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　鹿児島市から東へ約４０kmの所に，黒酢の町―福山町―がある。ここでは，約２００年も前から

伝統的な手法で黒酢が作られている。その仕込みは，春と秋の２回，屋外に置かれた壺に，米

麹，蒸米および地下水を加えて行なわれ，熟成まで糖化・アルコール発酵・酢酸発酵の三つの

過程が，一つの壺の中で進行する。仕込み後，液面に振り麹をするのが最も特徴的な操作であ

る。黒酢には遊離アミノ酸含量が多く，これが特有の旨みに寄与していることが知られており，

原料米の種類，精白度の差異，製麹条件や糖化，アルコール発酵の条件の違い等，種々の要因

が影響しているものと考えられている。今回，振り麹から取得した麹菌の中性プロテアーゼの

部分精製を行うとともに，米タンパク質への作用性について検討し，中性プロテアーゼと黒酢

に含まれる遊離アミノ酸の生成との関連性の一端を明らかにしたので報告する。
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Ⅰ．緒言

　鹿児島を代表する特産品の一つに福山の黒酢がある。福山は，鹿児島県の錦江湾奥に位置し，

ここで製造される黒酢は約２００年もの歴史があり，昔から変わらぬ方法で製造されてきた。こ

の地は，三方を丘に囲まれ，一方は海に面し，地下水は豊富でミネラル分に富んでおり，一年

を通して温暖な気候は，酢作りに使われているアマンツボと呼ばれる３斗の陶器を温め，壺の

中の微生物の生育に好条件を作りだし，黒酢醸造に恵まれた環境にある。

　黒酢の仕込みは，春と秋の２回，屋外で行われる。壺に，米麹３kg，玄米，五分つき米，七

分つき米，精白米などの原料米を蒸した蒸米５．５kg，地下水３２ｌを加え，仕込みを行う。仕込

みが終わると，その直後か翌日に０．４kgの振り麹を散布する。この振り麹の使用が黒酢の大き

な特徴であり，液の全表面に浮かべ，これが蓋となって発酵が進む。振り麹を行うことで，急

激に高濃度のアルコールが生成されるのを抑制し，雑菌の進入を防ぐ役割もしている。仕込ま

れた黒酢は，はじめの約３ヶ月に糖化・アルコール発酵・酢酸発酵の三つの行程が壺の中で行

われ，半年から一年間の熟成期間を経て味わい深い酢へと天然醸造される１）。

　この過程を通して作られた黒酢は，他の酢と比較すると味に深みやまろやかさが多いといわ

れている。また，他の醸造酢に比べ全窒素量が多く，その大部分がアミノ酸である。アミノ酸

は，旨味を増したり，酸味を和らげることから米酢の味に関与し，この黒酢中のアミノ酸は，
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原料米の種類，精白度の差異，製麹条件や糖化，アルコール発酵の条件の違いなどに起因する

