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Studies　on 　the　Browning　of　 Rice・Koji

（V ）　 Enzymatic 　Formation　of レ Dopa 　as 　a　Precursor　of　the

　　　 Pigment　of　Browned 　Rice−Koji

Toshiteru　Ohba，
　Shodo　Hara ，　Seinosuke　Sugama，　 and 　Hideya　Murakami

（Reseaエ〔h 　IIlstitute　of 　BreWing，　Tax 　Adn 血 istration　AgenCy
，

Tak 洫 ogawa ，　Kita−ku，　Tokyo）

　　Most　 ri  一砺 ∫ for　sake ．1〕rewing 　is　white ，　but　some ，　from　certain 　strains 　 of 　Aspergilltts

orblzae ，
　turn　brown　during　storage 　in　the　air．　 This　bro  1ng　is　sometimes 　 a   elerated 　by

wet 　oonditions ．　 Previously，
　the　authors 　have　reported 　 the　 extra （tion　 and 　 identi丘cation 　 of

レ dopa　as　a　pr   ursor 　 of 　pigment 　 in　browned　rice −kOji

　　This　paper 　described　the　formation　of　L −dopa　from　L −tyrosine　by　 an 　enzyme 　 ohtained

from　ri   ．如戸 prepared　by　a　certain 　strain 　of 　A 　orOrnae 　which 　always 　produces　brown んo弘

The 　enzymatic 　oxidation 　of 　L−dopa　was 　studied 　spectrophoto 【netrically ．　 The 　reaction 　proceeded

in　three 　chromophoric 　phases： the 丘rst　phase　was 　the　fermation　of　red 　pigment ； the　second ，

an 　 intermediate　 purple　 pigment； and 　 the　 third，　 melanin 　 formation．　 From　 these 　 resUltS ，

it　was 　ooncluded 　that　this　enzyme 　is　responsible 　for　the 　brownhlg　of 　rice ．んqタi，

