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L は じ め に

　醤油工 業 に お い て はピ
ー

ル ，ワ イ ン ， 味醂およ び 清

酒な ど の 他 の 醸造 工 業
1）に お け る と同様，製造工 程中

で 発生す る亟 の 除去や 二 次壅 の 発生防止が 重要 な課題

に な っ て い る．特に淡口 醤油の よ うに，色 の うす い 醤

油で は，製品 の 濁りは外観上 の 商品価値を著し く低下

させ る の で ， 酒類 と同じ く高 い 清澄度が 要求され て い

る．これ らの 清澄な 醸造食品 で は ， 濁り成分 や清澄化

法に 関 して 古 くか ら数多 くの 研 究 がな されて き た．

　木下
1）が醤油 の火入れ塗 の 発生量と火入 れ温度 との

関係 につ い て 報告した の は1916年 の こ とで ある し， 加

藤3）に よ る味醂 の煮切 の 研究が始ま っ た の は 1925年ご

ろ で あ る．一方 ， 清酒 の 白ぼ けが品質上大きな問題 に

な り出 した の は 1953年ご ろ で あり，こ の 年，井上 ・川

崎
4）は そ れ ま で 使用 されて い た柿渋と小麦粉な どに か

わ る新 しい 盪下げ剤として 市販の プ ロ テ ア
ー

ゼ 剤 の 有

効性を報告した・以後，清酒業界で は， 精力的に 白ぼ

け の 成因とそ の 対策 につ い て研究S）が行われた が ，
こ

れ は そ れ まで 清酒 の 運搬，飲用 に 用い られ て い た樽や

徳利 に かわ り，そ の こ ろ透明なガ ラ ス びん がもて はや

され 出 した こ と と無縁 で は ない ．ビ ール 業界 で は 早 く

か らびん詰め製品が多 く， 飲用に も透明な コ ッ プが使

用された た めか ， 濁りに関して は古くか ら注意が払わ

れて い た よ うで ある．Wallerstein6）が パ パ ィ ン 添加 に

よ る寒冷混濁 の除去法に 関す る特許を獲得した の は66

年 も前 （1911年 ）の こ とで あ る．

＊ Studies　on 　Sed  ent 　of ε傾 （Soy 　Sauce）− A 　Mo ・

　 nograph − HAsH・MOTO ，　H ・（Centrai　Research　Lab・ra −

　 ‘  診5
，
　Kikkoman　Shopa　Co．

，
　Lld．，　Neda・shi，　Chiba）

＊＊

現在 ：Kikkornan　FoodS，　Inc．，　P．0 ．　Box　69，　W 訊1・

　 worth
，
　Wisconsin　53184　U ．S．A ．

　 こ の よ うに して ，現 在 で は醤油で も，清酒，味醂 ，

ビール な どと同 じく， 濁 りや塰の 問題は工 業的には一

応解決 して い るか に見え る．しか し，濁 りの 除去機構

や そ れ ぞ れ の 食品中で の 濁りの 必然的 な発 生機構に は，

まだ まだ不明な 点が多 い．

　本研究 は醸造醤油 に普遍的で しか も量的に も多い 火

入 れ 重 の 発生機構の 解明を 主眼 と した もの で あ る．

2． 火入れ塹の 成分

　醤油 に発 生す るljicは，醤油 の種類 や 製造方法の違

い に よ り，火 入 れ 塗の 他 に もチ ロ シ ン や フ ェニ ル ァ ラ

ニ ン な ど の難溶性 ア ミ ノ 酸 ， し ゅ う酸 カル シ ウ ム や く

え ん酸 カ ル シ ウ ム ，有機態りん酸の カ ル シ ウム や マ グ

ネシ ウ ム 塩 ， 保存剤および混濁性微生物 に よ る もの な

どが 知 られ て い る．しか し， 現在の 醸造技術で な お 問

題 と な る の は 火入れ 塗 の み で あ ろ う．

　醸造醤油は生 の ま まで は 透明 で あ るが，80℃ 付近

で 行われ る 火入れ工 程を経 ると， 徐 々 に 混濁が生じ ，

こ れ は次第に凝集し，や が て火入れ タ ン クの 底に 沈殿

す る に至 る・こ の 沈殿物（火入 れ塹）量 は容量比で 約10

％ に も達す る．Table 　1 に火入れ盪 の 成分組成を示す・

Table　1 か ら明らか な よ うに ， 火入れ塹重量 は 水洗残

渣重bllCして ， 醤油 1t あた り 250〜500mg で あ り，
こ

の89．1％がたんぱ く質，炭水化物9．7％ ， 灰分1，　2％で

あ っ た・こ の 結果か らす る と，火入れ 重 化す る窒素量

は，醤油の 総窒素 （TN ）の約O．2〜0．4％ と計算され る．

火入れ塗 は，清酒 （白ぼ け）や 味醂 （煮 切）な どで も問

題 とな る た ん ぱ く混濁 の
一

種 で あ る と い え る．ちな み

に ， 白 ぼ けの 生成量 は 30−−250mgft ，？） 煮切は 200〜

3，000mglte〕 と報告されて い る．