と考えられている２）。

　黒酢に関しては，小泉ら３，４）の一連の研究があり，特殊食酢類の一般成分・無機成分・遊離ア

ミノ酸・有機酸についての分析や，壺酢醸造における振り麹の役割について報告している。ま

た，麹菌の生産するプロテアーゼに関しては，松島ら５）は，麹菌の生産する中性プロテアーゼ

の弱塩基性陰イオン交換樹脂による分離と酵素学的性状について，また来間ら６）は，麹菌の生

産する酸性プロテアーゼによるカゼインの分解性について報告をしている。しかしながら，黒

酢醸造に使用される麹菌のプロテアーゼに関する報告は見当たらない。

　黒酢麹菌による酵素の生産条件を設定していく中で，本菌は培地中に酸性および中性の両域

において活性を有するプロテアーゼを生産することが認められた。ここでは，酸性域に活性を

有するプロテアーゼを酸性プロテアーゼ，そして中性域に活性を有するプロテアーゼを中性プ

ロテアーゼと称することにした。

　本研究では，黒酢麹菌の生産する中性プロテアーゼの生産条件，そして部分精製酵素の取得

方法とその酵素学的性質，さらには，中性プロテアーゼの米タンパク質への作用性について検

討することにより，黒酢中に含まれている遊離アミノ酸の生成に本酵素がどのような役割を果

たしているかを明らかにすることを目的とした。

Ⅱ．実験材料と方法

１．黒酢麹菌の入手

　鹿児島県姶良郡福山町の坂元醸造株式会社で，黒酢醸造に使用されている振り麹を分与して

いただいた。本麹菌は，Aspergillus oryzae var. KAWACHIとして分類されている。

２．麹菌の純粋分離

　ポテトデキストロース培地（日水製薬製）を使用して，平板培地に振り麹菌から鈎菌し，常

法に従い麹菌の単離を３回行って純粋分離した。

　分離株の保存には，麹汁培地を用いた。麹（河内源一郎商店製ネオマイセル）５００ｇに水

１，０００mlを加え５５℃ で３０時間糖化後，吸引ろ過した抽出液の糖度を糖度計で糖度１２％になるよ

うに希釈し，寒天２％を添加しオートクレーブで１２１℃ ，２０分間滅菌して調製した斜面培地を

使用した。

３．中性プロテアーゼの生産培地

　酵素生産培地は，住江ら７）の方法に準じた。５０ml三角フラスコ当たり２ｇの小麦フスマ（日

清製粉製）を取り，水分３０，５０，７０％になるように蒸留水を撒水し，オートクレーブで１２１℃ ，

２０分間滅菌し，純粋分離した麹菌を接種して，２５℃ で２～５日間培養した。

　また，麹菌の中性プロテアーゼの大量取得条件の検討には，５００ml三角フラスコ当たり小麦

フスマ２０ｇを使用した。
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４．粗酵素抽出液の調製

　粗酵素の抽出は，所定時間培養した麹菌培養物にフスマの５倍量の０．０１Ｍリン酸緩衝液，

pH７．０を加え，ガラス棒で撹拌し１０分間放置後，二重にしたガーゼを用いて抽出した。

　次いで，高速冷却遠心機（TOMY製ＣＸ-２５０）で１０，０００rpm，５℃ で１０分間遠心分離を行い，

得られた上清液を粗酵素抽出液とした。

５．プロテアーゼ活性の測定

　プロテアーゼ活性の測定は，赤堀ら８）の方法に準じた。

５－１　プロテアーゼ測定用基質の調製

　ミルクカゼイン（CALBIOCHEM社製）０．６％溶液を基質として使用した。

　中性プロテアーゼ用基質の調製は，カゼイン１．２ｇに０．０５Ｍ Na2HPO4１１０mlを加え，加温溶解

後冷却し，０．０５Ｍ HClでpH７．０に調整し，０．１Ｍリン酸緩衝液，pH７．０を４０ml加え，蒸留水で全

量を２００mlにした。

　酸性プロテアーゼ用基質の調製は，カゼイン１．２ｇに０．０５Ｍ乳酸溶液１１０mlを加え，加温溶解

後冷却し，０．０５Ｍ Na2HPO4でpH３．５に調整し０．１Ｍ McIlvaine緩衝液，pH３．５を４０ml加え，蒸留

水で全量を２００mlにした。

５－２　プロテアーゼ活性の測定

　４０℃ の恒温水槽中で５分間予温した基質溶液５mlに，酵素液を１ml添加し４０℃ で１０分間反応

後，沈殿試薬５mlを加えて反応を止め，１０分間放置後ろ紙（ADVANTEC №１３１）でろ過を行

い，ろ液の２７５nmの吸光度を分光光度計（LKB製ULTROSPECⅡ）で測定した。

　ろ液が濁っている場合は，同じろ紙でろ過を繰り返した。盲検は常法にしたがい，酵素液１

ml，沈殿試薬５ml，基質５mlの順で加えた。

　なお，沈殿試薬はそれぞれ０．１１Ｍ CCl3COOH，０．２２Ｍ CH3COONa，０．３３Ｍ CH3COOHを含

む混液を用い，反応停止液とした。

５－３　酵素単位

　プロテアーゼ活性の単位は本活性測定条件下で，１γ相当量のチロシンの吸光度を示す酵素

活性を１単位（Ｕ）とした。

　図１は，１γ，５γおよび１０γ量のチロシン溶液１mlに沈殿試薬５ml，蒸留水５mlを加え撹

拌後，ろ液の２７５nmにおける吸光度を測定した結果を示しており，チロシン１γ量に相当する

吸光度は０．００６であった。
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　蛋白量は，酵素液の２８０nmの吸光度で示し，比活性は，酵素活性単位（Ｕ）を蛋白量で割っ

