism 　of　rice　diges±ion　in　 sak 彡 morami −

　 mash （V）
＊＊

現在，関東信越国税局鑑定官室

い の で ， 白米粉 の 脱タ ンパ クに よ っ て 得た脱タ ン パ ク

米粉 カ ラ ム を 用い て ，α
一
ア ミ ラーゼ と 酸性プロ テ ア

ーゼ の 吸着を検討 した・そ の 結果 ， α
一
ア ミ ラ

ーゼ の

白米粉へ の 吸着は ， 白米 タ ン パ ク質とくにオ リゼ ニ ン

が 関与 して い る と推 測 した．

実　験 　方　法

　使用酵素　　米麹粗酵素 は 常法 に よ っ て 製麹 し た

AsPergilgus　oryzae の 米麹 か ら O．5 ％食塩 を 含む 20

mM 酢酸緩衝液 （pH 　5．　O）で 抽出し， さ らに ア ル コ

ール 沈 で ん を 行 っ た の ち ， 減圧乾燥した．米麹 1kg

か ら 2．6g の 粗酵素 を得 た。こ の 粗酵素を 使用時 1 ％

溶液と した・1 ％ 粗酵素液の 各種酵素力価は Table 　1

の とおりで あ る．

　 こ れ ら の 粗酵素に対す る比較 の た め ， 結晶 ま た は 精

製酵素と して次の もの を用 い た，α 一ア ミラ ーゼ は A ．

orPtxae 起源 の 結晶 （タ カ ア ミラーゼ A ）を 用 い た，

グル コ ア ミ ラ
ーゼ は RizePUS 　niveUS 起源 の 結晶 （生
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Table　1．　 Activities　of　crude 　 enzymes 　 extracted