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Table 　1．　 Components 　of 　sediments 　of 　sheJu 　formed 　by　heating．

1st　se 　 imenta ｝
umg 　 eatmg

　 　 at　85℃ for　30min． 2nd 　 sedimentb
⊃

Yeild　from　s　t　 Reiative
　 of 　shq γu　　　　　　　value

Dry　weight

Protein（N 　x　6．25）
Carbohydrate（as 　gluc ・ se ）

AshPhosphate

　 　 ロ 1911

．008

．981

．680
．13

　　 ％
10081

．5515

．23
　 2．29

Y孟eld 　from　5 ’　 Relative

　 。f ∫勿 u ．　 value

　 　 mg1261

．501125

．00121

．50
　 15．00

　 16．75

　　 ％
10089

，18

　 9．63
　 1，19

　 1，33

の Sedimcnt 　deposited　during　heat　treatment 　of 　shel” 飢 85℃ for　30　min ．
e冫 Sed三ment 　deposited　by　the　further　treatment 　of 　shayu 　at 　55℃ for　4　days．

3． 火入 れ塹 た ん ぱ く質の 起 源

　火入れ塹の 主成分は ， 生醤油中で は可溶性で 火入 れ

に よ りは じめ て 不 溶性化 す るた ん ぱ く質 で あ る とい え

るが ， 醤油は た ん ぱく質 を 主成分とする大豆 とグル テ

ン を豊富 に 含む小麦を原料に して い る こ とに加え，醸

造 に 関与す る微生物 も， 麹菌を は じめ ， 乳 酸菌，酵母

と多岐 に わ た る こ とか ら，生醤油中の た ん ぱ く質に も

種 々 の 起源が 考 え られ る．

　Table　2 に ， 火入れ哲 の ア ミノ 酸組成を酒類の たん

Table　2．　 Comparison 　o 『amino 　acid 　composition 　of 　protcin　turbidities　appearing

　　in　sheJU
，
　mirin

，
　sake 　and 　beer．

Amino 　acid

e 且menta
）

by　heating
of 　protein
frorn　shayu

HiireO／ia）
　 of

　 shayuNiki7ib

）　　 Sfiirobok8c）　　 Chill　hazc4 ）

　 of 　 　 　 　 of 　 　 　 　 　 　 of

mirin 　　　　 5α膨 　　　　　 　beer

Lys三neHiStidine

Arginine
Aspartic　acid

Threonine

SerineGlutamic

　 acid

ProlineGlycineALanineGystei

皿 eValineMethionine

ISO塾eudne

LeucineTyrosine

Phenylalanine

Asp’GluPro1Leu

　 wt ％
5．723
．253

．2113

．066
，786

．3310
．754
．505
．925

．92trace5

，921

．424

．797

．916

．905

．96
正．210

．57

　 wt ％
5．482
．873

．8413
．406

．436

．5512

，005
．655
．966

．060
．804

．580

．804

．367

．556

．265

．901
．120

．75

　 wt ％
2。321
。695
．3810
．473

．433
．739
．545

．036
．937

．72

7．780

。084

，937

．081
．874
．461

、100

。71

　 wt ％
2．871
．ユ42
。3010

．804

．375

．987

．404
．644

．564

．780
．825

．650

．393

．226

．174

．384
．021

．460

．71

　wt ％
6．17

．816
．36

．14
．95

．917

．012
、012

．35
．83

．85

．31

．42

．94
．92

．13

．50

．362

．45

の Amino　ac 三d　analysis 　 of 　thc　sed 三mentS 　was 　carried 　out 　with 　an 　 automat 三c

　 amino 　acid 　analyzer 　on 山 c　hydrolyzates　wi 山 6NHCI 　at　110℃ fbr　24hr，
δ） The　data　are 　taken 　from　the　report 　by　Yamashita 　et　aL