た値で示した。

６．中性プロテアーゼの精製

６－１　粗酵素抽出液の硫安分画

　麹菌の大量培養により得られた粗酵素抽出液量に対し硫酸アンモニウム飽和度４０～１００％ま

で，硫安飽和度を１０％高めるごとに生成する沈殿を，高速冷却遠心機で１０，０００ rpm，５℃，１０

分間遠心分離して捕集し，この沈殿物に０．０１Ｍリン酸緩衝液，pH７．０を加え，ビスキングチュー

ブ（三光純薬株式会社）中に集め一晩透析後，透析内液を得た。 

６－２　中性プロテアーゼのカラムクロマトグラフィー

　カラムクロマトグラフィーの操作はすべて５℃の低温室で実施した。

６－２－１　陰イオン交換樹脂Duolite Ａ３７８ Ｄカラムクロマトグラフィー

　カラム（２．５×４０cm）にDuolite Ａ３７８ Ｄ樹脂（住友化学工業株式会社）を充填し，０．０２Ｍリ

ン酸緩衝液，pH６．０で平衡化後，酵素を負荷し，同様の緩衝液を使用して０．１～０．５Ｍ NaClの濃

度勾配で溶出させ，溶出液をフラクションコレクターで１０mlずつ分取した。

６－２－２　陰イオン交換樹脂DEAE- セルロースＳＨカラムクロマトグラフィー

　カラム（２．５×４０cm）にDEAE- セルロースＳＨ樹脂（ナカライテスク株式会社）を充填後，

０．０２Ｍリン酸緩衝液，pH７．０で平衡化し，酵素を負荷後，同様の緩衝液で０～０．５Ｍ NaClの濃

度勾配で溶出させ，フラクションコレクターで１０mlずつ分取した。

６－２－３　陰イオン交換樹脂DEAE-Sephacelカラムクロマトグラフィー

　カラム（２．５×４０cm）にDEAE-Sephacel樹脂（ＬＫＢ製）を充填し，０．０２Ｍリン酸緩衝液，

pH ７．０で平衡化後，酵素を負荷し，同様の緩衝液で０～０．５Ｍ NaClの濃度勾配で溶出させ，フ

ラクションコレクターで１０mlずつ分取した。

６－２－４　SephadexTM Ｇ-５０によるゲルろ過

　カラム（２．５×４０cm）にSephadexTM Ｇ-５０樹脂（Amersham Biosciences製）を充填し，０．０２

Ｍリン酸緩衝液，pH７．０で平衡化後，酵素液を負荷した。同様の緩衝液で溶出させ，フラクショ

ンコレクターで１０mlずつ分取した。

６－２－５　SephadexTM Ｇ-１００によるゲルろ過

　カラム（２．５×６７cm）にSephadexTM Ｇ-１００樹脂（Amersham Biosciences製）を充填し，SephadexTM 

Ｇ-５０によるゲルろ過と同様の方法で行った。

７．米タンパク質の調製

　米タンパク質の調製は，満田ら９）の方法によった。米の粉（シガキ食品製）を出発原料とし，

抽出方法は結果と共に記述した。

８．米タンパク質の中性プロテアーゼ処理物の薄層クロマトグラフィー

　薄層プレートは，Silica gel６０のアルミニウムプレート（MERCK製）を使用し，展開溶媒と

してｎ- ブタノール－酢酸－水（１２０： ４０： ４０）を用いた。黒酢に多く含まれているグリシン，

アラニン，バリン，リジン，イソロイシン，スレオニン，フェニルアラニン，ロイシン，プロ
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リン，アスパラギン酸，グルタミン酸を標準アミノ酸として，各アミノ酸１０mgを７０％エタノー