　　from　 rice 一距0ガ．

Enzyme ActiVity （units ／ml ）

a −Amylase

Glucoamylase
Transglucosidase

Acid　protease

Acid 　carbOxypeptidase

2150

　 8011375592813000

Crude　enzyme 　was 　prePared 　by　lyophilizing

rice 一加 ゴ∫extract ，2．6g 　ef　cτロde　enzyme 　being

obtained 　from 　l　kg 　 of 　rice −々 oガ，
　and 　this 　was

used 　in　1 ％ 　solution 　for　assay ・

化学工 業社製）を 用 い た・酸性 プロ テ アーゼ 1）
は A ・

o が 2仞 起源 の 酵素剤 よ り精製して 用 い た， トラ ン ス

グル コ シ ダーゼ
4〕

お よ び酸 性 カル ボ キ シ ペ プチ ダー

ゼ
5，

は A ．ory2ae の 米麹か ら精製 して使用 した．

　酵素吸着体 　　白米粉 は昭 和 53年埼玉 県産 の 日本晴

（精米歩合 75％ ）30g を 穀粒粉砕器 ⇔ リオ ブ レ ン ダ

ー TR −BL ） に とり，18，　OOO　rpm ， 3 分聞粉砕を行い，

粒度区分60〜100 メ ッ
シ ュ の 粉末を 用 い た．白玉 粉，

そ ば粉 ， 小麦粉および とうもろ こ し粉は市販品を 用 い

た．米 デ ン プ ン は 白米粉を常法
S｝

に よ っ て 脱 タ ン パ ク

し，さ ら に精製 し た もの を使用 し た・小 麦，と う もろ

こ し ， じ ゃ が い もおよ び さつ まい もの 各デ ン プ ン は ，

和光純薬工業  の 試薬 を 使用した．

　脱 タン パ ク米粉 カ ラ ム の 調 整　 内径 1．1cm の カ

ラ ム 内 に 約 1cm の 海砂 の層をつ くり，そ の 上 に 白米

粉 （ソ ッ ク ス レ ー脂 肪抽出器で 脱脂 した もの，30〜60

メ ッ シ ュ ） 2g と セ ライ ト545 を 3g お よ び 海砂 10　g

とをよ く混合した もの を詰め ， そ の 上 に 約 1cm の 海

砂層 を重 ね た． こ の カ ラ ム 中 の 米粉 タ ン パ ク を Maes

抽出法
7，

に 準 じて 脱 タ ン パ ク した．

　 カ ラ ム 1 は蒸留水で ア ル ブ ミン を除去 した もの で あ

る．カ ラ ム 2 は 蒸留水で ア ル ブ ミ ン を 除去 した あ と，

10％食塩水で グロ プ リ ン を除去 し た もの で あ る・カ ラ

ム 3 は カ ラム 2 と同じ操作 に よ っ て ア ル ブ ミ ン と グロ

ブ リン を除い た あ と，60％ エ タ ノ ール を 流 し，プ ロ ラ

ミ ン まで除去し た もの で ある．カ ラ ム 4 は カ ラム 3 と

同 じ操作を した の ち，さ らに 0．1 ％ KOH 溶液と 0．5

％ KOH 溶液を 用い て オ リゼ ニ ン まで 除去 した カ ラ ム

で ある．各タ ンパ クの 溶出はニ ン ヒ ド リン 反応陰性に

な る まで 行 っ た．

　 酵素 の 吸着　　白米粉等 の 各種穀粒粉 お よ び デ ン プ

ン 19 に種 々 の 力価 の 酵素を含 ん だ 20mM 乳酸級衝

液 （pH 　4．0） 5ml を加え ， か くは ん 後 5 ℃ で
一夜放

置したあと，遠心分離 （3，　OOO 叩 mt 　 15　min ） に よ っ

て 得 た 上澄液 の 酵素活性を 測定した．

　脱タ ン パ ク米粉力 ラ ム へ の 酵素の吸着および 溶出

　あらか じ め 20mM 乳酸緩衝液 （pH 　4．0）で 平衡化

した 脱 タ ンパ ク米粉 カ ラ ム （カ ラ ム 1 〜4 ） に種々 の

力価の 酵素液 O．5ml を添加 し，同緩衝液を 流下させ

た．吸着した 酵素は 1MNaCl を含ん だ pH 　5．e，20

mM 酢酸緩衝液 （以下 1M 食塩水 と略す）で 溶出し

た．

　分析法 お よび 活性衷示法　 　α
一
ア ミ ラーゼ お よ び

酸 性 プ ロ テ ア
ーゼ は 国税庁所定分析法注解の 方法

・

 

グル コ ア ミ ラーゼ
9｝

お よ び トラ ン ス グル コ シ ダーゼ 10j

は岩野らの 方法， 酸性 カル ボキ シ ペ プチ ダーゼ は中台

ら
m

の 方法に 準 じて 測定した．

　活性の 表示は 次 の とおりとした．a 一
ア ミラーゼ は

可溶性 デ ン プ ン を 基質 と して ， 40℃ ， 30分間反応 させ

た Wohlge皿 uth 価で表示した・グル コ ア ミラーゼ は

可溶性 デ ン プ ン を 基質と して ，40℃ ， 60 分間 に 1m9

の グル コ ース を 生成す る活性 を 1 単位 と した．トラ ン

ス グル コ シ ダーゼ は α
一
メ チ ル ーD 一グル コ シ ドを 基質

として ，40℃，60分間に 1 μg の グル コ ース を生成す

る活性を 1単位と した・酸性プ ロ テ アーゼ は カ ゼ イ ン

を 基質 として ，38℃ ，60分間に 1μg の チ ロ シ ン を生

成す る活性 を 1単位 とした．酸性 カル ボキ シ ペ プチ ダ

ーゼ は N −
carbobenzoxy

−L−glutamyltyrosine を 基

質と して，30℃ ， 6G分間 に 1μg の チ ロ シ ン を生成す

る活性を 1単位と した．

実 験 結果 お よ び 考察

　各種酵素 の 自米粉へ の 吸着　　清酒醸造に 関与す る

主要酵素 （a
一
ア ミ ラーゼ ， グル コ ア ミラーゼ ，　 トラ

ン ス グル コ シ ダーゼ ，酸性プロ テ ア
ーゼ お よ び酸性カ

ル ボ キ シ ペ プ チ ダ
ー

ゼ ） の 自米粉へ の 吸着を米麹酵素

と純粋酵素を 用い て しらべ た。

　米麹粗酵素お よび 純粋酵素を 用 い た 場合 の 結果を

Table　2 に 示 した・酵素の 吸着は白米粉29 に 対して ，

米麹粗酵素の 1 ％ 溶液 0．5m1 を 含 ん だ 緩衝液 10　ml

を加え，5 ℃ で
一一夜放置して 行 っ た・

　粗酵素液申 の α
一
ア ミラーゼ お よび 酸性 プ ロ テ ア ー

ゼ は 吸 着 率83％ と92％ で よ く吸着 され たが ，ト ラ ン ス
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Table 　2．　 Adsorption　of　 enzymes 　onto 　rice　flour．

