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第 1章 緒言 

 

泡盛は沖縄の伝統的な蒸留酒であり，米を原料に黒麹菌 Aspergillus luchuensis と酵母

Saccharomyces cerevisiae を用いて作られている。多くの酒造所では原料米はタイ米（長粒米）

を用いている。泡盛は以下の工程で製造される（Fig. 1-1）。 

 

 

 

はじめに，蒸米に A. luchuensis を種付けし製麹を行う。多くの泡盛酒造所では，種麹は A. 

luchuensis var. awamori と A. luchuensis var. saitoiの 2種の黒麹菌を混ぜた複菌麹を用いて

いる。製麹は 2日間（種付けから 42時間程度）行うのが一般的だが，製品によっては 3日間ま

たは 4日間行う場合もあり，これを老麹（ひねこうじ）と呼ぶ。製麹工程においては，米に含まれ

るデンプンが A. luchuensis の分泌する α-アミラーゼおよびグルコアミラーゼによって分解され

グルコースが生成されるとともに，クエン酸が生成される。A. luchuensis var. awamori は α-アミ

ラーゼと香りの生成に，A. luchuensis var. saitoiはグルコアミラーゼとクエン酸生成に優れてい

ることが報告されており（塚原正俊ら, 2011），複菌麹にすることによってこれらがバランス良く生

産・機能すると考えられている。次に，出来上がった麹に水と酵母を混合し，モロミを作る。多く

の泡盛酒造所では，酵母は泡盛 101 号酵母を用いている。A. luchuensis の働きによって生成

されたグルコースは酵母 S. cerevisiaeによってエタノールに変換される。また，製麹中に 

Awamori yeast

Saccharomyces cerevisiae

(awamori yeast 101)

Black-koji mold

Aspergillus luchuensis

var. awamori

Aspergillus luchuensis

var. saitoi

Wash Mix Fermentation AgingRice Soak
Steamed

rice

Make

koji
Koji

Moromi

Mash
Distillation Awamori Kusu

Fig. 1-1. Awamori-brewing process.

Water
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A. luchuensis によって生成されたクエン酸はモロミ中の pH を下げ，雑菌の汚染を抑制する働

きを持つ。このモロミを 2～3 週間発酵させ，最後にモロミを単式蒸留によって蒸留し，得られ

た蒸留液をろ過，加水し調整したのが泡盛である。泡盛の最大の特徴は，他の本格焼酎が麹

を主に酵素源として用い，そこに主原料である芋，麦，または米等を添加する 2 段仕込みなの

に対し，泡盛は主原料である米すべてを麹として仕込む全麹仕込である。そして，もう 1 つの

大きな特徴は 3年以上熟成させると芳醇な香味を持った古酒（クース）になることである。 

泡盛古酒の香味成分の中でも最も特徴的な香りの 1つにバニリンがある。バニリンは米細胞

壁に含まれるフェルラ酸（FA）に由来する。米細胞壁ヘミセルロース成分であるキシランは主に

グルクロノアラビノキシランで，キシロースが β-1,4-結合した主鎖に対しキシロース残基の O-2

位にグルクロン酸残基が，O-3位にアラビノース残基が結合し，このアラビノース残基の O-5位

に FAがエステル結合している（Fig. 1-2）（Shibuya et al., 1984 ; Oliveira et al., 2019）。 

 

 

 

Fig. 1-2. Generalized structure of xylan branched with arabinose, ferulic acid and 

glucuronic acid.*
*Oliveira et al., Plant. Biotechnol. J., 17: 2225-2227 (2019).
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A. luchuensisの分泌するフェルラ酸エステラーゼ（Fae）がこのエステル結合を切って，FA を遊

離させることが報告されている（Koseki et al., 1998）。遊離した FAは脱炭酸され，4-ビニルグア

ヤコール（4-VG）に変換される。その 4-VG が蒸留液に移り，貯蔵中に酸化されてバニリンとな

る。これまでに，泡盛醸造中の FA から 4-VG への変換は，蒸留時の熱（Koseki et al., 1996）

や，酵母および醸造中に混入している乳酸菌が持つフェノール酸脱炭酸酵素によるものだと

考えられてきた（Fig. 1-3）。 

 

 

 

FA はフェノール酸（phenol acid; phenolic acid）の 1 種である。フェノール酸は，広義にはフ

ェノール環にカルボン酸またはアクリル酸がついた化合物の総称で，狭義にはフェノール環の

4位にアクリル酸の付いた化合物（hydroxycinnamic acid, ヒドロキシケイ皮酸類）の総称である

（Fig. 1-4）。本論文では，特に断りの無い限り，フェノール酸を狭義の意味で用いる。フェノー

ル酸類には FA 以外に p-クマル酸（PCA），コーヒー酸（CA）などがあり，これらの化合物は植

物の細胞壁に含まれている。フェノール酸類が脱炭酸されると，対応したビニルフェノール類

が生成される（Table 1-1）。酵母および細菌類の一部はフェノール酸脱炭酸酵素を生産するこ

Ferulic acid

(FA)

Vanillin

Rice cell wall polysaccharide

Ferulic acid 

esterase

4-Vinylguaiacol

( 4-VG )

During brewing
Storage

Lactic acid 

bacteria PAD

Yeast

Pad1p・Fdc1p

Heat

Xyl Xyl Xyl

Ara

OMe

OH

CHO

OMe

OH

CH2

A. luchuensis

AlPAD

Fig. 1-3. Bioconversion of ferulic acid to 4-vinilguaiacol during Awamori-brewing process 

and vanillin generation during Awamori-aging

O

OMe

OH

O

HO

OMe

OH

O
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とが報告されている（Mukai et al., 2010 ; Cavin et al., 1997）。 

 

 

 

 

 

 

Mukaiら（2010）は，S. cerevisiaeにおいて，phenylacrylic acid decarboxylase（PAD1）と ferulic 

acid decarboxylase（FDC1）の 2つがFAの脱炭酸反応に必要であることを報告している。PAD1

OH

R1 R2

COOH

OH

COOH

R2R1

Fig. 1-4. Benzoic and cinnamic acid structures.

Hydroxycinnamic acids R1 R2

p-Coumaric acid -H -H

Caffeic acid -OH -H

Ferulic acid -OCH3 -H

Sinapic acid -OCH3 -OCH3

Hydroxybenzoic acids R1 R2

p-Hydroxybenzoic acid -H -H

Gallic acid -OH -OH

Vanillic acid -OCH3 -H

Syringic acid -OCH3 -OCH3

Ferulic acid (FA)

Phenolic acid

p-Coumaric acid (PCA)

Caffeic acid (CA)

Substrates Products

4-VG

4-VP

4-VC
(4-Vinylcatechol) 

(4-Vinylphenol)

(4-Vinylguaiacol)

CO2

R

OH

COOH

OMe

OH

COOH

OH

COOH

OH

OH

COOH

R

OH

OMe

OH

OH

OH

OH

CO2

CO2

CO2

Table 1-1. Phenolic acids and their decarboxylated products 
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は近年 flavin prenyltransferase（EC 2.5.1.129）と新たに命名された。この酵素は FDC1（EC 

4.1.1.102）に必要な修飾フラビン補因子プレニル化 FMNH2 を生成する（White et al., 2015 ; 

Payne et al., 2015）。言い換えると FDC1 は脱炭酸反応を行う酵素で，PAD1 は FDC1の補酵

素を生産する酵素である。一方，Bacillus属（Zago et al., 1995 ; Cavin et al., 1998 ; Prim et al., 

2003）や Lactobacillus属（Cavin et al., 1997 ; Rodríguez et al., 2008 ; Landete et al., 2010），な

どの細菌類や酵母である Candida guilliermondii（Huang et al., 2012a）は，フェノール酸脱炭酸

酵素（phenolic acid decarboxylase, PAD）を持ち，FA から 4-VG への変換を触媒することが報

告されている。S. cerevisiae の Fdc1p（cl00311: UbiD superfamily）と細菌類の PAD（cl01382: 

PAD superfamily）は，互いに無関係なファミリーである。また，S. cerevisiae の Pad1p（cl19190: 

flavoprotein superfamily）と細菌の PADは同様の略語にもかかわらず，全く無関係な酵素であ

る（Table 1-2，Fig. 1-5）。 
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これらの知見から，泡盛醸造におけるFAから4-VGへの変換の一部は，酵母の持つPad1p-

Fdc1pや混入する細菌類の持つ PADによる可能性が議論されていた（Fig. 1-3）。しかし，泡盛

101 号酵母の FDC１にはナンセンス変異が含まれているため FA を 4-VG に変換できないこと

がわかった（Mukai et al., 1998 ; Mukai et al., 2014）。一方，PAD を有する Lactobacillus属が

泡盛のモロミから分離されている（Watanabe et al., 2009）。しかしながら，モロミから単離される

PAD を有する乳酸菌は，泡盛モロミの低 pH環境下では増殖が困難であり，菌密度としても極

PAD

PAD1

FDC1

Fig. 1-5. Comparison between PAD and PAD1-FDC1.