，
　cited 　in　re £ 9．

‘ ｝ The 　data　are 　taken 　from　the　report 　by　Aidyama 　cited　in　re £ 10．
の The 　data　are 　taken 　from　the 　report 　by　Ljungdahl　et　at．

，
　cited 　in　re £ 11．
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ば く混濁の そ れ と比較 して 示す．Table 　2 よ りす る と，

火入れ塰 の ア ミノ酸組成 は ビ ール は別 として ， 味醂お

よ び 瀋酒の た ん ぱ く混 濁 の ア ミ ノ 酸組成に 近似して い

る． Asp ／G ！u ＞ 1，　PrQll・eu ＜ 1 で ある が ，
こ れ は醤油

原料の 大豆たんぱ く質や小麦 グル テ ン の 場合 と は全 く

異な る．

　また，家兎に よ り調 製した 火入 れ璽 の 抗血清は ， 寒

天ゲル 内二 重拡散反応の 結果 ， 醤油麹菌の粗酵累液と

3 本の沈降線を作 っ た．さ ら；C ， 醤油原料を含まな い

麹 に，無菌的 に 醤油麹菌を 生育させ た麩麹 を ， 醤油の

仕込 み に 近 い 1．5倍量 の食塩水で 抽出 ， ろ過 した酵素

液 （pH 　5．0
，
　NaCl 　17．5％）か ら も，生醤 油 の 場合同様

約10％ （v ’v ）の火入れ璽が 発生した ．こ れらの こ と よ

り， 火入れ塹主成分と醤油麹菌の 生産したたんぱ く質

群 との 高 い 相関が推察 され た．

4．生醤油中の 火入れ返 発 生促進因子

　原料た ん ぱ くとは違 い ，麹菌 の 産生 した た ん ぱ く質

は生た ん ぱ く質で あり， 火入 れ に よ り熱凝固す る こ と

は考えうる こ と で あ る．しか し，種 々 の 生醤油を実験

室的 に 火入れ して み る と ， 火入れ 重の 発生 量 や 発 生に

要す る時間が醤油間で かな り異 な るこ とが認 め られ た ．

ま た，同 じ生 醤油で も 80QC の 湯煎中で 懸垂火 入 れ す

る場合， 火入れ 量が 100m1 と 11で は火入 れ塹 の 発生

状態 にか な りの 違い が観察された．さ らに ，
Fig・1 に

示 した よ うに ， 火入れ 塹発生 に 要す る時間は火入れ 温

度に比例的で な く，
70 ℃ 付近 で は 60°C や 80℃ に 比

べ て 発生 が著 しくお くれ るなど，火入れ塹 の 発生を た

ん ぱく質の 単純な熱凝固としか説明 しきれ な い現象が

数多 く認め られた．

　 こ こ で ， 未だ 火入 れ 重発生 が 起 こ っ て い な い 火入 れ

醤油に ， 生醤油を一部加 え る と，火入れ 塗 の 発 生 が著

し く促進 さ れ る こ とが 見出された．12） これ らの 結果よ

り， 生 醤油中 に は 火 入 れ 塹前駆体 と と もに ，火入 れ

塹 発生促進物質も存在す る こ とが 明 らか に な っ た．生

醤油か らアル コ ール 沈殿，DEAE ・セ ル ロ
ース カ ラ ム ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー，ゲ ル ろ過 等 の 手段 に よ りこ の 火入