ル溶液１mlに溶解し，薄層プレートに標準アミノ酸を１μl，米タンパク質の中性プロテアーゼ

処理物を３μlずつスポット後，スポット原点から１０cm展開後薄層プレートを乾燥させ，次い

で０．１％ニンヒドリン試薬（７０％アルコール溶液）を噴霧して，１００℃ で５分間発色させた。

９．米タンパク質の中性プロテアーゼ処理物のアミノ酸分析

　中性プロテアーゼによる米タンパク質分解物中のアミノ酸分析を，鹿児島県工業技術セン

ターに依頼した。送付されたアミノ酸分析チャートから，アミノ酸の同定と定量を行った。

　測定装置は，アミノ酸分析装置２６９５（日本ウォーターズ株式会社製）を使用し，測定方法は

AccQ・Tag法によるプレカラム蛍光誘導体化検出法により行われた。

　アミノ酸の同定および定量は，標準サンプル中のアミノ酸の保持時間と最も近接している保

持時間の差が小さいピークを同定し，定量は標準サンプル中の各アミノ酸の濃度とピーク面積

から一点検量線を作成し，試料中の各アミノ酸含量を求めた。

Ⅲ．実験結果と考察

１．黒酢麹菌中性プロテアーゼ生産に及ぼす水分量と培養日数の影響

　５０ml三角フラスコに小麦フスマ２ｇを入れ，フスマに対して３０，５０，７０％の蒸留水を撤水し

撹拌した後，麹菌を接種して２５℃ で２～５日間培養した。その結果を図２に示した。

　水分３０％，５０％および７０％における酵素生産量を比較すると，３０％および５０％の水分量で

は，酵素生産量は培養日数の経過とともに増加したが，７０％では５日目になると酵素生産量は

低下した。

　中性プロテアーゼの生産は，水分含有５０％で最も高い傾向がえられた。次に，酵素の大量取

得条件を設定するために，５００ml三角フラスコ当たり小麦フスマ２０ｇの規模で，水分含量５０％，

２５℃ で２～５日間培養を行った。その結果を図３に示した。
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　水分含量５０％における大量培養では，中性プロテアーゼ生産量は４日目で最大となり，５日

目になると酵素活性は低下した。このことから，酵素の大量取得培養は，水分含量５０％，４日間

培養で行うことにした。

２．中性プロテアーゼの精製

２－１　中性プロテアーゼの硫酸アンモニウム分画

　５００ml三角フラスコ１０本に各フスマ２０ｇ，蒸留水１０mlを加え１２１℃ で２０分間オートクレーブし

たフスマ培地に，麹菌を接種し２５℃ で４日間培養を行った。

　この麹菌培養物に，フスマの５倍量の冷却した０．０１Ｍリン酸緩衝液，pH ７．０を加え，撹拌し

１０分間放置後，ガーゼを使用して酵素液を抽出した。次いで，高速冷却遠心機で１０，０００rpm，

５℃ で１０分間遠心分離し粗酵素抽出液８１０mlを得た。

　得られた粗酵素抽出液２４３mlの酵素液（全酵素活性２８８，１２５Ｕ）について硫安分画を行い，そ

の結果を表１および図４，図５に示した。
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表１．粗酵素抽出液の硫安分画

硫安飽和度（%）

９０～１００８０～９０７０～８０６０～７０５０～６０４０～５０　

１３１６．３８．９６．５６．５６酵素液量（ml）

２１９．４４７．５４７．６３６４０蛋白量（ODat２８０nm）

３５０．７２４７．９２００．５１１９．３５７．５７．５比活性（U／ODat２８０nm）

９，１１８７８，３９７８４，５７１３６，９０７１３，４６０１，８０４全酵素活性（Ｕ）

３．２２７．２２９．４１２．８４．７０．６収率（%）



　表１および図４からわかるように，中性プロテアーゼは飽和硫安画分６０～７０％，７０～８０％

および８０～９０％画分に全酵素活性の約７０％が集約された。また，表１および図５から，硫安飽

和度が高くなるにつれて比活性も上昇し，硫安分画前の粗酵素抽出液と比べると６０～７０％飽和

硫安画分において２．９倍，７０～８０％で４．９倍，８０～９０％で６．０倍，そして９０～１００％では８．５倍に増

加した。これより，粗酵素抽出液に比べ比活性の高い硫安飽和度６０％以上の画分を合一したも

のを以下の精製実験に供することにした。

　表２に以後の精製実験に使用する粗酵素抽出液５６７mlについて得られた６０～１００％飽和硫安

画分の比活性，全酵素活性，収率を示した。

２－２　カラムクロマトグラフィー

２－２－１　陰イオン交換樹脂　Duolite Ａ３７８ Ｄカラムクロマトグラフィー
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表２．粗酵素抽出液の６０～１００%硫安画分