Crude　enzyme Purified　 enzyme

Enzy皿 e Beforeadsorption

（units ／ml ）

Adsorption
rate

　　（％ ）

Before　　　　Adsorption
adsorption 　　「ate

（units ／ml ）　　　　　　　（％ ）

α
一Amylase

G 監ucoamylase

Transglucosidase
Acid　 protease

Acid　 carboxypeptidase

992945222536お

4109152

8816241169365 8725

　010083

To 　 2　g　 of 　 rice　 flour （60〜100　mesh ） was 　 added 　 10　ml 　 of 　 20　mM 　 lactate

buffer（4．　O） containing 　 the　 crude 　 enzy 皿 e　 prepared　 from 　 rice −koji　 ex −

tract　or 　the　purified　 enzy 斑 e ，
　 and 　the 　 suspension 　 was 皿 藍xed 　 thoroughly

and 　left　to　 stand 　 at 　5 ℃ ovemigllt ．

The 　suspension 　was 　 cen †rifuged （3，000　rpm ， 15　min ）and 　enzyme 　activity

in　the　 supematant 　was 　 measured ．

グル コ シ ダーゼ は全 く吸着 され な か っ た．グル コ ア ミ

ラーゼ の 吸着率は41％ ， 酸性 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダーゼ

の 吸着率は 52％ で あ っ た．

　純粋酵素の 吸着 は 白米 粉 1g に 対 して ，純粋酵素を

単独 に含ん だ 緩衝液 5　ml を 加え ， 5 ℃ で
一

夜放置

して 行 っ た・

　結晶 α 一ア ミ ラーゼ と精製酸性プ ロ テ アーゼ は 米麹

粗酵素の場合と同様 に よ く吸着 された．精製 トラ ン ス

グル コ シ ダーぜ も米麹粗酵素と同様に 全 く吸着され な

か っ た．

　精製酸性カル ボ キ シ ペ プチ ダーゼ は米麹粗酵素 の 場

合 と異なり，吸着率が よ く83％で あ っ た，こ の よ う な

差が 生 じた こ とは，米麹の 酸性 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダー

ゼ に は 数種あり今回の 精製酵素は とくに吸着性 の 高 い

酵素で あ っ た の か，粗酵素液の よ うに他 の 酵素と共存

する場合吸着率が低下す るの か ， これ ら に つ い て は 今

後さら に検討を加えなけれ ば な らな い・

　 結晶グル コ ア ミラ ーゼ は米麹粗酵素の 場合 と同様 に

吸着率が 低か っ た・三 吉 ら
ISj

は A ．　niger 起源の グル

コ ァ ミ ラ
ーゼ が蒸し米 に 吸着 さ れ るが，A ．　 oryzae 起

源 の グル コ ア ミ ラーゼ に は吸着性 を 認 め て い な い ．こ

れ らの こ と か ら も， 米麹粗酵素液中の グル コ ア ミ ラー

ゼ の 吸着は強 い とは 考えられな い．

　 a 一ア ミ ラーゼ の 各種穀粒粉 へ の 吸着　　結 晶 α
一
ア

ミラーゼ 100　units ／ml を含 ん だ 緩衝液 に 各種穀粒粉

を 加 え，α
一
ア ミ ラ

ーゼ 吸着性 の 跫 い を しらべ た・そ

の 結果を Table　3 に示 した．

　 穀粒粉 の α
一
ア ミ ラーゼ 吸着能は ， そ の 種類 に よ っ

Table　3．　 Adsorption　of 　 Taka−amYlase 　 A　 onto

　 　variOUS 　cereal 　flours．

Flour Adsorptien　rate （％）

White　 rice

Shiratamake

Wheat ＊

Buckwheat

Corn

2740598813

The 　enzy 皿 e　 activity 　 before　 adsorption 　was

100units ／ml ．
＊ Treated 　 with 　hot　 ethano1 ．

て 異な っ た・白米粉 ・ 白玉 粉 お よ び 小 麦粉 の 吸着率 は

84〜92％と高 く， そ ば粉や と うもろ こ し粉の 吸着率は

10％ お よ び35％ と低か っ た・小麦粉の 場合， そ れ 自体