れ盪発生促進物質を 分離精製 した と こ ろ ， 麹菌由来 の

プ ロ テ ア
ーゼ群で ある こ とがわか っ た．12）その 後 ， 生

醤油中の プ ロ テ ア
ーゼ の 種類 や 量が 生醤油間で か なり

異なるこ とも認 め られ ，

一見複雑に 思 え た 火入 れ 塹発

生 に か らむ特異現象の 説明 が可能 に な っ て きた．70〜

75 °C 火入 れ で は ， 特異的 に火 入 れ 重発 生 が お くれ る

現象も， 生醤油中の 火入れ塗発生促進酵素の うち，耐

800

600

4eo

蜘

　 　 0
　 　 　 　 50　　　　　　　印 　　　　　　　70　　　　　　80　　　　　　　9G

　 　 　 　 　 　 　 T留mp 管r直 ture （℃l

Fig，1，　 Ef正bct ・fhea 丘ロg　temperatur ¢ ・ n 　the 　time

　　reqUlred 　for　forming　sediment ・

　　10ml 　of 　each 　sa皿 ple　of 　raw 　sho“u　were 　pipet−

　　ted　Ento　duplicatc　10　ml 　glass−stoppered 　tcst

　　tubes
，
　 and 　heated　to　various 　temperaturcs，

　　 at 　which 　the 　times 　required 　for　sediment 　for−

　 　 mation 　were 　 m ¢ asured ．

　　＿●＿ Raw 　sheLytc　made 　from　soybeans

　　＿○
− Raw ∫妙 拐 made 　from　defatted　soy ・

　 　 　 　 　 beans

熱性 の 乏 しい 酸性プ ロ テ ア
ーゼ ， 中性 プ ロ テ ア

ーゼ 1

およ び ア ル カ リプ ロ テ ア
ーゼ 等 は もちろ ん，60℃ や

80℃ で は比較的安定で あ る耐熱性中性 プ ロ テ ア
ーゼ

1 も， 70〜75DC で は 特異的 に 自己消化 に よ り失活す

るた めで あ る と説明で き る．

　火入れ 塹発生機構をさらに明 らか に す るために ， 生

醤油 か ら分 離 した 火 入れ重前駆体を含むたん ぱ く質溶

液 （1．52％）を，醤油 に 近 い 条件下 （pH 　5．e，　NaGl 　17．5

％）で 火入れ （85℃ ， 30分加熱後 60°C
，
3 日保持）し，

火入 れ重発生 の モ デ ル 試験を行 っ た．IS）生 の 時 に は透

明で あ っ た系は火入れ中に 白濁 し， 多量 の火入れ塹が

発生 した．同時 に 上澄 に は ，
Fig・2 に示 した よ うに低

分子 ペ プ チ ド （MW 〈 3
，
500）の 生成が認 め られ，火入

れ中の プ ロ テ ア ーゼ 作用 が 実証 され た．

　 こ の モ デ ル 系 で の た ん ぱ く質 の 量 的変化を み ると，

火入 れ近化 したもの が 25．　0％，火入れ後も可溶性を維

持す る た んぱ く質27．1％ ， 低分子 ペ プ チ ドまで分解，

可溶化 さ れたもの 42．2％ で あっ た，ま た，生醤油か ら

分離 精製 した プ ロ テ ァ
ーゼ を添加す る と，火入れ 塗発

N 工工
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o，

0．

　 o．

巨

自

毒L

皇侃

§
霜

oo ．
00

．

　 　 　 O　　　 iO　　　 ZO　　　 30　　　 40　　　 50 　　　60
　 　 　 　 　 　 　 　 Fnc 電io■ 闃 ■ ber

F五g．2．　 Gel 員1trat三〇n 　of 　native 　protein （a），　 and

　　sQlublc 　fraction（b）produced　during　hcadng

　　of 　the 　native 　protein　iSolated　from　raw 　sho］u

　　 on 　Sqphadex （｝−100．
　　Five 　 m 玉 of 　samplcs 　 oorrc3po 皿ding　 to　 148．5
　　 ml 　raw ∫吻 以 were 　app 旺ed 　to　a　Sephadex 　G ・

　　100colu  （2．6 × 100　cm ）equilibrated 　wi 血

　　0．05　M 　acetate 　buffer（pH 　5．0）co漁 i血 g　3
　　MNaCl ．　 Elution　was 　perfbrmed 　wi 出 thc

　　same 　buffer　at 　a　flow　rate 　of 　20　mlthr ；10ml
　 　 fractions　were 　collectcd ．

　　Protei皿 oonccntrations 　 were 　determined　by
　　the　methedS 　of 　Lowry 　et　a’．

，
　and 　amino 　acids

　　and 　pept三des　 released 　 were 　determined　by
　　 tlle　ninhydr 三ロ method 　ofGocking 　and 　Yemm ．