収率
（%）

全酵素活性
（Ｕ）

比活性
（U／ODat２８０nm）

蛋白量
（ODat２８０nm）

酵素液量
（ml）

　

１００６７２，２９２４１．１２８．８３５６７粗酵素抽出液

３７．９２５４，７０８２１５．１３８．２３１６０～１００%飽和硫安画分

図 6 . DuoliteA378Dカラムクロマトグラフィー

　　　　　　　　　カラム：2.5×40cm,流速：0.5ml／分,フラクション量：10ml／チューブ
　　　　　　　　　樹脂を0.020Mリン酸緩衝液,pH7.0で平衡化後,酵素液（3,030U）を負荷し,
　　　　　　　　　同様の緩衝液で0～0.5M NaCl濃度勾配で溶出し,溶出液を分画した。



　松島ら３）は，麹菌プロテアーゼを弱塩基性陰イオン交換樹脂Duolite Ａ- ２を使用し，中性付

近に至適pHを有する２種類のプロテアーゼの分離について報告している。また，福本ら１０）は細

菌プロテアーゼを，Duolite Ｃ-１０を使用して精製している。

　そこで，ここでは先に調製した酵素液（全酵素活性：３，０３０Ｕ）について，陰イオン交換樹

脂Duolite Ａ３７８ Ｄを使用して，樹脂に吸着させた酵素を０～０．５Ｍ NaClの濃度勾配で溶出させ

ることにより，中性プロテアーゼの精製を試みた。

　図６に示すように中性プロテアーゼと酸性プロテアーゼは同一の挙動を示したことから，両

プロテアーゼの分離は難しいことがわかった。

　さらに酵素液（全酵素活性：２，７３６Ｕ）について，陰イオン交換樹脂DEAE- セルロースＳＨ

を使用して中性プロテアーゼの精製を行った。すなわち，樹脂に吸着させた酵素を０．０２Ｍリン

酸緩衝液，pH７．０を使用して０～０．５Ｍ NaClの濃度勾配で溶出させたが，中性プロテアーゼお

よび酸性プロテアーゼの分離はできなかった。

　また，陰イオン交換樹脂DEAE-Sephacelを使用して，同様に中性プロテアーゼの精製を行っ

たが，混在する酸性プロテアーゼを除くことはできなかった。そこで，DEAE- セルロースＳＨ

およびDEAE-Sephacelカラムクロマトグラフィーの結果については，中性および酸性のプロテ

アーゼの分離はできなかったことから，図の掲載を省略し，Duolite Ａ３７８ Ｄによるカラムクロ

マトグラフィーの結果のみを図６に示した。

２－２－２　SephadexTM G-50ゲルろ過カラムクロマトグラフィー

　８２，１６４Ｕの酵素液についてSephadexTM G-50によるゲルろ過を行い，その結果を図７に示し

た。

　図７からわかるように，陰イオン交換樹脂では分離されなかった酸性および中性プロテアー

ゼがSephadexTM Ｇ-５０によるゲルろ過を行うことにより，それぞれの酵素の活性ピークがずれ

て溶出された。両酵素の分離は顕著ではないが，中性プロテアーゼは酸性プロテアーゼに遅れ

て溶出されることが認められた。
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図 7 . SephadexTMG-50カラムクロマトグラフィー

　　　　　　　　　カラム：2.5×40cm,流速：0.5ml／分,フラクション量：10ml／チューブ
　　　　　　　　　樹脂を0.02Mリン酸緩衝液,pH7.0で平衡化後,酵素液（82,164U）を負荷し,
　　　　　　　　　同様の緩衝液で溶出し,溶出液を分画した。