Name Full name Superfamily EC Number Other Name

PAD
phenolic acid 

decarboxylase
PAD superfamily (cl01382) 4.1.1.102

phenol acid 

decarboxylase

PAD1
phenylacrylic acid 

decarboxylase

flavoprotein superfamily 

(cl19190)
2.5.1.129

flavin 

prenyltransferase; 

UbiX

FDC1
ferulic acid 

decarboxylase
UbiD superfamily (cl00311) 4.1.1.102

phenacrylate

decarboxylase

Table 1-2. Comparison between PAD and PAD1-FDC1.

Non-structural and non-

functional relationship

Non-structural 

relationship

PAD1 produces the cofactor 

(prenylated FMNH2 ) for FDC1

PAD can catalyze FA-

decarboxylation alone.

FDC1 can catalyze FA-

decarboxylation with cofactor 

which is produced by PAD1.
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めて小さく，モロミ中での 4-VG生産への寄与については疑問が持たれた。 

A. luchuensisのゲノム解析（Futagami et al., 2011; Yamada et al., 2016）により，S. cerevisiae

の PAD1 および FDC1 と相同性を有する配列，そして細菌および C. guilliermondiiの PAD と

相同性を有する配列がそれぞれ存在することが明らかとなった。Aspergillus niger では，S. 

cerevisiae の PAD1 と FDC1 のホモログが機能して，桂皮酸を脱炭酸する活性が報告されて

いる（Payne et al., 2015）。一方で，真菌類における PAD superfamilyに属する PADの機能解

析に関する報告は，酵母である C. guilliermondii（Huang et al., 2012a）と糸状性真菌である 

Isaria farinosa（Linke et al., 2017）の 2例が報告されている。我々は A. luchuensisにおいても

本ファミリーに属する PADが機能する可能性が充分にあると考えた。 

本研究では，PAD superfamilyに属する A. luchuensis由来フェノール酸脱炭酸酵素候補遺

伝子（alpad）が，泡盛醸造における 4-VG 生成の主要因であるという仮説を立て，alpad 候補

遺伝子が実際に酵素（AlPAD）として発現し，泡盛醸造中にFAを4-VGに変換する活性（FAD

活性）に寄与しているのかを明らかにすることを目的として行った。 

 第 2章では A. luchuensisから pad遺伝子をクローニングし，Escherichia coli を用いてリコン

ビナントAlPADを作成し，FAD活性の有無とその諸性質を調べることにより，醸造条件下で機

能可能かどうか検証した。第 3章では A. luchuensisの菌体で AlPADが発現・機能しているか

を確かめるために，AlPADの米ぬかによる誘導性および AlPADが製麹中に発現して FAD活

性に寄与しているのか確認した。同時に米ぬか中の AlPAD 誘導物質の探索を行った。第 4

章では alpad破壊株を用いて泡盛醸造中の 4-VG生成における AlPADの寄与率と泡盛醸造

中のどのタイミングで 4-VG が生成されているのかについて調べた。これらの結果の総括を第

5 章に記した。本研究により，A. luchuensis において AlPAD が発現・機能しており，泡盛醸造

における 4-VG生産の主要因が本酵素であることを明らかにした。 
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第 2章 リコンビナント AlPADの酵素化学的諸性質 

 

第 1節 緒言 

 

 フェルラ酸（FA）や p-クマル酸（PCA），コーヒー酸（CA）などのフェノール酸類は植物のリグ

ニンやヘミセルロースなどの細胞壁を構成する化合物の一つである。フェノール酸類は細菌

や真菌において抗菌作用があることが知られている（Zaldivar et al., 1999 ; Baranowski et al. 

1980）。自然界に存在する一部の酵母や乳酸菌などの微生物はフェノール酸類を脱炭酸する

酵素によって FA を無毒化していると考えられている。これまでに，真菌においては，一部の

Saccharomyces cerevisiae（Clausen et al., 1994 ; Mukai et al., 2010）や Candida guilliermondii

（Huang et al., 2012a）において FA脱炭酸活性（FAD活性）を示すことが報告されている。細菌

類においては，Bacillus 属（Zago et al., 1995 ; Cavin et al., 1998 ; Prim et al., 2003）および

Lactobacillus属（Cavin et al., 1997; Rodríguez et al., 2008; Landete et al., 2010）などが FAから

4-ビニルグアヤコール（4-VG）への変換を触媒することができるフェノール酸脱炭酸酵素

（phenolic acid decarboxylase: PAD）を有することが報告されている。 

 フェノール類が脱炭酸された 4-ビニルフェノール類はワインやビール，清酒や焼酎において

オフ・フレーバーとして知られている。一方，FAが脱炭酸された 4-VGはバニリンの前駆体とし

て知られており，そのバニリンは食品や飲料，医薬品などの香料として産業的に利用されてい

る。泡盛においても，原料米細胞壁に由来する FAが脱炭酸され，得られた 4-VGが貯蔵中に

非酵素的酸化によりバニリンに変わり，泡盛古酒の特徴香となっている。しかしながら，この FA

の脱炭酸反応がどのように行われているかは未解明であった。上記の S. cerevisiae である泡

盛酵母の酵素やモロミに混入した乳酸菌類の生産する PADによるもの等様々な説がある。 

Aspergillus luchuensis mut. kawachiiのゲノム解析（Futagami et al., 2011）により，細菌類およ
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び C. guilliermondii（Huang et al., 2012b）の PADの配列と相同性を有する配列が存在するこ

とが明らかとなった。我々は，A. luchuensis が持つ PAD 候補遺伝子が，FA の脱炭酸反応に

関わっているという仮説を立てた。まずは，本候補遺伝子の翻訳産物が FA を脱炭酸し 4-VG

に変換できる活性があるかを確かめるために，リコンビナント酵素の調製を試みた。本章では，

A. luchuensis var. awamori ISH1由来 PAD遺伝子（alpad）をクローニングし，Escherichia coli

での発現系を構築し，リコンビナント酵素（AlPAD）を精製し，その特性を明らかにした。 
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第 2節 実験材料と方法 

 

第 1項 試薬および菌株 

FA，CAおよび 4-VGは和光純薬工業株式会社から購入した。PCAはMP Biomedicals，4-

ビニルフェノール（4-VP）は Sigma-Aldrich から購入した。その他試薬は一般に販売されてい

る特級またはそれに準ずるものを使用した。 

 

第 2項 菌株および培地 

泡盛醸造で主に使われている A. luchuensis var. awamori ISH1株（A. luchuensis ISH1）は，

有限会社石川種麹店より提供いただいた。1.5%アガロースを含むポテトデキストロース

（Becton Dickinson and Company 社製）培地（PDA）は A. luchuensis ISH1の分生子を調製す

るための培地として使用した。Oshoma ら（2005）の米ぬか培地［0.2% (NH4)2SO4，0.1% 

KH2PO4，0.05% MgSO4・7H2O，0.01% ZnSO4・7H2Oおよび 0.1% Tween 80］を 2 M H2SO4で

pH 4.0 に調製した培地は，alpad のクローニングに使用する菌体を培養するための培地として

使用した。 

 

第 3項 alpad遺伝子のクローニング 

 使用したプライマーを Table 2-1 に示す。total RNA は RNeasy Mini Kit（Qiagen 社製）を用

いて，Oshoma ら（2005）の米ぬか培地で 5日間培養した A. luchuensis ISH1から抽出した。一

本鎖の相補的 DNA（cDNA）合成は，5 µgのトータル RNA を鋳型にオリゴ（dT）アダプタープ

ライマーおよび SuperScript III One-Step RT-PCR System（Invitrogen社製）を用いて行った。合

成した cDNA は，PCR 増幅のための鋳型として用いた。プライマーは，北原ら（1974）によって

A. luchuensis mut. kawachii と改に名付けられ，近年その使用が提案された（Hong et al., 2014），
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Aspergillus kawachii IFO 4308（Futagami et al., 2011）の PAD候補遺伝子（AKAW_09369）の