　　They 　were 　 expressed 　 by　 the　 absorbance 　at

　　750nm （
一

）and 　570　nm （
…

），　 respectivdy ．
　　ElutiQn　pQsi 亘。 ns 　or　marker 　 substances 　 used

　　f（〕reStimating 　the　mOleCU 艮ar 　We 三ghtS　Of 　prO−

　　teins　and 　peptides　are 　shown 　by　the　down −

　　ward 　arrows （A 〜E ）．
　　A ： Blue　dcxtran

，
　B ： Bovine　 scrum 　albumin

　　（MW 　67
，
000），

　C ： Cytochrome　 c （MW 　12，

　　270），D ： Glucagon （MW 　3，500），　E ： DNP −
　 　 1．−alanlne ．

生が著し く促進 され るが，プ ロ テ ア
ーゼ 阻害剤を共存

させ る と，こ の 効 果 は消 失 した．14）
こ れ らの 結果 か ら，

本醸造醤油の 火 入 れ塰発生 は，麹菌由来の た ん ぱ く質

が熱凝固する 単純 な もの で な く，
60℃ 付近 の 低温火

入 れ で は もち ろ ん，通 常 の 80℃ 付近 で の 火入れ の 場

合に も，生醤油中に残存す る麹菌プ ロ テ ア
ーゼ が そ の

発生を誘起す る機構よりな る こ とが明らか に なっ た．

5． 疎 水的相互 作用 に よる火入れ逵分子の 会合

火入れ中に 共存するプ ロ テ ア
ー

ゼ に より修飾された

BO

60

　　
　
　　　
ω

畧

舉
冨
り
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瓠

詈
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』
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Fig．3．　 Effect　of 　NaC1　on 　the　fluorcscence　of 　the

　　ANS ・sediment 　complex ．

　　The 　wave1 ¢ ngth 　 of 　excitation 　 was 　 386nm ．

　　2 × 10−5　M 　ANS 　in　sediment 　protein（0．6mgl

　　ml ）with 　3　M 　NaG1 （Curve　a ），　with 　O3 　M

　　NaCl （Curve 　b），
　o τ without 　Na α （C … e　c）．

　　Selution　ef 　the　 sediment 　 protcin　in　OユM
　　 acetate 　buffer （pH 　5．0）with 　NaCl （0．0−3．O

　　M ）（Curved ）． 2x10 −5M 　ANS 　ln　O．1M
　　acetate 　buffer（pH 　5。O）with 　Naα （0．0−3，0）
　　without 　sediment 　protein（Cu 「ve 　e）・

熱変性た ん ぱ く分子 は ，
い か な る力 に よ り会合して 火

入 れ 塗 に ま で成長す る の で あ ろ うか．水溶液中の た ん

ぱ く質分子の 不溶性化に 関与しう る側鎖間相互作用 に

は，
slS 架橋 ， 金属を介 した 結合 ， 水素結合 ， 静電気的

相互作用 ， 疎水性ア ミノ 酸側鎖相互間の 疎水結合など

が考え られ る・実験で は，火 人 れ莖 の 濁度は pH 　4・8，

6・0
，
7・0 の い ずれ で も， 食塩濃度 に よ る大き な 影響は

うけなか っ た．しか し， 高食塩濃度下 で は，塗溶液の

凝集 が促進された．S−S 結合切断試薬 の メ ル カ プ トエ

タ ノ
ール ，亜硫酸 ソ ーダ ， シ ス テ ィ ン お よ び 酸化的切

断試薬 の 過酸化水素 な ど は ， い ずれ も塰の 濁度 に変化

を 与 え な か っ た．ま た，こ れらの 試薬 は生醤油か らの

火入れ鏨発生 に も影響 しなか っ た．

　 エ チ レ ン ジ ア ミン テ トラ ア セ テ
ート （EDTA ）は火

入 れ 塗 発 生 を阻 止 す る もの の ，重 の 可 溶化に は全 く影

響しない ．一
方 ， 尿素は高濃度に なる と徐 々 に 塗を可

溶化 した．ドデ シ ル 硫酸 ソ
ーダ （SDS）は分子内 に疎

水性 の基 と親水性 の 基の 両方を有 し，た ん ぱ く分子間

の疎水結合を切断する能力があるが ，
SDS は極めて 低

濃度 で 火入れ塰を可溶化 した．
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　蛍光実験の結果を Fig・3 に 示す．　Fig・3 よ り明 らか