緒 論

　米麹 の 褐変 とは清酒醸造 に使 用 され る麹が暗褐色 に

変色す る現象で あ り， 特 に麹を水 に 浸漬後空気に接触

さ せ た場合， 褐 変 しや す くな り，10数時間後に は 黒 く

着色す る．村上 ら
1・：） は 清酒醸造 に 用 い られ る麹 菌を

酸素要求性 の 面か ら好気的生育 型 の 菌 と嫌気的生育型

の 菌 と に 分類 し，前者の 菌 で 製麹 した米麹 は 褐変す る

が
， 後者 の 米麹は 褐変 しな い こ とを 認 め，さ らに，こ

の よ うな 褐変性麹を用 い て 醸造す る と，酒母 ， もろみ

お よ び清酒の 色が濃く，酒粕 は 黒粕
・に な る 3） と報告し

た．米麹 の 褐変色素前駆物質に つ い て，大脇，村上
4）

は 麹およ び 酒粕 を ア セ トン で 抽出し，
ペ ーパ ー

ク ロ マ

トグ ラフ ィ
ーで 検討した結果 三 種 の 着色ス ポ ッ トを

認め，中村 ら
S） は麹中 に カ テ コ

ール
，

ハ イ ドロ キ ノ ン

の 存在を定性的 に確認 し有力 な 褐変色素前駆物質で あ

る と して い る．

　一方，著者 らは 前eqs｝で 褐変色素前駆物質と して L一

ドーパ （3，4−（lihydroxyphenyl−L−alanine）を褐変性米

麹 か ら分離，同定した．しか し ， 非褐変性麹を ドーパ

水溶液に 浸漬して も褐変しない こ と か ら，褐変性麹菌

に よ っ て特異に生成され る酵素が米麹 の褐変に 関与し

て い る もの と推定 した．また ， 麹浸出液の 着色お よ び

麹 の 酸化酵素 に 関す る研究 か ら酵素が 麹の 褐変，黒粕

の 原因 に な っ て い る と され て い る ．7
”’9）

本報 で は ，
L一

ドーパ の 酵素的生成 な らび に褐変機構 につ い て検討 し

た結果，米麹中 に AsPergillUS　oryZtze に よ っ て 生産

され た酵素 に よ りチ ロ シ ン よ り ド
ーパ が生成 され，つ

ぎ に 黒色色素メ ラ ニ ン に 変化 す る こ とを知 っ た の で 報

告す る．
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実　験　方　法

1．　使用菌株　　実験に 供 した 麹菌 は 醸造試験所保

存菌株 （RIB ） で ある褐変性麹菌 RIB 　128 （AT  

22788）， 非褐変性麹菌 RIB 　647 （AT   22787） を 使

用 した ．い ずれ も， 市販 もや しか ら分離 した もの で ，

分類上 A ．ory2ae 　 series に 属す る．

2，　米麹　　麹 は 精米歩 合 75％ 白米 を 使用 し，蒸米表

面に 上記菌株を 培養 し常法に よ り麹蓋法で 製麹 した．

3． 酵素液 の 調 製法　　製麹後 デ ィ
ープ フ リ

ーザーで

貯蔵 した 褐変性米麹また は非褐変性米麹 4009 に 5
』
倍

量 の pH 　7．　0，
0．　IM りん 酸緩衝液を加 え ， 室温 にて 30

分振 とう後，10，000　rpm ， 20分間遠心分離 し，得 られ

た 上澄液に 硫安を 80％飽和 に な るよ うに 加えて 1 〜 2

日間 5 ℃ で 放置す る．そ の 後，15
，
000rpm ，30分 間 遠

心分澱 し，沈澱物を少量 の 蒸 溜水 に溶解 し
一

昼夜蒸溜

水で 透析後，再び 遠心分離 して 上澄液約 40mlを得，

酵素液 として 使用 した，

4．　褐変 色 素前駆 物質 L一ド
ーパ の 同定

A ．酸性活性 ア ル ミナ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ

る褐変前駆物質 の 分離　　L一チ ロ シ ン に 酵 素 液を 作 用

させ L一ド
ーパ 生成 の 有無を 検討した ．酵索反 応 は米麹

の 褐変最適条件1°）で あ る pH 　6，40℃ で 行な っ た．褐

変性米麹 か ら得 た酵素液 1ml と O．　IM ，　 pH 　6．0 の り

ん酸緩衝液 に 0．05％ の 濃度 に L一チ ロ シ ン を 溶 解 した

溶液 10ml の 作用 混液を 40本の モ ノ
ー

型試験管 に 入れ，

40℃ の 恒温槽 に おい て，1 分間 120回往復振と うし ，

15分間反 応 させ た．反応液約 400エn1 を 沸過 後 ， 沖液 を

50℃ 以下で n 一
タ リ

ー一エ バ ポ レ ーターを 使 用 し，約30

m 夏に減圧濃縮 した．　 こ の 濃縮液 に メ ル ク 社製酸性活

性 ア ル ミナ 109 を加 え て ス ターラーで 撹拝 しな が ら，

3N ア ン モ ニ ア 水溶液 で pH 　8．5 に し ， 約 5 分 間 撹 拝

し酵素反応生成物を アル ミナ に 吸着させ た．そ の 後上

澄液をすて ア ル ミナ を内径 20m 皿 の カ ラム に つ め， 蒸

溜水 で 洗滌後 ，
0．3N 酢 酸 で 溶出 し，109 ずつ 分取 し

た ．検 出方法
．
は Amow11 ）

の 方法 に よ っ た．

B ．Dowex 　50−X8 陽 イ オ ン 交換樹脂 カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ーに よ る褐変前駆物質の 精製　　酸性活性ア

ル ミナ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに お ける 0．3N 酢酸

溶出区 分を m 一
タ リ

ーエ バ ポ レ ーターで 約 20ml に 減

圧濃縮 し， こ の 濃縮液を 内径 20 皿 nt 高 さ 80　mm の

Dowex 　 50−X8 （H ＋
）陽 イ オ ン 交換樹脂 カ ラ ム に 吸着

さ せ ， 蒸溜水で 十分洗滌後 1N 塩 酸 で 吸 着部 分 を 溶 出

し，
109 ず つ 分取 した．検 出方法は Fo  反 応 に よ っ

た．

C ．ベ ン ゾイ ル 誘導体 （3，4−di−O ・benzoyl−N −berizoyl−L・

dopa　ethyl 　ester）の 合成　　 Dowex カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