配列を基に作成した。PCR は候補遺伝子のオープンリーディングフレーム（ORF）の 5’および

3’末端に特異的なプライマーP1 および P2 を用いて行った。PCR 産物は pGEM-T vector

（Promega 社製）にクローニングし，ABI Prism 3100 Genetic Analysis system （Applied 

Biosystems 社製）を用いてシーケンスを行った。形質転換により独立に得られた 3 つのコロニ

ーのプラスミドに由来するインサートの塩基配列は同一であった。 

 

 

 

第 4項 リコンビナント AlPADの発現および精製 

 AlPAD cDNA を鋳型として，Table 2-1 に示している NdeI制限酵素部位を含む P3 プライマ

ーおよび BamHI 制限酵素部位を含む P4 プライマーを用いて PCR を行った。増幅させた

DNA 断片は，NdeI および BamHI で制限酵素処理を行い，同酵素で制限酵素処理を行った

pET22b 発現用ベクター（メルク社製）にライゲーションした。得られた組み換えプラスミド（pET-

AlPAD）を E. coli BL21（DE3）に導入した。形質転換した E. coliを 500 mL容坂口フラスコに

アンピシリン（100 µg/mL）含有ルリア-ベルターニ（LB）培地（tryptone, 10g/L; yeast extract, 

5g/L; NaCl, 10g/L）100 mL，37°Cで培養し，600 nmにおける吸光値（A600）が 0.5になるまで

振とう培養を行った。本培養液にイソプロピル β-D-チオガラクトピラノシド（IPTG）を終濃度 1 

Primer no. (5' ➔ 3')

P1 ATGCCAGTCGTTCCTTCGC

P2 CTATAATGTCGGCCATTCCATG

P3 CATATGCCAGTCGTTCCTTCGC

P4 GGATCCTATAATGTCGGCCATTCC

Table 2-1. Primers for cDNA cloning.

*Single underlines and double underlines indicate NdeI

and BamHI recognition sites, respectively.
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mM になるように添加した後，18°C で 24 時間振とう培養を行った。得られた培養液を 4°C で

遠心分離（6,000×g，15分）し，菌体を回収した。 

AlPAD の精製は，4°C を超えないように行った。菌体は生理食塩水で 2 回洗浄し，菌体湿

重量の 7倍量の 20 mM 2-Morpholinoethanesulfonic acid （MES）緩衝液（pH 6.0） に懸濁し

た。菌体を超音波破砕機（VP-15S型；タイテック社製）を用いて power level 5，50%dutyで 30

秒間破砕，30 秒間冷却の 10 サイクルで破砕した後，遠心分離（12,000×g，20 分）により上清

を回収した。上清は 20 mM MES緩衝液（pH 6.0）で平衡化した CM Toyopearl 650 M カラム

（3.0 cm × 20.0 cm，東ソー社製）に直接アプライした。流速は 50 mL/hで行った。得られた非

吸着画分を，20 mM MES緩衝液（pH 6.0）で平衡化した DEAE Sepharose FF カラム（3.0 cm 

× 20.0 cm，GE Healthcare & Bio Sciences社製）にアプライした。流速は 50 mL/hで行った。50 

mM NaClを含むMES緩衝液（pH 6.0）100 mLで洗浄した後， 50 mMから 0.4 M までの直

線的塩濃度勾配によりタンパク質を溶出した。活性が確認された画分を回収し，Amicon Ultra-

15 遠心フィルターユニット（Millipore社製）で濃縮するとともに 10 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）

で置換し，精製酵素溶液とした。酵素溶液は使用するまで-20°C で保存した。精製リコンビナ

ント酵素は 100 mL培養液から 10.2 mg得られた。 

 

第 5項 N末端アミノ酸配列解析 

N 末端アミノ酸配列は，プロテインシーケンサー（PPSQ-23A 型；島津製作所社製）を用いた

エドマン分解法により決定した。 

 

第 6項 精製リコンビナント AlPADの分子量測定 

ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE） は，15%（w/v）のアク

リルアミドゲルを用いた Laemmli 法（1970）に従って行った。サンプルはサンプルバッファー
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（終濃度 0.1% SDS含有）および β-メルカプトエタノール（終濃度 5％）と混合した後，3分間煮

沸処理を行い，アプライした。ゲル中のタンパク質の染色にはクマシーブリリアントブルーR250

を用いて行った。サイズマーカーとして PageRuler Unstained Protein Ladder （Thermo Fisher 

Scientific社製）を用いた。 

リコンビナント AlPAD の分子量は，Superdex 75 10/300 GL カラム（10×300 mm，GE 

Healthcare社製）を用いたゲルろ過クロマトグラフィーによって測定した。AKTA prime plus（GE 

Healthcare社製）を用いて，0.15 M NaCl を含む 50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）で平衡化した

本カラムにサンプルをアプライすることによってクロマトグラフィーを行った（流速 0.3 mL/min）。

サイズマーカーとして bovine serum albumin（66 kDa），ovalbumin（44 kDa）， carbonic 

anhydrase（29 kDa）および cytochrome c（12.4 kDa）を用いた。 

 

第 7項 PAD活性の測定 

フェノール酸脱炭酸活性（PAD活性）は，次のように測定した。基質（20 mM）は蒸留水に懸

濁し，1 M NaOHでpH 8.0に調製し，溶解させた水溶液を用いた。0.1 M MES緩衝液（pH 5.5）

を含む 5 mMの基質溶液に，酵素溶液を添加した反応溶液 1 mLを 40℃で保持した。反応溶

液に，5 M NaOH を 100 µL添加することによって酵素反応を停止させた。反応による生成物

の定量は，COSMOSIL 5C18-AR300 （ナカライテスク社製，0.46 mm × 150 mm）を用いた逆相

-高速液体クロマトグラフィー（RP-HPLC）により行った。移動相はアセトニトリル/0.05%リン酸

（7:3，v/v），カラム温度は 40°Cで。流速は 0.6 mL/minで行った。酵素反応溶液 10 µLはオー

トサンプラーによって， 上記カラムを装着した Prominence HPLC system（島津製作所社製）に

インジェクトされ，カラムクロマトグラフィーによって分離された生成物は SPD-M20A フォトダイ

オードによって検出された（検出・定量波長は 260 nm）。酵素活性の 1 ユニット（U）は，反応 1

分間当たり 1 µmolの 4-VG または 4-VP を遊離させる酵素量として定義した。CAの脱炭酸反
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応により生成される 4-ビニルカテコールは市販されていないため，CAを基質として使用した場

合の酵素活性は CAの分解速度として示した。タンパク質濃度は BCA タンパク質アッセイキッ

ト（Thermo Fisher Scientific社製）を用いて測定し，bovine serum albumin で作成した検量線に

基づき定量した。 
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第 3節 実験結果 

 

第 1項 A. luchuensisのフェノール酸脱炭酸酵素のクローニングおよびシーケンス解析 

 米ぬか培地で誘導を行った A. luchuensis ISH1 の PAD 候補遺伝子のクローニングは，total 

RNAから逆転写反応により合成した cDNAを鋳型に，A. luchuensis mut. kawachii IFO 4308

の PAD 候補遺伝子の配列を基に作製したプライマーを用いた PCR によって行った。得られ

た cDNAは 516塩基からなり，172アミノ酸残基をコードしていた（Fig. 2-1）。得られた推定アミ

ノ酸配列は，A. kawachii IFO 4308（accession no. GAA91255, AkPAD）および A. niger CBS 

513.88（XP_001390366, AnPAD）の推定 PAD と 99%の identity を示した。得られた A. 

luchuensis ISH1由来 PAD候補遺伝子を AlPAD（LC369499）とした。各種 PAD とのマルチプ

ルアライメントを Fig. 2-2 に示す。AlPAD と C. guilliermondii 由来 PAD（CgPAD, BAL04260）

（Huang et al., 2012b）とは 55%の相同性を示し，Lactobacillus plantarum 由来 PAD（LpPAD, 

PDB ID：2W2A）（Rodríguez et al., 2010 ）とは 21%と低い相同性を示した（Fig. 2-2）。LpPAD

（Rodríguez et al., 2010）の触媒作用に関与する 4 つの残基（Tyr18，Tyr20，Arg48 および

Glu71）は，AlPAD の Tyr23，Tyr25，Arg61 および Glu84 に対応する位置で保存されていた

（Fig. 2-2, 〇印）。AlPAD の N 末端領域は CgPAD より短く，LpPAD より長かった。C 末端領

域は LpPADより短かった。AlPADにおけるAsp29から Lys36の挿入部分は LpPAD（PDB ID: 