　そこで，できるだけ酸性プロテアーゼを含まない中性プロテアーゼ活性の高い画分（フラク

ション№１６～１８）を合一し，硫安塩析および透析を行い，透析内液３．５mlを得た。

　表３に示すように，比活性はゲルろ過前と比べると１．２倍に上昇し，粗酵素抽出液と比べる

と６．３倍に上昇した。

２－２－３　SephadexＴＭ Ｇ-１００ゲルろ過カラムクロマトグラフィー

　SephadexＴＭ Ｇ-５０のゲルろ過で中性および酸性プロテアーゼが分離できる可能性が示唆され

たので，次に８２，１６４Ｕの酵素液についてSephadexＴＭ Ｇ-１００によるゲルろ過を行い，図８のよう

な結果を得た。

　SephadexTM Ｇ-５０によるゲルろ過よりもさらに中性プロテアーゼおよび酸性プロテアーゼの

分離が明確となった。酸性プロテアーゼの混在が少なくて中性プロテアーゼ活性の強い画分（フ

ラクション№１４～２３）を合一し，表３に示すように透析内液９．１mlを得た。

　比活性は，粗酵素抽出液に比べ５．７倍となり，収率は９．９％であった。以後，この酵素液を部

分精製酵素として，酵素学的諸性質の検討と米タンパク質への作用性を調べるための実験に使

用することとした。
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表３．Sephadexによるカラムクロマトグラフィー

収率
（%）

全酵素活性
（Ｕ）

比活性
（U／ODat２８０nm）

蛋白量
（ODat２８０nm）

液量
（ml）

フラクション№

１．３２，９１７２５７．２３．２４３．５
SephadexTM G-５０
（№１６～１８）

９．９２１，４５８２３５．６１０．０１９．１
SephadexTM G-１００
（№１４～２３）

＊収率は，粗酵素抽出液を１００%として算出した。

図 8 . SephadexTMG-100カラムクロマトグラフィー

　　　　　　　　　カラム：2.5×67cm,流速：0.5ml／分,フラクション量：10ml／チューブ
　　　　　　　　　樹脂を0.02Mリン酸緩衝液,pH7.0で平衡化後,酵素液（82,164U）を負荷し,
　　　　　　　　　同様の緩衝液で溶出し,溶出液を分画した。