な よ う に、蛍 光 色 素，1一ア ニ リノ
ー−8一ナ フ タ レ ン ス ル ホ

ネート （ANS ）を火入 れ 躄と作用 させ た と こ ろ，465

nm 付近 に極大 を持つ 強い 蛍光が 認 め られた こ とか ら，

火 入 れ 塰 分子 中 に 疎水性領域が 多 く存在す る こ とが確

か め られ た．

　また，火入れ璽前駆体を含む生醤油中の たんぱ くを

用 い て ，醤油と同条件下で 火入 れ し，そ の 後経時的 に

ANS の結合量をしらべ た （Fig．4）・こ の 結果，璽が 発

生す る に つ れて ，系中の 疎水性領域 の 量が増大す る こ

と も認 め られた ．1fi）こ の モ デ ル 系 に お け る生 た ん ぱ く

質 ， 火入れ塗およ び 火入れ中に 遊離され た ペ プ チ ドの

3 区分の 構成 ア ミノ 酸を Table　3 ｝こ示 した・Table　3

よ りす る と，火 入 れ 奨 は生 た ん ぱ く質お よ び 火入れ中

に遊離 され た ペ プ チ ドに比較して 疎水性 ア ミ ノ 酸 に 富

ん で い た．

　 こ れ らの 結果を総合す る と，火入れ莖 の 発 生 は，プ

ロ テ ア
ーゼ 作用と熱変性に よ り露出 した 疎水性 に 富む

コ アが ，疎水的相互作用 に よ り会合したもの で あると

説明 で き る・
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Fig．4．　Changes　in　ANS 　fluoresccnce　bound 　to

　　protein　iSolated　from　raw 　shayu 　in　the 　coursc

　　of 　sediment ｛fbrmation　during　heat洫 g．

　　The 　initial　protein　concentrations 　in　O．1M
　　acetate 　buffer（pH　5．0）containing 　3　M 　NaCl
　　wcre 　O．94mglm1．　 Aftcr　heating　at　85℃ 量br

　　30min ，　the 　protein　solution 　was 　further　hea−

　　ted 　at 　60℃ for　24hr ．　Turbidity　of 止 e 　pガo −

　　tcin　solution 　during　heating　was 　 measured

　　as 　given　in　the　text・　Conditions　f｛）r　flueres−

　 　 cence 　measurement 　were 　identical　with 　those

　　in　Fig．＆　Excitation　 was 　 at 　386nm 　 and

　 　 emission 　at 　465　nm ．

　　
一

〇
− Turbidity．

　　一●− Flu。 rescence ・

Tab 監e　3．　 A 皿 ino　acid 　co 皿 position　of 　sediment 　deposited　and 　peptide

　　released 　during　heating　of 　prote三n 　isolated食om 　raw 吻 アμ．

A 皿 洫oacidHydrophobicitya
｝

　 Native　proteinb）　 Sedimentb 】

　 Pcptide　relcasedb ｝

　 （kca1／mole ）　　　　 Mole ％　　　　Mole ％　　　　Mole ％

Isoleucine
Tyrosine

Phenylalanine

PrelineLcuCineValineMethionine

AlanlneThrco
  ne

SerineGlycineLys

五n ¢ 　・

Gluta 皿 ic　acid

Asparti（： acid

Histidine

Argin  e

2．972

．872

．652
．602

．421
．691
．300
．730

．440

．040

2．672

．922

．603

．095
．266

．340

．259
，538

．419

．448

．484
．2410

，4110
．482

．782

．22

4．134

．324

．104

．436
．875

．771
．097

．556

．486

．878
．984
．458
．3011

．172
．372

．08

2．723

．362

．493

．095
．715

．300
．839

，356

．866

．917

．413

．879

．3013
．722

．302

．67

Amino 　add 　analySiS 　was 　carried 　out 　with 　an 　auto 皿 atic 　amino 　acid 　analyzer 　on 　the　hy−

Clrolyzate　with 　6N 　HC1 　at　110℃ f（）r　24　hr．
の The 　data　are 　taken 　from　the　report 　by　Tanford ．
b ） Samples 　were 　prepared　as　das（Xibcd　in　F嬉．1in　ref．13．
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6． 清酒の 白ぽけ発生機構 との 比較