2W2A）の 1 番目と 2 番目の β-ストランド間のループ領域と一致している（Fig. 2-3）。さらに，

LpPAD における 4 番目の α-ヘリックスと 9 番目の β-ストランド間のループに位置する Tyr123

から Lys128 に対応する領域は，AlPAD において欠失していた。PAD の系統解析の結果，

PAD は真菌類において広く存在していることがわかったが，性質について調べられているの

は Cordyceps farinosa（Isaria farinosa）および C. guilliermondiiのみであった（Fig. 2-4.）。 
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Fig. 2-1. Nucleotide sequence and the predicted amino acid sequence of alpad gene.
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AlPAD 1 -------MPVVPSLKDTPFDTDIRDRHLIYDYAAQDAQGNPEKWRYEMWFYNEDRIVYAI 53

AkPAD 1 -------MPVVPSLKDTPFDTDIRDRHLIYDYAAQDAQGNPEKWRYEMWFYNEDRIVYAI 53

AnPAD 1 -------MPVVPALKDTPFDTDIRDRHLIYDYAAQDAQGNPEKWRYEMWFYNEDRIVYAI 53

CgPAD 1 MSYQPLIGVDAAQVPQEEFDQELKNKHFQYTYDNG--------WKYEFHVPNDKRIVYSI 52

LpPAD 1 ------------MTKTFKTLDDFLGTHFIYTYDNG--------WEYEWYAKNDHTVDYRI 40

AlPAD 54 HGGPMAGRKNFQTATYQCIRPGELWQCNWLEETGTICSLVYDIPRKRITTLLGFSKGHWE 113

AkPAD 54 HGGPMAGRKNFQTATYQCIRPGELWQCNWLEETGTICSLVYDIPRKRITTLLGFSKGHWE 113

AnPAD 54 HGGPMAGRKNFQTATYQCIRPGELWQCNWLEETGTICSLVYDIPRKRITTLLGFSKGHWE 113

CgPAD 53 HGGPMAGRHNFQTCYYQRVRKN-LWQVNWLEETGTVVSLILDIENKRITTFMAFSQGHWE 111

LpPAD 41 HGGMVAGRWVTDQKADIVMLTEGIYKISWTEPTGTDVALDFMPNEKKLHGTIFFPKWVEE 100

AlPAD 114 EAEAAHGDKRNAKDL-ERWRGL------ATIGKQTDRKLLSEQADILEDFRGPGDLEPID 166

AkPAD 114 EAEAAHGDKRNAKDL-ERWRGL------AAIGKQTDRKLLSEQADILEDFRGPGDLEPID 166

AnPAD 114 ESEAAHGDKRNAKDL-ERWRGL------ATIGKQTDRKLLSEQADILEDFRGPGDLEPID 166

CgPAD 112 HPEQAHGDKRE--DL-ERWREL------SRIGIATNRYLITEQASIDEIFEGRGDLPDIS 162

LpPAD 101 HPEITVTYQNEHIDLMEQSREKYATYPKLVVPEFANITYMGDAGQNNEDVISEAPYKEMP 160

AlPAD 167 MEWPTL------------ 172

AkPAD 167 MEWPTL------------ 172

AnPAD 167 MEWPTL------------ 172

CgPAD 163 LDLPTL------------ 168

LpPAD 161 NDIRNGKYFDQNYHRLNK 178

Fig. 2-2. Multiple sequence alignment of PADs.

Sequence comparison of A. kawachii IFO 4308 (AkPAD; GAA91255), A. niger CBS513.88 (AnPAD;

XP_001390366), C. guilliermondii (CgPAD; BAL04260), and L. plantarum CECT 748 (LpPAD; PDB

code 2W2A). Identical residues are shown in white with a black background. Similar residues are shown

in white with a gray background. Dashes indicate gaps. Possible catalytic residues in the PAD enzyme

from L. plantarum CECT 748 are indicated as open circles above the AlPAD sequence.
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A

B

α1

α2 α3 α4

α5

β1 β2 β3

β4 β5 β6 β7 β8

β9

N-ter.

C-ter.
α5

α4

α2
α3

α1

β1-3 β4-8

β9

Fig. 2-3. Amino acid sequence alignments of AlPAD and LpPAD, and secondary and

tertiary structure of LpPAD.

A. Amino acid sequence alignments of AlPAD and LpPAD. Red boxes and yellow arrows indicate α-

helices and β-strands, respectively, in LpPAD. B. Ribbon diagram of dimeric of LpPAD (PDB ID:

2W2A).
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第 2項 AlPADの異種発現と諸性質 

 AlPAD の酵素化学的諸性質を調べるために，AlPAD の大腸菌による発現を試みた。リコン

ビナント AlPAD は，陽イオンおよび陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによって均一に精製

された（Fig. 2-5および Table 2-2）。100 mLの培養液から 10.2 mgのリコンビナント体が得られ

BBC70792.1_phenolic acid decarboxylase_Aspergillus luchuensis

XP 025386386.1_phenol acid carboxylase_Aspergillus eucalypticola CBS 122712

OJZ82813.1_hypothetical protein_Aspergillus luchuensis CBS 106.47

XP 001390366.1_phenol acid carboxylase_Aspergillus niger CBS 513.88

GAA91255.1_phenol acid carboxylase_Aspergillus luchuensis IFO 4308

XP 023092287.1_unnamed protein product_Aspergillus oryzae RIB40

OQE91490.1_hypothetical protein_Penicillium nalgiovense

OBT72104.1_hypothetical protein_Pseudogymnoascus sp. 05NY08

XP 028488450.1_Calycin-like protein_Byssochlamys spectabilis

RAO68323.1_hypothetical protein_Talaromyces amestolkiae

XP 022577395.1_hypothetical protein_Penicilliopsis zonata CBS 506.65

CUI18215.1_ferulic acid decarboxylase_Cordyceps farinosa

XP 008603183.1_phenol acid carboxylase putative_Beauveria bassiana ARSEF 2860

OAA72948.1_Phenolic acid decarboxylase. Bacterial_Akanthomyces lecanii RCEF 1005

KAF7986800.1_hypothetical protein_Athelia sp. TMB

QIW99602.1_hypothetical protein_Peltaster fructicola

EME42546.1_hypothetical protein_Dothistroma septosporum NZE10

XP 016760928.1_uncharacterized protein_Sphaerulina musiva SO2202

KAF2087452.1_phenol acid carboxylase_Saccharata proteae CBS 121410

XP 037159446.1_uncharacterized protein_Letharia columbiana

RDW88245.1_hypothetical protein_Coleophoma cylindrospora

TVY18473.1_hypothetical protein_Lachnellula arida

PVH79656.1_hypothetical protein_Cadophora sp. DSE1049

KAF7530863.1_hypothetical protein_Neopestalotiopsis clavispora

XP 007830228.1_hypothetical protein_Pestalotiopsis fici W106-1

BAL04260.1_phenolic acid decarboxylase_Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii)

Q88RY7 LACPL_P-coumaric acid decarboxylase_Lactobacillus plantarum

WP 012009245.1_phenolic acid decarboxylase_Bacillus pumilus100
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Fig. 2-4. Phylogenetic analysis of PAD.

Bold fonts indicate enzymes that have been characterized. Red arrow indicates AlPAD. The

evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method (Saitou & Nei, 1987). The

optimal tree with the sum of branch length = 4.44 is shown. The percentage of replicate trees in

which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next

to the branches (Felsenstein, 1985). The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same

units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary

distances were computed using the Poisson correction method (Zuckerkandl & Pauling, 1965) and

are in the units of the number of amino acid substitutions per site. This analysis involved 28 amino

acid sequences. All ambiguous positions were removed for each sequence pair (pairwise deletion

option). There were a total of 203 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were

conducted in MEGA X [Kumar et al., 2018.]
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た。リコンビナントタンパク質の N 末端配列 5 残基はプロテインシーケンサーによって PVVPS

であると決定されたことから，リコンビナントAlPADのN末端のメチオニン残基は翻訳後に取り

除かれていることがわかった。次に，SDS-PAGE を用いて AlPAD の分子サイズを測定したとこ

ろ，約 19.4 kDa と算出され（Fig. 2-6A），理論値（Pro2-Leu172: 19,888 Da）とほぼ一致している

ことがわかった。精製酵素をゲルカラムクロマトグラフィーに供した結果，約 35.6 kDa と算出さ

れたことから，AlPAD はホモダイマーであることが示唆された（Fig. 2-6B）。FA を基質として用

いた場合，AlPAD の最適 pH および最適温度は，約 pH 5.7 および 40°C だった（Fig. 2-7A, 

C）。AlPADは pH 4.5から 9.5（25℃，18時間処理）まで，50°C（pH 6, 1時間処理）まで安定で

あった（Fig. 2-7B，D）。 

 



21 

 

 

 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

1 11 21 31 41

A
2

8
0

E
n

zy
m

e 
a

ct
iv

it
y

 (
⊿

A
3

2
2

/m
in

)

Fraction No.(10 ml/tube)

N
a
C

l
(M

),

0.1

0.2

0.3

0.4

0
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obtained by the chromatography.