３．中性プロテアーゼの酵素学的性状

３－１　pHと酵素活性

　pH５．５，６．０，７．０，７．５，８．０，９．０，１０．０，１１．０および１２．０の０．６％カゼイン基質５mlに酵素

液１mlを加え，４０℃ で１０分間反応させた後，沈殿試薬５mlを添加し，活性測定を行った。

　図９は，酵素活性を相対活性で示したものであるが，黒酢麹菌の中性プロテアーゼは，中性

付近からpH１１．０まで広いpH域で高い活性を示し，至適pH７．０～１１．０を得た。

　このことから本酵素は，中性プロテアーゼと呼称してきたが，アルカリ性プロテアーゼと呼

んだ方が適切であるかもしれない。

３－２　温度と酵素活性

　pH７．０のカゼイン基質５mlに酵素液１mlを加え，３０，４０，５０，６０および７０℃ の各温度で１０

分間反応させ，沈殿試薬５mlを加えて反応を止め，ろ液の中性プロテアーゼ活性を測定した。

　図１０からわかるように，中性プロテアーゼの至適温度は５０℃ 付近にあり，これ以上になると

失活が顕著となり７０℃ ではほとんど酵素活性は失活した。

３－３　酵素のpH安定性

　pH２．０～７．０の０．０５Ｍ McIlvaine緩衝液あるいは，pH７．０～９．０の０．０５Ｍ Kolthoff緩衝液１ml中

に酵素液０．１mlを加え，５℃ で３時間放置後，残存酵素活性を測定した。

－92－

鹿児島純心女子短期大学研究紀要　第３４号　（２００４）

5 6 7 8 9 10 11 12
0

20

40

60

80

100

pH
図 9 .　pHと酵素活性 

相
対
活
性（
％
） 

30 40 50

温度（℃） 

60 70
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

図10.　温度と酵素活性 

相
対
活
性（
％
） 



　図１１に示すように，５℃，３時間の条件下では中性プロテアーゼは中性からアルカリ性域で

安定であるが，酸性域になるに従い安定性は低下し，pH４．０では残存活性７５％，pH３．０では

２８％，pH２．０では１０％であった。

３－４　酵素の温度安定性

　３０～７０℃ の各温度に予温した０．１Ｍリン酸緩衝液，pH７．０１mlに，酵素液を各０．１ml加え，所

定温度で１０分間反応後直ちに氷冷し，残存酵素活性を測定した。

　図１２に示したように，中性プロテアーゼは４０℃ を超えると，酵素の安定性は急激に低下し，

残存活性は５０℃ では６０％，そして６０℃ 以上になるとほぼ活性は消失した。

４．米タンパク質への中性プロテアーゼの作用

４－１　米タンパク質の調製

　米の粉５０ｇを０．１％NaOH １，０００mlに溶解し３７℃ で，撹拌しながら２時間放置後，高速遠心機

で１０，０００rpm，５℃ ，１０分間遠心分離した。沈殿物を除いた上清液を１Ｍ HClでpH４．５に調整

し，生成したタンパク質の沈殿物を，遠心分離して捕集した。

　次いで，沈殿を８５％アルコール溶液２００mlに懸濁後，遠心分離し可溶性部分を除去した。さ

らに，沈殿物を１００％アルコールで洗浄後，吸引デシケーター中で乾燥させ，１．３５ｇの米タンパ
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ク質を得た。

４－２　米タンパク質への中性プロテアーゼの作用

　米タンパク質１００mgを，０．１Ｍ Atkins-Pantin緩衝液，pH８．０５mlに溶解させ２％タンパク質溶

液とした。この２％タンパク質溶液を，１mlずつエッペンドルフチューブに分注し酵素液

０．１ml（全酵素活性：８３Ｕ）を添加して，４０℃ で５，１０，６０分間反応させた後，５分間沸騰湯浴中

につけ酵素を失活させた。これを米タンパク質の中性プロテアーゼ処理物とし，以下の薄層ク

ロマトグラフィーおよびアミノ酸分析に供した。

４－３　薄層クロマトグラフィーによる遊離アミノ酸の定性

　図１３に，中性プロテアーゼによる米タンパク質の分解で生成する遊離アミノ酸の経時的な出

現の様子を示した。ここに掲げた写真では，５および１０分間の短時間反応で認められる遊離ア

ミノ酸のスポットは鮮明ではないが，反応初期には，フェニルアラニン，アラニン，バリンお

よびリジンと思われるスポットが認められた。

　また，６０分間反応物ではさらに，イソロイシン，ロイシンが認められた。

　今回，バリンとRf値の近いメチオニン，リジンと近いアルギニンは，標準アミノ酸としてス

ポットしていないため，これらのアミノ酸も遊離していることが考えられる。

　さらに，アラニン，スレオニンおよびグルタミン酸は同じようなRf値を示し，またグリシン，

プロリン，アスパラギン酸も同様であり，これらのアミノ酸の判別は薄層クロマトグラフィー

では困難であった。したがって，遊離アミノ酸の判別をより明確にするために，アミノ酸分析

装置による遊離アミノ酸の定量を行った。
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図13. 酵素処理米タンパク質の薄層クロマトグラフィー



４－４　アミノ酸分析装置による同定と定量

　図１４，図１５および表４より，アミノ酸分析装置による中性プロテアーゼの米タンパク質処理

物からの遊離アミノ酸の分析では，１０種類のアミノ酸がみられた。

　薄層クロマトグラフィーでは，フェニルアラニン，ロイシン，イソロイシン，バリン，アラ

ニン，リジン等の遊離がみられたが，アミノ酸分析装置による分析では，さらに，これらの遊

離アミノ酸の他にアルギニン，システイン，メチオニンおよびスレオニンの存在が認められ，

薄層クロマトグラフィーでは確認できなかったアミノ酸が，遊離していることがわかった。

　しかしながら，グルタミン酸やアスパラギン酸などの酸性アミノ酸は，中性プロテアーゼに

よって遊離されないことが明らかとなった。
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表４　米タンパク質酵素分解物の遊離アミノ酸