に 多量 の ア ミ ラーゼ を 含 ん で い る た め，熱ア ル コ ール

処理を したもの を 用 い た・

　 a 一ア ミラーゼ の 各種デ ン プン へ の 吸漕　　α 一ア ミ

ラーゼ が白米粉や 白玉 粉な ど に よ く吸着す る こ とか ら，

α 一ア ミラーゼ の 吸着が 白米粉 な どの デ ン プ ン に 対 し

て 起 こ る もの か否 か をしらべ るた め に，各種デ ン プ ン

を 用 い て 吸着を し らべ た．a 一
ア ミ ラーゼ は 100　units ／

ml 用い ， そ の 結果を Table　4 に 示 した．

　 a −7 ミ ラーゼ は い ずれ の デ ン プ ン へ もほ とん ど 吸

着 しな か っ た・小 麦や と う もろ こ しの デ ン プ ン は

BaciUus 　 S＃btilis起源 の 液化型 α
一
ア ミラーゼ をよく

吸着し，a 一ア ミラーゼ の 精製手段として 利用 さ れて

い るが，こ こ に 用い た A ・oryzae 起源の 結晶 α 一ア ミ

N 工工
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Table　4．　Adsorption　of　Taka −amylase 　A 　onto

　　 starches 　of 　various 　origins 。

Starch Adsorption 　rate （％）

RiceWheatCornPotatoSweet

　potato

⊥「

2212

（一
E、

The 　enzyme 　 activity 　before　 adsorption 　 wa3

100units ／m 互．

ラ
ーゼ は，い ずれ の デ ン プ ン にもほ とん ど吸着しなか

っ た．したが っ て ，肩酒醸造に 用 い られ て い る米麹中

の α
一
ア ミラーゼ が 蒸し米に 吸着す るの は，蒸し米の

デ ン プ ン 以外 の 成分 に 起因す る と考え た．
　　　　　　へ
　脱 タ ン パ ク米粉 力 ラ 厶 へ の 酵素 の 吸着　 α

一
ア ミ

ラーゼ は白米粉に吸着するが ， 米デ ン プ ン に は吸着 し

な い こ とが 明 らか とな っ た の で ， 酵素は米の タ ン パ ク

質 に 吸着す る の で は な い か と考え，Maes 抽出法7，
に

よ っ て脱タ ン パ ク した米粉 カ ラ ム を用い て 酵素 の吸着

を し らべ た．

　Fig ，1 は 結晶 α 一
ア ミ ラーゼ が 米 タ ン パ ク質 の どの

区分 に 吸着 する か をしらべ た結果で あ る、カ ラム 1 ，

カ ラ ム 2 お よ び カ ラ ム 3 は と もに α
一
ア ミ ラ

ーゼ を 吸

着 した．こ れ に 反 して オ リゼ ニ ン ま で 除表した カ ラ ム

4 で は α
一
ア ミラーゼ を吸着 しなか っ た．吸着した α

一

ア ミラーゼ は 1M 食塩水で 溶出 し た と こ ろ，回収率は

カ ラム 1 が 79％ ， カ ラ ム 2 が92％，カ ラ ム 4 が 100 ％

で あ っ た が ， カ ラム 3 で は56％と低か っ た・カ ラ ム 3

で は粗酵素液 の 場合 （Fig ，2）も同様に 回収率が低 い

が，こ の原因に つ い て は ， ア ル コ ール 処理 に よ っ て 吸

着機構が異 な り溶出 しに くくな っ た の か 、 あ るい は失

活 した の か 検討 しな けれ ば な らな い ・い ず れ に して も

α
一
ア ミラーゼ は オ リゼ ニ ン を 含む カ ラ ム 1 〜3 に は

吸着す るが，カ ラ ム 4 の よ う にオ リゼ ニ ン まで 除去 し

た もの へ は吸着 しな い こ とが 明 らか とな っ た．こ こ で

α 一ア ミラーゼ の 溶出 に 1M 食塩水を用い た の は，一

般 に 用 い られて い る 0．1M 食塩水で は a 一ア ミラーゼ

お よ び 酸性 プ n テ ア ーゼ が 十分 に溶 出 しな か っ た た め

で あ る．

　次 に ，米麹粗酵素中の α
一ア ミラーゼ と酸性プ ロ テ

アーゼ の 脱 タ ンパ ク米粉カ ラ ム へ の 吸着を し らべ ，そ

の結果を Fig．2 に示した．　 a 一ア ミラーゼ はカ ラ ム 3

篝
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　　　　　　　　Fraction　 number ‘59 ！fube 》