(A) Open circles indicate FA decarboxylase activity as decreasing rate at A322 per min, corresponding

to convert FA to 4-VG. Closed circles indicate protein concentration as A280. Adsorbed proteins were

eluted with a linear gradient of 0.05-0.4 M NaCl (dotted line) in 20 mM MES buffer (pH6.0). (B) Lane

M, PageRuler Unstained Protein Ladder; lane C, cell free extract of E. coli having expressed

recombinant AlPAD; lane 28 to 37 were fraction No. in the chromatography.
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Table 2-2. A summary of typical purification of recombinant AlPAD.

Procedure

Total 

volume

(ml)

Total 

protein

(mg)

Total 

activity

(U)

Specific 

activity

(U/mg)

Yield

(%)
Fold

Cell free extract 5.8 80.8 51,297 635 100.0 1.00

CM Toyopearl 650M 38.0 67.3 33,056 491 64.4 0.77

DEAE Sepharose FF 40.0 15.5 30,657 1,974 59.8 3.11

Amicon Ultra-15 4.0 10.2 24,376 2,389 47.5 3.76
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Fig. 2-6. Estimation of the molecular mass of the purified recombinant AlPAD protein.

(A) SDS-PAGE analysis. M and P indicate the size marker standard and the purified recombinant

AlPAD gel lanes, respectively. (B) Gel-filtration column chromatography analysis. Size marker proteins

(closed circles) and the purified recombinant AlPAD protein (open circle).
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第 3項 基質特異性およびカイネティックパラメーター 

 PCA，FA および CA に対するリコンビナント AlPAD のカイネティックパラメーターは，

Lineweaver–Burk plotを用いて算出した（Fig. 2-8）。Km，kcatおよび触媒効率（kcat/Km）の値から

判断すると，今回使用した基質の中では，AlPADは FA と PCAに対する触媒効率が高く，CA

に対しては，これらよりも明らかに低いことが分かった。FA と PCA を比較すると，PCA に対す

る触媒効率がやや高かった（Table 2-3）。 
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Fig. 2-7. Effect of pH and temperature on the FA decarboxylase activity and stability of

AlPAD.

(A) The pH–activity was measured at 40C using FA as a substrate in various 50 mM buffers including

sodium citrate (open circles), sodium acetate (open triangles), MES (filled triangles), sodium phosphate

(open squares), and Britton–Robinson universal buffer (filled squares) under different pH conditions. The

pH in each reaction mixture was measured at 40C at the start of the experiments. The average values are

expressed as percentages, setting the maximum activity as 100%. (B) The effect of pH on enzyme

stability was examined by measuring the residual activity following incubation at 25C for 18 h under

various pH conditions. (C) The effect of temperature on enzyme activity was examined following

incubation at various temperatures for 10 min. (D) The effect of temperature on enzyme stability was

examined by measuring residual activity in 10 mM sodium phosphate buffer, pH 6.0, for 1 h following

incubation at various temperatures.
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Fig. 2-8. Lineweaver-Burk plot against FA (A), PCA (B), and CA (C) .

(A) Reaction mixtures, contained various concentrations of ferulic acid, 0.1 M MES buffer (pH 5.5) and

31.8 nmol of enzyme protein in a total volume of 1.0 ml, were reacted at 40℃ for 10 min. (B) Reaction

mixtures, contained various concentrations of p-coumaric acid, 0.1 M MES buffer (pH 5.5) and 31.8

nmol of enzyme protein in a total volume of 1.0 ml, were reacted at 40℃ for 10 min. (C) Reaction

mixtures, contained various concentrations of caffeic acid, 0.1 M MES buffer (pH 5.5) and 254.2 nmol of

enzyme protein in a total volume of 1.0 ml, were reacted at 40℃ for 10 min.
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第 4項 活性に対する金属イオンおよび化学試薬の影響 

酵素反応は FA を基質として，様々な陽イオン（各 1 mM）の存在下で 40°C，10分間反応さ

せた（Table 2-4）。Cu2+，Hg2+，Fe2+および Fe3+イオンは完全にまたはほぼ完全に反応を阻害し

た。Zn2+および Al3+イオンはコントロールの反応と比較して，それぞれ約 68%および 63%酵素

活性を阻害した。Na+，K+，Li+，Mg2+，Ca2+，Mn2+，Co2+およびNi2+は影響しないまたはわずか

な阻害効果しか示さないことがわかった。 

化学試薬の AlPAD の酵素活性に与える影響は Igarashi ら（1998）の方法で調べた。Table 

2-5に示すように，酵素活性はジエチルピロカーボネイト（DEPC, 1 mM）および 4-クロロ水銀安

息香酸（PCMB, 0.5 mM）によって完全に阻害されたが，N -エチルマレイミド（1 mM），ヨード酢

酸（0.5 mM），EDTA（1 mM）および PMSF（1 mM）は，ほぼ影響を与えないことがわかった。N-

ブロモスクシイミド（0.1 mM）は 39%の阻害を引き起こすことがわかった。 

 

Substrates
Kinetic parameter

Km (mM) kcat (s-1) a kcat/Km (s
-1mM-1)

FA 8.65 750 86.8

PCA 6.63 1122 169.3

CA 36.92 140 3.80

a The values were calculated assuming the theoretical molecular

weight as 39,776 (homo dimer)

Table 2-3. Kinetic parameters of AlPAD
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Table 2-4. Effect of metal ion on the enzyme activity.

Irons (1 mM) Relative activity (%) a

Control 100.0  1.08

NaCl 101.0  0.11

KCl 100.0  0.36

LiCl 99.4  0.36

MgSO4 97.8  1.43

CaCl2 97.5  1.12

MnCl2 96.4  1.02

CoCl2 96.7  0.86

ZnSO4 31.9  0.79

NiSO4 89.7  0.88

CuCl2 0.0  0.00

HgCl2 1.3  0.01

AlCl3 36.7  0.45

FeCl2 6.5  0.28

FeCl3 4.0  0.02

a The values are the means of three experiments with SD and shown as the

percentages of the activity without additives, which is taken as 100%
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Table 2-5. Effects of chemical reagents on the enzyme activity.

a The activity was measured after the enzyme had been treated with each chemical reagent for 20 min at

the indicated pH and temperature in the suitable buffer. The treatment conditions were 25℃ and at pH

6.0 in 10 mM phosphate buffer, and a 0.1 ml aliquot was used for the determination of the residual

activity under the standard assay conditions. The values are the means of three experiments with standard

deviation (SD) and shown as the percentages of the activity without additives, which is taken as 100%
b Treated for 20 min at 25℃ and at pH 5.0 in 10 mM acetate buffer
c Treated for 20 min at 4℃ and at pH 5.0 in 10 mM acetate buffer

Chemical regents
Concentration 

(mM)

Relative activity a

(%)

No addition 100.0  3.08

EDTA 1.0 99.3  2.65

PMSF 1.0 97.6  3.16

DEPC 1.0 89.4  2.19

Iodoacetate 0.5 96.6  5.91

PCMB b 0.5 2.4  2.45

N-Ethylmaleimide 1.0 99.7  4.82

N-Bromosuccinimide c 0.1 60.7  3.59
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第 4節 考察 

 