含量（nmol／ml）　

１７アルギニン

２スレオニン

３アラニン

８システイン

４バリン

６．５メチオニン

９．５リジン

３イソロイシン

８ロイシン

６フェニルアラニン

Arg Thr Ala Cys Val Met Lys Ile Leu Phe

アミノ酸 

0

図15.　米タンパク質酵素分解物の遊離アミノ酸 
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図14. 酵素処理米タンパク質のアミノ酸分析チャート



　小泉ら３）は，特殊食酢類の一般成分・無機成分・遊離アミノ酸・有機酸について報告してい

る。日立アミノ酸分析装置（ＫＬＡ－５型）によるアミノ酸分析の結果では，黒酢中に存在す

る遊離アミノ酸で含有の多いものには，アラニン５６．１mg／dl，ロイシン３７．９mg／dl，バリン

３３．２mg／dl，リジン３１．９mg／dlを挙げている。

　今回，本研究で中性プロテアーゼによる米タンパク質分解物中に多いアミノ酸には，アルギ

ニン，リジン，システインおよびロイシンなどがみられ，その他にアラニン，バリン，イソロ

イシン，フェニルアラニン，メチオニンおよびスレオニンがあり，種類については同じ種類の

アミノ酸が多くみられた。

　なお，アルギニンについては，アミノ酸分析装置による分析では含量が最も多くなったが，

薄層クロマトグラフィーではアルギニンと思われるスポットは明確ではなかったことから，両

分析における量的な対応が一致しておらず今後検討の余地がある。

　以上の結果から黒酢麹菌の生産する中性プロテアーゼは，黒酢中に存在している遊離アミノ

酸の生成に貢献していると考えられた。

Ⅳ．要約

１．小麦フスマ培地を黒酢麹菌のプロテアーゼ生産培地として使用した。黒酢麹菌は，培地中

に酸性および中性プロテアーゼの２種類のプロテアーゼを生産することが認められ，本研究

では黒酢麹菌の中性プロテアーゼについて検討した。

２．中性プロテアーゼの生産は，フスマ培地の水分５０％，４日間培養で最も高い酵素生産量を

得た。

３．粗酵素抽出液の硫安分画では，６０～９０％飽和硫安画分に全中性プロテアーゼ活性の約７０％

が集約された。また，酵素の比活性も硫安飽和度が高くなるに従い上昇した。そこで，６０～

１００％飽和硫安画分を合一し，以下の精製実験に供した。本画分は粗酵素抽出液に比べ，比

活性は５．２倍，収率は３７．９％であった。

４．種々のカラムクロマトグラフィーによる部分精製酵素の取得について検討した。陰イオン

交換樹脂では，混在する酸性プロテアーゼの分離が難しかった。SephadexＴＭ Ｇ-１００によるゲ

ルろ過で酸性プロテアーゼの混在の少ない中性プロテアーゼ画分を分離できた。ここで得た

中性プロテアーゼ画分を，酵素学的性状および米タンパク質への作用性を検討するために供

した。

５．中性プロテアーゼの至適pHは，中性～pH１１．０まで広いpH活性域を示した。このことから，

本酵素はアルカリ性プロテアーゼであるとも言える。また，至適温度は，５０℃ 付近にあっ

た。

６．pH安定性は，５℃ ，３時間の条件下においては，pH５．０からアルカリ域で安定であり，温

度安定性は，４０℃ を超えると失活が始まり６０℃ でほぼ活性は消失した。

７．中性プロテアーゼによる米タンパク質の経時的な分解物の薄層クロマトグラフィーでは，

フェニルアラニン，ロイシン，イソロイシン，アラニン，バリンおよびリジン等の遊離アミ

ノ酸のスポットが認められた。中性プロテアーゼによる米タンパク質分解物のアミノ酸分析

チャートでは，１０種類の遊離アミノ酸，すなわち，アルギニン，リジン，ロイシン，システ
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イン，フェニルアラニン，メチオニン，バリン，イソロイシン，アラニン，スレオニンが認

められた。

８．中性プロテアーゼを米タンパク質に作用させて遊離されるアミノ酸の検討結果から，黒酢

特有の旨味を呈する遊離アミノ酸の生成に黒酢麹菌の中性プロテアーゼが寄与しているもの

と考えられた。
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