Fig．1．　 Adsorption　 of 　 Taka −amylase 　 A 　 on 　 the

　　deproteinized　columns ．

　　AO ．5一田 1　portion　of　 Taka −amylase 　A （2，200

　　units ／m1 ）　was 　applied 　to　the　deproteinized
　　 column 　 equilibrated 　 with 　 20　mM 　 lactate
　　buffer　（PH 　4．0）．　 The　deproteinized　column

　　was 　washed 　 with 　the　 same 　 buffer　 soiution ，

　　then 　with 　20　mM 　acetate 　 buffer　（pH 　5．　O）
　　containing 　1　M 　NaC 互，　 shown 　by　the　arrows ．

に は全て 吸着 した が ， カ ラ ム 4 で は ほ と ん ど吸着しな

か っ た ．吸着した a 一
ア ミ ラ

ーゼ は 1M 食塩水で 溶出

した．

　以上の 結果と，筆者らが前報1ω に お い て酸性プ ロ テ

ア ーゼ で 処理 した 蒸し米は α 一
ア ミ ラ

ーゼ 吸着能が 減

少する こ とを 認 め， さ らに 白米中の 各 タ ン パ ク質の

a 一ア ミラーゼ 吸着能を しらべ た とこ ろ，プ ロ ラ ミ ン

には 全 く吸着 しな い が ， オ リゼ ニ ン と グ ロ ブ リン に は

吸着する こ と
ll“

を認め て い る こ とか ら，　 a 一ア ミ ラー

ゼ はデ ン プ ン に 吸着す るの で はなく，米 タ ン パ クの 大

半 を 占め るオ リゼ ニ ン に 吸着す る もの と推測 した・

　酸性プ ロ テ ア ーゼ の 場合は Fig ．2 に 示した よ うに ，

カ ラム 3 で は93％ ， カ ラ ム 4 で は 59％吸着 した．タ ン

パ ク質が 除表 され た カ ラ ム 4 で も酸性 プ ロ テ ア
ーゼ が

吸着す る の は ， 米麹中 に は 酸性 プ ロ テ ア ーゼ が 多種

IS’ITj
あり， 白米中の タ ンパ ク質を介 して 吸着す る も

の と，デ ン プ ン 等 に吸着す る もの がある よ うに 考え ら

れ る．
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Fig．2．　 Adsorption　 of 　 crude 　enzymes 　f【oロ 1　rice
−

　　koi 　on 　the　deproteinized　 columns ．

　　AO ，5−ml 　po【tion　of　the　crude 　 enzyme 　 solu ・

　　tion　　was 　applied 　　to　 the 　deproteinized

　　columns ，　 and 　 enzymes 　were 　 eluted 　 by　 the

　　 method 　described　in　Fig．1．　Arrows　 indicate
　　 the　 elution 　by 　l　M 　NaC1 ．

　　一〇 − column 　3　−
●
− colurnn 　4

要 約

　清酒醸造 に 関連す る 主要酵素すな わ ち ， α 一ア ミラ

ーゼ ， グル コ ア ミ ラーゼ ，トラ ン ス グル コ シ ダーゼ ，

酸性プ ロ テ アーゼ および 酸性 カ ル ボキ シ ペ プチ ダーゼ

の 白米粉等 へ の 吸着をしらべ ，以 下 の 知見を得た．

　1． 白米粉 へ の 酵素の 吸着性は そ の 種類に よ っ て 異

な り，a 一ア ミラーゼ や 酸性 プ ロ テ アーゼ は よ く吸着

す るが ， トラ ン ス グル コ シ ダーゼ は全く吸着しな か っ

た．グル コ ア ミラーゼ と酸性 カ ル ボキ シ ペ プチ ダーゼ

は そ の 中聞で あ っ た．

　2， α
一

ア ミラーゼ は 白米粉，白玉粉お よ び 小 麦粉

に よ く吸着す るが ， そ ば粉 に は あまり吸着 しな か っ た・

　3・ α
一
ア ミ ラーゼ は 白米 ， 小麦ある い は じ e が い

も等の デ ン プ ン には ほ と ん ど吸着しな か っ た・

　4． オ リゼ ニ ン ま で 脱 タ ン パ ク した 白米粉 に は ，

α
一
ア ミラーゼ は 吸着 しな い が ，酸性プ ロ テ ア

ーゼ は

約 60％吸着 した・

　5， 以上 の 結果か ら， α 一ア ミ ラーゼ の 白米粉 へ の

吸着は，白米成分中の タ ン パ ク質とくに オリゼ ニ ン が

関与 して い る もの と推 測 した．
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