AlPADは，酵母である C. guilliermondiiの PAD と 55%ほどの配列類似性を示した（Fig. 2-

2）。AlPAD の配列は，相同性はあまり高くはないが細菌類の PAD の配列と類似していた。

Mukaiら（2010）は，フェニルアクリル酸脱炭酸酵素遺伝子（PAD1，YDR538W）およびフェルラ

酸脱炭酸酵素遺伝子（FDC1，YDR359W）の両方が S. cerevisiaeにおいてフェニルアクリル酸

（フェノール酸と同義）の脱炭酸に必須であることを報告している。AlPAD は，S. cerevisiae の

Pad1p または Fdc1p と相同性を示さない。A. luchuensisのゲノムには，S. cerevisiaeの PAD1 と

62%の相同性を有する推定フェニルアクリル酸脱炭酸酵素（GAA90863）および S. cerevisiae

の FDC1 と 49%の相同性を有する推定 3-オクタプレニル-4-ヒドロキシ安息香酸カルボキシリア

ーゼ（GAA90861）をコードする遺伝子が存在する。今後，これらの遺伝子が A. luchuensis で

発現し，FAから 4-VG を生産する機能をもつのかどうか調べる必要がある。 

DEPC および N-ブロモスクシイミドは，それぞれ強いまたは中程度の阻害を引き起こした。

マルチプルアライメントは，いくつかの保存されたヒスチジンおよびトリプトファン残基を持つこと

がわかった。これらの結果は，ヒスチジンおよびトリプトファン残基が酵素の触媒または安定性

に寄与している可能性があることが示唆された。Cu2+およびHg2+などの重金属イオンや PCMB

が AlPAD の活性を完全に阻害したことから，システイン残基の活性への関与が示唆された。

一方で，ヨード酢酸および N-エチルマレイミドは有意な阻害効果を示さなかったため，システ

イン残基の触媒作用への寄与は明らかにできなかった。酵母の CgPAD でも同様の結果が得

られている（Huang., 2012a）。 

末端の長さおよび内部配列に関して PAD 間にいくつかの違いがあるが，内部の挿入領域

および欠損領域は LpPAD においてループ領域に位置している。従って，AlPAD，CgPAD お

よび細菌の PAD はコア構造が類似している可能性があることがわかった。リコンビナント
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AlPAD はホモダイマーであり，Brettanomyces anomalus（Edlin et al., 1998）および C. 

guilliermondii（Huang et al., 2012b）などの酵母や，Bacillus subtilis（Cavin et al., 1998），

Bacillus pumilus（Zago et al., 1998）および L. plantarum（Rodríguez et al., 2010）などの細菌の

PAD と類似している。系統解析の結果，PAD は真菌類に広く分布していることから，何かしら

の生理的な役割があるのではないかと考えられた。AlPAD は FA，PCA および CA の脱炭酸

をそれぞれ 100:150:19の相対比で触媒していた。C. guilliermondii，B. anomalus，B. pumilus

および L. plantarumの PADでは，それぞれ FA:PCA:CA=100:95:64，100:38:32，100:95:64お

よび 100:1316:1374 であった（Huang., 2012a; Edlin et al., ; Cavin et al., 1998; Rodríguez et al., 

2008）。これらの知見から，AlPAD は CgPAD および細菌類 PAD と同様の触媒機構および類

似した三次元構造を有するが，詳細な基質認識が異なることがわかった。 

AlPADは 4°Cのとき，最適温度 40°Cで検出された活性の約 40%の活性を示した。低温環

境下でも十分な活性を持つ特徴は，C. guilliermondii（Huang et al., 2012a）や B. pumilus（Zago 

et al., 1995）などの他の微生物に由来する PAD にも見られた。また，AlPAD は 50°Cで 60 分

間加熱後，100%の活性を保持していた。CgPAD は 50°C で 20 分間インキュベート後の残存

活性は 10%未満（Huang et al., 2012a），B. pumilus由来 PADは 42°Cで 30分間インキュベー

トすることによって完全に失活（Zago et al., 1995），Bacillus sp. BP-7由来 PADは 50°Cで 40

分間インキュベート後の残存活性は 47%であった（Prim et al. 2003）。その他のほとんどの細菌

の PADの熱安定性はさらに低かった。従って，AlPAD酵素は真菌および細菌の PADの中で

比較的に熱安定性があることがわかった。泡盛醸造において製麹中の温度は 35-40°Cに保た

れている。従って，AlPAD の熱安定性は醸造工程において FA の脱炭酸活性を維持すること

ができることがわかった。 

AlPADは pH 4.0以下，pH 8.0以上では FAD活性を示さなかった。泡盛醸造における麹お

よびモロミは，A. luchuensis が生成するクエン酸によって通常 pH 3.5 程度になっている。従っ
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て，AlPAD は泡盛醸造中，細胞外では FAD 活性を触媒することができないことがわかった。

AlPAD はシグナル配列が無いことから，細胞質に存在すると考えられる。Hesse ら（2002）は，

クエン酸存在下で細胞外 pHを 1.5から 7.0の間で変化させたときの A. nigerの細胞質内が常

に pH 7.6 を維持することを報告している。このことから，AlPADは A. luchuensisの細胞質にお

いて FAD活性を発揮することが示唆された。 

酵素反応による生成物である 4-VG は，食品，飲料，医薬品および香水に使用されている

最も重要な芳香族のフレーバー化合物の一つであるバニリンの前駆体である。従って，

AlPAD のような中温性酵素は，広い pH および温度範囲で活性が安定しており，産業利用に

有益である可能性があると考えられた。 
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第 3章 黒麹菌における AlPADの発現・機能解析および誘導物質の探索 

 

第 1節 緒言 

 

 第 2 章で示した通り，大腸菌で生産されたリコンビナント AlPAD は，FA を脱炭酸して 4-VG

に変換する触媒活性を有していた。しかしながら，本酵素遺伝子が Aspergillus luchuensis の

菌体やそれを生やした麹で発現・機能しているかは明らかでなかった。 

麹の原料である米は主に胚乳，胚芽およびぬかの 3 つの構造から成り立っている。胚乳と

ぬかに含まれている炭水化物は，それぞれ約 70%および 50%含まれている（Fig. 3-1A，B）。

胚乳の炭水化物はほぼデンプンで構成されており，それに対してぬかは細胞壁成分が多く含

むことが知られている（Fig. 3-1C，D）。精米歩合が小さくなるほど，タンパク質や脂質，細胞壁

成分の含有量が減少していく。 

製麹中の A. luchuensis は，栄養源を求めて米の表面から中心に向かって菌糸先端から

様々な分解酵素を分泌しながら菌糸を伸ばしていく。米中のタンパク質を資化するために

種々のプロテアーゼを生産し，デンプンを資化するために大量のα-アミラーゼやグルコアミラ

ーゼを分泌する。その他にも米細胞壁の主成分であるセルロースやキシランを分解するため

に，セルラーゼやキシラナーゼを分泌する。イネ目の主要なキシランはグルクロノアラビノキシ

ランで構成されており（Fig. 1-2），このアラビノース残基の O-5 位に FA がエステル結合してお

り（Shibuya et al., 1984），A. luchuensis の分泌するフェルラ酸エステラーゼ（Fae）がこのエステ

ル結合を切って，FA を遊離させることが知られている（Koseki, et al., 1998）。AlPAD遺伝子の

発現は基質である遊離 FA によって誘導されることが予測された。一方，Aspergillus nidulans

のエンドキシラナーゼをコードする遺伝子（xlnA）の発現がキシロースによって誘導されること

（Orejas et al., 1999），Aspergillus nigerのフェルロイルエステラーゼをコードする遺伝子（faeA）
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の発現がキシロースと FAによって誘導されることが報告されている（de Vries et al., 1994）。これ

らのことから，AlPAD 遺伝子の発現は FA だけで無く，他の米細胞壁成分によっても誘導され

る可能性がある（Fig. 3-2）。 

本章では，AlPAD が A. luchuensis の菌体で発現・機能しているかを確かめるために，

AlPAD の FA および細胞壁成分を多く含む米ぬかによる誘導性を，静止菌体反応によって調

べた。次に，米ぬかに含まれる誘導物質の探索を行った。また，実際に AlPAD が製麹中に発

現して FAD活性に寄与しているのかを調べるために，細胞壁成分を多く含む二分搗き玄米を

用いて製麹を行い，製麹時間毎に FAD活性および AlPAD量の定量を行った。 
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Fig. 3-2. Estimated pathway for 4-VG production from rice cell wall.
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第 2節 実験方法 

 