　醤油 の 火 入 れ 薫 と 同 じ く，清酒 の 白ぼ けは火 入 れに

起因 して 発生す る．白ぽ けの 発生機構 に 関して は， 蔭

山 ・杉田
16）はサ ケ ・キ モ シ ン 説を 堤唱 し， 堀

17 ）も白

ぼ けを合成す る酵素の存在を 想定 した．しか し，実証

さ れ る に 至 らず ， 現在 は 酸性 ア ル コ
ー

ル 溶液中に お け

る糖化型 ア ミ ラ
ーle

“ls”ao）
の 熱変性と して 説明 されて

い るの みで ， 詳細な こ とはわか っ て い な い．そ こ で ，

白ぼ け発生機構を火入 れ塰 の そ れ と比較して2，3検討

した，

　米麹と醤油麹 で は，同 じ麹菌を使用 して も酵素の 生

産量は全 く異な る。酸性プ ロ テ ア
ーゼ量 は両者ほ S“同

一
で あるが ， 中性 プ ロ テ ア

ーゼ や ア ル カ リプ ロ テ ア
ー

ゼ は ， 米麹 で は醤油麹 の 約 1／10位しか 生産 され ない ．

そ の うえ，清酒は 醤油 に比 べ て 麹歩合 が はるか に少 な

い の で ， 生酒中に 残存す るプ ロ テ ア
ーゼ 量 は生醤油に

比 べ て 極端に少ない ．恥 また，一
般に は20％近 い エ タ

ノ ール を含む清酒の 火入 れで は，醤油中に 比ベ プ ロ テ

ア
ーゼ の 失活 も激 しい と考え られる．これ らの こ とか

らすると， 白ぽけ発生に おける生酒中の プ ロ テ ア
ーゼ

の 影響 は，火入 れ 窒 の 場合 ほ どに は大き くな い と思わ

れ る．仮 に サ ケ ・キ モ シ ン 様酵素が存在す る とすれ ば，

白ぼ けが火入 れ後に 発生す る こ とか ら して ，そ れ は火

入れ 中に も完全に は 失活せ ず ， 白ぼ け発生 を誘起 しう

る よ うな熱安定性に富む プ ロ テ ア
ーゼ で あ る と考え る

の が 妥当で ある．清酒用 の 麹菌 1AsPergilltes 　orコcae の

米麹中に は，
Fig．5 に 示す よ うに ， 通常 の 酵素 とは異

な り，15〜20％ の エ タ ノ
ール に よ り熱安定性 が 増 大

す る プ ロ テ ア
ーゼ の 存在が 認 め られ た．こ の 耐熱性 プ

ロ テ ア
ーゼ は，微力な が ら白ぼ け沈停作用 も持 っ て い

た．清酒は醤油と異 な り， 火入れ後3〜10ヶ月もの 長

期 に わ た り貯蔵 ， 熟成 され る の で ， 米麹中の こ の よ う

な プロ テ ア ーゼ は量的 に は少なくとも， こ の 聞 の 白ぼ

け増加 に 何 らか の 影響をお よ ぼ すの で はなかろうか，

酒 に よ っ て 秋 口 に な っ て 白ぼ け が 増 した り，タ ン ク底

に 重 が 沈 殿 して い た りする こ とがある
18｝ とい われて

い るが ， こ の 現象も耐熱性プ ロ テ ア
ーゼ の 存在を考え

る と比 較的理 解 しや す い．米 麹 の 作 る こ の 耐 熱性 プ ロ

テ ア
ー

ゼ は， 酵素化学的 お よ び免疫学的検討の 結果 ，

醤油麹中 の 耐熱性 プロ テ ア
ーゼ で ある 中性プ ロ テ ア

ー

ゼ llと近縁 の 酵素 で あ る こ とが 明らか に な っ た．

　45〜 50℃ で 最適に 生育する高温性かび，Petticiliiton

duPonti　KIO14 の 生産 す る耐熱性酸性 プ ロ テ ア
ーゼ Sl〕

鶏
暑・・

薯1：
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Fig．5．　 Effect　of 　ethanol 　cDncentration 　on 　ther ・

　　 mostable 　protease　from 　rice　kOji．
　　（a ）Enzymo 　soludons 　contai 血 9 　various 　con −