にお ける 1N 塩酸溶出区分を ロ
ー

タ リ
ー

エ

バ ボ レ ーターに よ り 50℃ 以 下 で 濃縮乾固す る． そ の

後 ， 前報
6 ）

と同 じ方法 に よりベ ン ゾ イ ル 誘導体を合成

した．

5． L一ドーパ の 酵素的酸化　　O．01％ L 一ド・一パ 水溶

液1ml，　pH 　6．　0，0．1M りん 酸緩衝液 3．5ml ， 褐変性

麹から得 た 酵素液 0．5ml を モ ノ
ー型 試験管に 入 れ，

40℃ に て 往 復振 と う反応を行 な い 経時灼に 日立 EPS

型 自記分光光度計を 用い て紫外部な ら び に 可視部 の 吸

収 ス ペ ク トル の 変化 を 追 跡 した．対照 の セ ル に は基質

を 除 き蒸 溜 水を 加 え た もの を 使用 した．

6． 米麹褐変度の 比較　　RIB　647 菌で 製麹 した 非褐

変性米麹 な らび に 白米を 蒸留水 ，
L 一チ ロ シ ン 水溶液

L一ド
ーパ 水 溶 液 に 浸 漬 後沖 過 し ， 残 渣 に 褐 変性麹 か ら

ODSiO
　 O．6

o．4

o．2

＼
丶 ．

　 　 　 圃

12545678910 日 t2　 t3
　 　 　 Fractien　number 　　　　　　　　 ．！ 』’

Fig．1．　Separation　of 　a 　precuLrsor　of 　the 　browned
substanee 　by　alumina 　celumn 　Chro【natography ．

　Flow　rate ： 1m1 ／min ．　　 Fraction　volume ： 10 皿 1．

　Nter　addition 　of　Amow ’

s　reage ロt，
　the　co1Qr　density

　in　each 　fra（t，　i・ n 　was 　ph・t。metrically 　 measured 　 at

　 510m μ．

OD66e

　 O．2

0．1

Fig．2．　P皿 i丘cation 　of 　a　precursor 　of 　the　browned
subs 恤 ce 　by　Dowex 　50−X8 （H

＋fo皿 ）．

　F1σ w 　 rate ； 1md ／min ．　　　 Fraction　volurne ：10　m1 ．

　After　add 量tion　of　Fo1辻1・Ciocalteu，

s　reagent
，
　the　oolor

　dens三ty　in　each 　fractio皿 was 　phetometri（nlly　meas −

　 ured 　 at　660　m μ．
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Fig．3．　IR　spectra 　 of 　3，4・0 −benzoyl−N −benzQyl−L−dQpa　ethyl 　ester （KBr 　disks），
　 　 　 　 A ；Authentic．　 　 　 　 B ：lsolated．
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Fig．4．　Spectroscopic　study 　of　the　action 　of 　the