第 1項 材料および試薬 

 ジャポニカ米（精白米）とその米ぬかは，RICE SHOP舞姫で購入した鹿児島県産ヒノヒカリを

使用した。米ぬかは篩（IIDASEISAKUSHO社製）を用いて 149 µm以下の粒子径のものを用

いた。ジャポニカ米の精白米はクダッカー（SCM-50 型，SIBATA 社製）を用いて粉砕し，米ぬ

かと同様に 149 µm以下の粒子径のものを米粉として用いた。 

FA 脱炭酸活性（FAD 活性）の誘導試験には，Oshoma ら（2005）の米ぬか培地を参考に，2 

M H2SO4 で pH 4.0 に調製した基礎培地［0.2% (NH4)2SO4，0.1% KH2PO4，0.01% MgSO4・

7H2Oおよび 0.001% Tween 80］を用いた。転写誘導試験には，最少（MM）培地（0.6% NaNO3，

0.15% KH2PO4，0.05% KCl，0.05% MgSO4・7H2O，1% グルコースおよび 0.2% Hutner’s trace 

elements）を 5 M KOHで pH 5.5に調製した培地を用いた。 

抗 AlPAD ウサギ抗体は（株）医学生物研究所に作成を委託した。2 次抗体は Jackson 

Immuno Reseach 社製のペルオキシダーゼ標識抗ウサギ IgGヤギ抗体を用いた。その他試薬

は一般に販売されている特級またはそれに準ずる試薬を使用した。 

 

第 2項 静止菌体反応 

FA（1 mM），米ぬか（1%）および米粉（1%）は誘導物質候補として用いた。グルコース（2%）

はコントロールとして用いた。菌体は 1 L容三角フラスコに 100 mLの基礎培地を用いて 30°C，

5 日間，振とう培養した。培養菌体はブフナーろ過器を用いてろ紙で菌体を回収し，生理食塩

水を用いて洗浄した。洗浄後，水分を取り除くためにろ紙を用いて回収し，FAD活性を検出す

るための静止菌体反応に用いた。4 mM FA を含む生理食塩水を菌体湿重量に対し 10 倍量

（v/w）添加し，その混合液を静置，30°C で保温した。上清を 0，3，12，24 および 36 時間後に
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回収し，第 2章 第 2節 第 7項と同様の方法で 4-VG を定量した。 

 

第 3項 米および米ぬか中の FAの定量 

 フェルラ酸の定量は Shibuya（1984）の方法に従って行った。白米または米ぬか（それぞれ

0.5 g）はマルチビーズショッカー（安井機器社製）を用いて 3,000 rpm，30 秒間メタルコーンを

用いて数回破砕した。破砕により得られた粉末 0.1 gに対し 5 mL の 0.5 M NaOH を加えて，

60°C，90分間温置した。次に，1.5 mLの 6 M HClを混合液に添加し，撹拌した後 0.8 mLの

1-ブタノールを添加した。混合液を激しくボルテックスした後，混合液を遠心分離（3,000×g，

10 分，25°C）した。有機相を回収し，他のチューブに移した。残った水相に，1-ブタノール（0.3 

mL）を添加し，その混合液を上記と同様の条件でボルテックスおよび遠心分離を行い，有機

相を回収した。得られた有機相は先に回収していた有機相と混合し，FA抽出サンプルとした。 

 サンプル溶液中の FA量は，第 2章 第 2節 第 7項と同じカラムと HPLC機器を用いて，次

に示す条件で定量した。溶出は溶液 A（50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液，pH4.0）および溶液 B

（50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液，pH 4.0/メタノール，1:9，v/v）のグラジェントで，流速は 0.6 

mL/min，カラム温度は 40℃で行った。B溶液 15%で 20分間平衡化を行ったカラムに対し，サ

ンプル溶液 10 µL をオートサンプラーによってインジェクトした後，B 溶液 35 分間で 15 から

100%のリニアグラジェントで分離を行った。FAの検出は 322 nmで行った。 

 

第 4項 米粉およびグルコースの FAD活性への影響 

上記第 1項に示す基礎培地に終濃度 0.5 mM FA と 1または 0.1%の米粉またはグルコース

をそれぞれ添加した培地で培養した菌体を用いて，上記第 2 項と同様の方法で静止菌体反

応を行った。 
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第 5項 麹の調製 

二分搗き玄米（ジャポニカ）1 kg を水に 6 時間浸漬した。次に水切りを行い，30 分間蒸煮し

た。40°C まで冷却した後，A. luchuensis ISH1の種麹を混合した。製麹中の温度は，0～24時

間は 38°C，24～30 時間は 36°C，30～68 時間は 34°C で行った。製麹開始から 30，35，43，

46，56 および 68 時間後に麹の一部を回収した。麹を液体窒素で冷凍した後，マルチビーズ

ショッカー（安井機器）を用いて， 2,000 rpm，30 秒間，メタルコーンを用いて数回破砕した。

破砕する度に，液体窒素で麹とメタルコーンを含むチューブ全体を冷却し，凍結状態を維持し

た。破砕により得られた麹の粉末を 2 倍量（液量/麹の粉末の重量）の抽出緩衝液（0.1 M リン

酸ナトリウム緩衝液，pH 7 ; 1 mM EDTA ; 1 mM PMSF）と混合し，4°Cで 1時間抽出を行った。

次に，混合液を遠心分離（12,000×g，10 分，4°C）し，その上清を無細胞抽出液（CFE）として

用いた。CFEは FAD活性試験およびウエスタンブロッティングを用いた AlPADの定量に使用

した。 

 

第 6項 麹中の菌体量の定量 

1） 米麹中の菌糸体は，藤井らの方法（1992）を用いて，菌糸体の細胞壁の N-アセチルグル

コサミン（GlcNAc）の量として定量した。約 5 gの米麹を 100°Cのオーブンで 1時間乾燥させ，

メタルコーンとマルチビーズショッカーを用いて粉砕した。粉砕した麹（0.1 g）を 50 mM リン酸

ナトリウム緩衝液（pH 7.0） 1 mLで 3回洗浄し，懸濁液を 10,000×g，10分間遠心分離した。

ペレットを 1 mg/mLの Yatalase（Takara Bio社製）を含む 1 mLの 50 mM リン酸ナトリウム緩衝

液に再懸濁し，37°Cで 1時間インキュベートした。次に 10,000×g，10分間遠心分離を行い，

上清に含まれる GlcNAcの量を次に示す Reissig ら（1955）の方法によって測定した。 

2） Reissig法による GlcNAcの定量 

 遊離した GlcNAcを Reissig法で測定した。上記第 6項で調整した上清 200 µLに 0.8 M 四
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ホウ酸カリウム水溶液を 40 µL混合し，3分間煮沸後，常温まで冷却した。次に pDMAB試薬

1.2 mLを混合し，37°Cで 20分間保温し発色させた。その後，常温まで冷却し 585 nmの吸光

度測定し，GlcNAc の量を定量した。pDMAB 試薬は p-ジメチルアミノベンズアルデヒド

（pDMAB）10 g を 10 N HCl : 氷酢酸 = 12.5 : 87.5 (v/v) の溶液 100 mLに溶解して冷蔵保

存したものを，使用直前に氷酢酸で 10倍希釈したものを用いた。検量線は，0.039-125 µg/mL

の濃度の GlcNAcを用いて作成した。サンプルは検量線内に収まるように適宜希釈した。 

 

第 7項 ウエスタンブロッティング 

ウエスタンブロッティングは以下の手順で行った。タンパク質サンプルを SDS-PAGE によっ

て分離した後，Kyhse-Andersen らのバッファーシステム（1984）を用いてポリフッ化ビニリデン

（PVDF）メンブレンにエレクトロブロッティングした。ブロッティングは EzFastBlot を用いて添付

のプロトコールに従って行った。電流は 6 mA/cm2，通電時間は 7 分で行った。ブロッティング

後，PBSで軽くすすぎを行い，5%スキムミルク（PBS溶液）を用いて室温で 1時間ブロッキング

を行った。次に，T-PBS（0.05 % Tween20 含有 PBS）で洗浄後，1 次抗体（ポリクローナル抗

AlPAD抗体）を Can Get Signal（TOYOBO社製）の Solution 1で 2,000倍希釈し，1時間室温

で反応させた。次に T-PBS で洗浄後，二次抗体（ポリクローナル抗 AlPAD 抗体）を Can Get 

Signal（TOYOBO 社製）の Solution 2 で 5,000 倍希釈し，1 時間室温で反応させた。バンドは

Clarity Western ECL Substrate（Bio-Rad Laboratorie 社製）を化学発光試薬として使用し，

ImageQuant LAS 4000 mini-luminescence image analyzer（GE Helthcare社製）を用いて可視化

した。ウエスタンブロッティングによるタンパク質のバンドの化学発光強度は AlphaView 

Software（ProteinSimple社製）を用いて定量した。 

 

 



39 

 