　　 centrations 　 of 　 ethanol 　 buffered　 at 　pH 　4．5
　　（

一
〇
一

）and 　pH 　5．0 （
一

●
一

）with 　O．1M
　 　 acetate 　buffer　were 　incubated　at 　70°C 　for　10
　　 min ．　 The 　 activities 　rema 量n 三ng 　after 　the 　in−

　　cubation 　were 　expressed 　as 　percentages　of 　thc

　　initia艮activity ．
　　（b）Hydrolysis 　of 　salm 血 e　was 　carried 　out 　at

　　30℃ at　pH 　4・5 （
一

△
一

）and 　pH 　7・3 （
一▲一

）

　　三nthe 　presence　 of 　various 　 concentradons 　of

　　 ethano1 ，　 Rclative　 activities 　 were 　expressed

　　 as　percentages　of 山 e　activity　in　the 　absence

　 　 of 　ethano 】，

は，清酒 の 火 入 れ温度域で も活性を示す．そ こ で，本酵

素を予め生酒に強化 して 55℃ ， 30分火入 れ し，そ の 後

20°C で 白ぼ け発生 を 観察 した と こ ろ ， 添加量 が 増す

に つ れ て 白ぼ け発 生が促 進 さ れ，や が て フ ロ ッ クを 形

成 し次第 に 莖として 沈降 し ， 清酒の 清澄度が高ま る の

が 認め られ た．Is・22） しか し，添加量 が少 な い 場合（粗酵

素で 0．5ppm ） に は長 く白ぼ けした ままで あ っ た．

　以上の 結果か らする と， 特に麹歩合 の 多い 清酒な ど

で は，生酒 中の プ ロ テ ア ーゼ は 白ぼ け発 生 に 何 らか の

影響をお よ ぼす もの と推定される。
17〜18％ の 食塩が

存在す る醤油中と ， ほ ぼ 同濃度の エ タ ノ
ール の 存在す

る 済酒 中 とで は，塹発生 の 環 境が非 常 に ち が うの で 推

論 の 域を出な い が ， 白ぼ け発生機構も基本的 に は火入

れ塗 の そ れ に類似 して い る の で は なか ろ うか．

7． お　わ　り　 に

　火入れ塰の 問 題 は工 業的に は火 入 れ 作業 と一
体 の も

の で あ り，従来 よ り火入れ重 が 早 く沈降す る よ うに 火

入れ方法が い ろ い ろと工 夫され て きた．しか し，上述

した よ うに ， 火入 れ 盪 は 単 に火 入 れ 工 程だ けの 問題で
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はな く， もとをただせ ぱ麹 とも関係 が深 く， もろみ管

理 に は さ らに 大き く影響 され る．火 入 れ 塗
一

つ を と っ

て も， 醤曲製造 に おける
“ 一

麹 ，
二 桾入 ， 三 火入

グ
は

緊密 に 関係しあっ て い る こ とが わ か り興味深い，

　従 来，火入 れ 重 は もろ み に 戻 す こ とで 工業的 に 支障

は な か っ た が，最近，業界 の 構造改善と近代化促進を

願 っ て各地で 生揚製造まで の 協業化が進ん で おり， も

ろみを持た な い 工 場が増加 して い る．こ の よ うな工 場

で は ， 火入れ 塹をもろみ に 戻す処置もで きず ， 火入 れ

塹処理 に 手をや くとい っ た新たな閙題も生じて い る．

プ ロ テ ア ーゼ に よ る火入 れ 重 の 分解な どが 検討 され て

はい るが ， まだ問題が完全 に解決したとはい えない．

テ ク ノ ロ ジー
ア セ ス メ ン トが叫ばれ て い る折か ら，火

入れ塗 の 少 な い 醤油の 製造すなわち火入れ亟成分 の 完

全な醤油化 の 技術 の 確立が 待 た れ る とこ ろで ある．

　 　 終わ りに ， 本研究の 遂行 に あた り， ご惡篤な る ご指導 とご 鞭撻を

　 賜 りま した 東京大学農学部藤巻正 生教授 に心か ら感謝い t します。
　 また“終始直接の ご指導を賜 り ま した キ ジ コ ーマ ソ 嘗油 （株）常務取

　 締役、横塚 　保搏士，なら びに温か い こ激励を いた だ きま した 社内

　 外の 多 くの 方々 に深 く感謝いた します 。
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