　enzy 皿 e　 on 　 L・dopa （1）．

　The 　 t  e　 course 　 of 　 the　absorbance 　was 　 observed

　 after 、mixing 　 the 　eri（Y皿 e　with レ dopa．　 The　 ab ・

　 sorbance 　of 　5．　O　ml 　of 　reaCtion 　mixture
，
　containing

　O．5ml 　of　enzyme 　solution 　was 　measured 　in　a 　1．O

　 cm 　quartz 　spectrQphotometer （壇皿（ec 　nto1 ）　；for　the

　time　course 　皿 easurements ，　the　5．O　Inl 　reaction

　mixture　contained 　O．5ml　of　enzyme 　solution 　and 　lm 且

　 of 　O．01％　L・dopa．

得た酵素液を作用 させ，米麹の 褐変度12）を褐変性米麹

の 褐変度 と比 較 した ．

実　験　結　果

1． L 一ドーパ の 酵素的生成　　L一チ ロ シ ン に 褐変性米

麹 か ら得 た 酵素液を 作用 さ せ ， そ の 反 応液を濃縮後 ア

ル ミナ カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーで褐変色素前駆 物質

を分離 した 結果を Fig．1 に，さ らに Dowex カ ラ ム

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーで 精製 した 結果 を Fig．2 に 示 し

た ．精製後ベ ン ゾイ ル 誘導体を合成 し ， 再結晶後，白

色針状結晶 31mg を得 た．　 mp は 168〜169℃ で L一ド

ーパ か ら合成 した誘導体 と一
致 し， 混 融 に よ る 融 点降

下 は認 め られ な か っ た ．irス ペ ク トル を Fig．3 に示

した．な お，非褐変性米麹か ら得た酵素液を使用 し，

同様な操作を行な っ た が ， ア ル ミナ カ ラ ム ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーに おける酢酸溶出区分中 に は褐変前駆物質は

存在 しなか っ た．こ の 結果，褐変色素前駆物質で ある

L一ドーパ は 褐変性麹中に存在す る 酵素 に よ り L一チ ロ

シ ン か ら生成 され る こ とが わ か っ た．

2．　 L ・ドーパ の 酵素的酸化　　褐変性麹 か ら得 た 酵

素液を 使用 し，
L一ド

ーパ の酵素的酸化を 分光光学的

に検討した 結果を Fig．45 に 示 した．レ ド
ーパ の

282m μ の 極大吸 収 は反 応時間の 経過 に つ れ て 減 少 し，

0

り

‘
o』」
o

呂
く

340 　 350 　 360

Fig．5．

37C〕 380590400 　　420
　 　 W （lve 　 iength【mp ｝

44〈〕　460　4BO 　500 　　　550 　　600

SpeCtros。 opic 　 study 　 of 　the　 action 　 of 　the 　enzyme 。 n 　 L・d。Pa （2）．
Experimental　conditions 　 were 　the　 same 　 as 　in　Fig．4．
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Table　1．　 ComparisQn　of 　degree　of　browning．

一
Rioe一ゑ  from　R 王B 　128

Rice−kOji　from　RIB 　647

Polished　rice　steeped 　in レ tyrosine

or レ dopa　 soln ．

卅

　Polished　 rice　or　rice・kqji　fro皿 R正B　647　was

steeped 　in　distilled　 water 　and 　 L・tyrosine 　solution 　or

L−dopa　 solutio τ1．　After　being 丘ltered
，
　 the　enzyme

solution 　extracted 　from　ri  ・kOfi　made 　by　strain 　RIB
128was 　 added 　 to　 thelr　 residues ．

