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題 目 
黒麹菌のプロテアーゼが芋焼酎醸造に与える影響 

（Effect of protease of black koji mold on sweet potato shochu brewing） 

麹菌は国菌と称されるように日本の伝統的な発酵産業において広く利用されている。その

為、麹菌は多くの関心を集めており、特に清酒、味噌、醤油醸造に用いられる黄麹菌につい

ては様々な研究が行われてきた。それに対して、焼酎製造に用いられる黒麹菌や白麹菌に関

しては、あまり研究が進んでいないのが現状である。焼酎製造における黒麹菌及び白麹菌の

主な役割は多量の酵素を分泌することによる原料の糖化とクエン酸の高生産による醪の雑

菌汚染防止である。焼酎製造においては、麹菌による糖化と酵母による発酵が同時に並行し

て行われる。その際、酵母は焼酎の香気成分生成への関与が知られている。とりわけ高級ア

ルコールやエステル、硫黄化合物など芋焼酎の風味を左右する成分の生成は酵母のアミノ酸

代謝と深く関わっていることが報告されている。本研究では焼酎醪中のアミノ酸濃度に影響

を与えることが予想される黒麹菌の酸性プロテアーゼに着目し、本酵素の活性が芋焼酎の製

造や製品の香りに与える影響を調べた。 

まず黒麹菌 Aspergillus luchuensis RIB 2604（NBRC 4314）を用いて酸性プロテアーゼをコ

ードする遺伝子 pepA の欠失株（ΔpepA 株）及び過剰発現株（OEpepA 株）を構築した。そ

れぞれの株を用いて米麹を作製し、プロテアーゼ活性を測定したところ、親株と比較して 1/2

および 24 倍の活性を示した。また、この米麹を用いて芋焼酎の小仕込み試験を行い、醪の

アミノ酸濃度を測定したところ、ΔpepA 株の場合は親株より低く OEpepA 株の場合は親株よ

り高い値を示した。このことから、酸性プロテアーゼ活性は醪のアミノ酸濃度に影響するこ

とが示された。さらにこれらの醪を蒸留して得られた各焼酎の香気成分を測定した結果、高

級アルコールやエステルの量に関して酸性プロテアーゼ活性との間に負の相関が認められ

た。すなわち香気成分は酸性プロテアーゼ活性が低い場合に多く、逆に活性が高い場合は少

なかった。以上の結果より、麹菌の酸性プロテアーゼ活性は芋焼酎の香気に影響を与えるこ

とが明らかとなり、酸性プロテアーゼ活性を指標とした焼酎麹菌育種の可能性が示された。 

次に、重イオンビーム照射による変異導入法を用いてプロテアーゼ高生産株を育種し、芋

焼酎の小仕込み試験を行った。黒麹菌 A. luchuensis J7-2 株を用いて重イオンビーム照射によ

る変異導入およびカゼイン寒天プレートを用いたハローアッセイにより酸性プロテアーゼ

高生産株のスクリーニングを行った。その結果、高い酸性プロテアーゼ活性を有する APH-1

株を取得した。APH-1 株を用いて米麹を作製し、酸性プロテアーゼ活性および酸性カルボキ

シペプチダーゼ活性を測定したところ、J7-2 株を用いた米麹よりそれぞれ 4.5 倍および 2.3

倍高い値を示した。また、β-グルコシダーゼ活性を測定したところ、APH-1 を用いた米麹

は J7-2 株を用いた米麹の 1/4 と低い値を示した。APH-1 株を用いた場合、一次醪では低いエ

タノール濃度を示したが二次醪ではやや高いエタノール濃度を示し、結果的に原料当たりの

エタノール収量は 6.1 l/t（2.8%）増加した。これらの株を用いて製造した焼酎について香気 

成分を測定した結果、APH-1 株を用いた焼酎は J7-2 株を用いた焼酎よりも高級アルコールお

よびエステル量の減少が認められ、上述した OEpepA 株の場合と同様の結果となった。これ

らの結果より、酸性プロテアーゼ活性が芋焼酎の風味形成およびエタノール生産に非常に 

重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 

 