　Strain　RIB 　128 （ATCC 　22788） always 　produoes

　 brown 　p棺皿 ent ．

　Strain　RIB647 （ATCC 　22787）does　not 　produce

　br・wn 　pig・皿 ent 　under 　any 　cUlture 　c ・岫 ti・ns ・

　Signsニ
ー

； white ，十 ； grey，十 ；pale　brown，卅 ；

　brown
， 卅｝； dark　brown，卅 ；bla〔虫．

反応開始 30分後の 極大吸 収 は 305mp ．480m μ に 移り

紅色 の 化合物 が 生 成 され ，
60 分後 に は 305皿 μ の 吸収

は次第に 減少 し，480　mp の 吸 収 は 消滅 し た．以 後反

応液は時間の 経過 と と もに 紫色 を 経て 黒 色 とな り，紫

外部か ら可視部に か け て 全吸収を示 し， 最後 に反 応液

中に 黒 色 塊 状沈 澱 を 生 じた．

3． 褐変度の 比較　　非褐変性 麹 な らび に 白米を蒸溜

水，チ ロ シ ン水溶液，ドーパ 水溶液 に 浸漬後 ， 残渣に

褐変性麹 か ら得 た 酵素液を作用 させ ， 福変度を比較し

た 結果を Table　1 に 示 した．酵素液を 作 用 させ な い 対

照 は 白色 の 状態 で あ っ た が，作用 さ せ た試料は黒色 と

な り ， そ の 色 調 は褐変性米麹 の 褐変の 色調 に類似 して

い た ．

考 察

　微生物の 関与す る チ ロ シ ン よ り ド
ーパ の 生成 に つ い

て，Kumagai ら
13 ）

の Escherichia　intermedia の 生産

するチ ロ シ ン ・
フ ェ ノ

ール ・リア
ー

ゼ ， Sih ら
14〕

の

Glioclodium な ど の カ ビ類がア ミノ基をホ ル ミル 化 ，

カ ル ボベ ン ゾ キ シ 化 また は t 一ブ トキ シ カ ル ボ ニ ル 化

した レ チ ロ シ ン を水酸化 して ，の ちに 酸 で加水分解

す る こ とに よ る L一ドーパ の 生 成 が 知 られて い るが ，

著者 らは前報の に お い て ，A ．　eryuae を 蒸米に 繁殖さ

せ た 米麹 か ら L一ドーパ を 分離 し，
A ．　oryuae に よ り

ド
ーパ が生成 され る こ とを認め た．本実験 に お い て ，

褐変性米麹か ら得 られ た 酵素液は チ ロ シ ン ならび に ド

ーパ に 対 して 酵素活性を 示し，
L一チ ロ シ ン か ら褐変

色素前駆物質で ある L一ドーパ を 生成す る こ とか ら，

本酵素が米麹 の 褐変 に 関与 して い る もの と考え られ る．

　食品 の褐変機構 として ， ア ミノ カ ル ボニ ル 反応 に よ

り生成 され る メ ラ ノ イ ジ ン の よ うな非酵素的褐変反応 」

とチ ロ シ ン か らチ ロ シ ナ
ーゼ に よ っ て ドーパ を経て メ

ラ ニ ン を 生成す る酵素的褐変反応が詳細 に 研究 され て

い る。Masoni5・16 ）は マ ッ シ ュ ル
ー

ム チ ロ シ ナ
ーゼ を ド

ーパ に 作用させ て メ ラ ニ ン が酵素的に 生成され る反応

を分光光学的 に 追跡 した結果 ，
282mPSの ドーパ の 極大

吸 収 は 酵素反応が進むに っ れ次第に 消え， 305　mPS と

480m μ と に極大吸収を示す紅色の 化合物 ド
ーパ ク ロ

ー

ム が新た に生成され，次 に 紫色 の 化合物 へ と変 わり，

その 後，紫外部か ら可視部にか けて 全吸収を示す黒色

の 色素が で き る と して い るが，本実験に お け る褐 変性

麹由来の 酵素液を ド
ーパ に 作用 させ た 場合の 吸収 ス ペ

ク トル の パ タ
ーン の 変化 は Mason の結果 と完全に

一

致した ．

　 チ ロ シ ン か ら ドーパ の 生成，さ らに ド
ーパ か らメ ラ

ニ ン 色素形成 ， 米麹の 褐変の 再現性 な どか ら， 褐変 性

の 麹中に生 産 され た あ る種 の 酵素 が 米麹 の 褐変の 原因

を な して い る と考 え られ る．す な わち， 米麹中に存在

す る プ ロ テ ア
ーゼ の 作用 に よ り米 の 蛋 白質か ら遊離 し

た チ ロ シ ン 17）IC本酵素 が作用 し， ド
ーパ が生成 され ，

メ ラ ニ ン 色素が 生 じ， 麹が褐変 したり黒粕 に な る もの

と思 われ る．非 褐 変性米麹 の 場合は，本酵素 が 全 くな

い か あ る い は極め て 弱 い た あ に チ ロ シ ン か ら ドーパ が

生成 されず ， ド
ーパ を非褐変性麹 に加 え て も福変 しな

い も の と 推 定 した．本酵素 の 性質
’
につ い て は次報で 報

告する．

要 約

1． 米麹 の 褐変色素前駆物質で ある L一ドーパ は褐変

性 の AspargillUS　erPtuae を 培養 した 米麹中に 生産

され る酵素 に よ りチロ シ ン か ら生成され る こ とを認め

た．

2． 本酵素を ド
ーパ に 作用 させ ， 経時的 に 紫外部 な ら

び に可視部 の 吸収 ス ペ ク トル の 変化を検討 した 結果 ，

褐変色素 メ ラニ ン が生成された．

　3． 米麹 の 褐 変 の 再現 性 の 結果か ら， 本酵素が 米麹

の 褐変の 原因で あり，非褐変性麹中 に は ， 本酵素 が 全

くない か弱 い た めに 米麹が 褐変しない もの と推定 した．
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