第 8項 米ぬか熱水抽出物で培養した菌体による FAD活性測定 

蒸留水，2 M H2SO4で pH 4に調製した蒸留水，および基礎培地（第 1項参照）にそれぞれ

1%米ぬかを添加し，オートクレーブにて 121°C，15 分で熱水抽出したものを，それぞれ水抽

出物，pH 4 抽出物および基礎培地抽出物とした。各抽出物は 12,000×g，5 分，25°C で遠心

分離を行い，得られた上清をろ紙（No. 2，ADVANTEC 社製）を用いてブフナーろ過器により

吸引・ろ過した。ろ液を 12,000×g，5分，25°Cで遠心分離を行い得られた上清を 0.45 µm フィ

ルター（セルロース混合エステル）で吸引ろ過した。そのろ液をクリーンベンチ内で 0.22 µm フ

ィルター（ポリエーテルスルホン）でろ過滅菌し，乾熱滅菌した 1 L 容三角フラスコに 100 mL

入れた。また，比較として基礎培地に 1%米ぬかを添加し，オートクレーブ（121℃， 15分）した

1%米ぬか含有基礎培地を作成した。各抽出液を培地として使用し，上記第 2項と同様の方法

で培養および静止菌体反応を行った。 

 

第 9項 米ぬか熱水抽出物中の AlPAD誘導物質の精製 

2 M H2SO4で pH 4に調製した蒸留水 1 Lに米ぬか 1%を添加し，オートクレーブにて 121°C，

15 分で熱水抽出した。得られた熱水抽出物を透析チューブ（14,000 カット）に入れ，2 L の蒸

留水で透析を一昼夜行い，透析外液を回収した。透析内液は透析チューブごと，もう一度 2 L

の蒸留水で透析を一昼夜行い，透析外液を回収し，上記の透析外液と混合した。得られた透

析外液 4 L をエバポレーターにて 660 mL まで濃縮したものを低分子画分とした。次に，蒸留

水で平衡化した DIAION HP20（3×20 cm，Supelco 社製）に低分子画分 500 mL を流速 23 

mL/minで流した。低分子画分を DIAION HP20 に添加後，蒸留水を 500 mL添加した。始め

の 50 mL を除く 1 L の DIAION 非吸着画分を得た。次に，蒸留水で平衡化した Hi-Flash 

column ODS-L（26×100 mm，山善社製）に流速 5 mL/minで DIAION非吸着画分 800 mL を

添加し，その後，蒸留水 800 mL を添加した。始めの 15 mL を除く ODS非吸着画分 1.6 L を
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得た。次に，得られたODS非吸着画分 1.6 Lをエバポレーターを用いて 50 mLまで濃縮した。

次に，70%アセトニトリルで平衡化した TSKgel Amide-80（21.5×300 mm，東ソー社製）に流速

5 mL/min で濃縮した ODS 非吸着画分を 2.4 mL アプライし，フラクションコレクターを用いて

25 mLずつ分画し，始めの 25 mLのフラクションを除く 11本を採取した。これを繰り返し，各フ

ラクションをエバポレーターを用いて乾固し，50 mL の蒸留水に溶かし， 2 M H2SO4で pH 4

に調製した後，121°C，15 分間オートクレーブしたものを培地として用いた。各フラクションの

FAの脱炭酸反応の誘導活性（FAD誘導活性）の測定は，上記の第 2項と同様の方法で静止

菌体反応により行った。 

 

第 10項 フェノール酸類の検出 

 上記の第 9項の TSKgel Amide-80カラムから得られた各フラクション 100 µLに対し 5 mL の

0.5 M NaOH を加え，上記第 3 項と同様の方法で，各フラクションに含まれるフェノール酸類

（PCAおよび FA）の検出を行った。 

 

第 11項 HPAEC-PADを用いた単糖の分析 

 カラムはCarboPac PA1（4×250 mm，サーモフィッシャー社製），ガードカラムはCarboPac PA1

（4×50 mm，サーモフィッシャー社製）を用いた。溶離液Aは超純水，溶離液Bは 0.4 M NaOH

溶液，溶離液 C には 0.5 M 酢酸ナトリウム溶液を用いた。溶離液 A に対して 3.5%の溶離液

Bで平衡化したカラムに対し，サンプルを 25 µL をアプライした。グラジエントプログラムは次の

ように設定した。0-12.5 分は溶離液 B 3.5%でアイソクラティック，12.5-13.2 分は溶離液 B 3.5-

6%でリニアグラジエント，13.2-25分は溶離液 B 6-25%，溶離液 C 0-50%でリニアグラジエント，

25-31.25分は溶離液 B 5%，溶離液 C 50%でアイソクラティックとした。流速は 1 mL/min，カラ

ム温度は 30°Cで行った。スタンダートとして，各単糖 0.1 mM溶液を用いた。 
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第 12項 ESI-MS分析 

ESI-MS分析は，ACQUITY UPLC H-Classシステム（ウォーターズ社製）を用いて，インフュ

ージョンで行った。溶媒は 2-プロパノールに 0.2 µm PTFE フィルター済みの酢酸アンモニウム

溶液を終濃度 50 mM，氷酢酸を 0.05%になるように添加した。スタンダードとしてグルコースと

イソマルトースをそれぞれ終濃度 0.1 mMになるように溶媒に添加したものを用いた。サンプル

は溶媒 990 µLに 10 µL添加して分析を行った。分析条件は ESIポジティブモードでイオン化

した。 

 

第 13項 TLCによる糖の検出 

TLC はメルク社製の TLC アルミニウムシート（シリカゲル 60）を用いた。TLC の下から 1 cm

のところに 5 mm 間隔で各種標準試薬を最終的に約 10 ng になるように 1 µL ずつスポットし

た。サンプルは 10 µL を 1 µLずつスポットした。1 µL スポットするごとにドライヤーを用いて乾

かした。その後，展開溶媒［1-ブタノール：2-プロパノール：蒸留水＝10：5：4（v/v/v）］を充満さ

せた容器にTLCシートを入れ，約 90分間展開させた。展開後，ドライヤーを用いて乾かした。

この操作を 3 回繰り返した。次に，TLC を乾かしてからジフェニルアミン-アニリン溶液（ジフェ

ニルアミン 0.2 g，アニリン 200 µL，アセトン 10 mL，リン酸 1 mL）を噴霧し，ドライヤーを用い

て乾かし，その後ホットプレート上で 180°C で発色するまで加熱した。続いて，非還元糖を検

出するために，発色試薬（メタノール：硫酸＝50：1）を表の面に噴霧し，上記と同様に発色させ

た 
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第 14項 HPAEC-PAD を用いたグルコース，フルクトースおよびスクロースの定量 

カラムは上記第 11 項と同様のカラムを用いた。溶離液 A は超純水，溶離液 B は 0.4 M 

NaOH溶液を用いた。分離は溶離液 Aに対して 37.5%の溶離液 Bを用いたアイソクラティック

モード，流速 1 mL/min，カラム温度 30°Cで行い，サンプルは 25 µL注入した。 

 

第 15項 フルクトースおよびスクロース培養菌体による静止菌体反応試験 

 上記第 1項に示す基礎培地に終濃度 0.5 mMのフルクトースおよびスクロースを添加した基

礎培地で培養した菌体を用いて，上記第 2項と同様の方法で静止菌体反応を行った。 

 

第 16項 転写誘導試験 

菌体は，1×106個の分生子を 1 L容三角フラスコに 100 mLのMM培地に添加し，30°C，

16時間，振とう（100 rpm）により培養した菌体を転写誘導試験に用いた。培養菌体はブフナー

ろ過器を用いてミラクロス（ポアサイズ 22-25 µm）で菌体を回収し，グルコースが入っていない

MM培地を用いて洗浄した。洗浄後，1.5 mM FA含有MM培地（Glc抜き） 100 mLに菌体

を添加し，30°C で 1，3，4 および 6 時間振とう（100 rpm）した。菌体を上記と同様の方法で回

収し，液体窒素で冷凍後，-70°C で保存した。冷凍した菌体は乳鉢と乳棒を用いて液体窒素

存在下ですり潰した。粉末にした菌体から SV Total RNA Isolation System（Promega 社製）の

キットを用い，キットのプロトコールに従い，RNAを抽出した。cDNAの合成は，100 ngの total 

RNA を鋳型に SuperScript IV VILO Master Mix（Thermo Ficher社）を用いて行った。合成し

た cDNAを鋳型に定量 PCR（qPCR）を行った。qPCRは Bright Green 2×q PCR ROE（Applied 

Biological Materials 社製）を用いてリアルタイム PCR システム（Step One Plus 型，Applied 

Biosystem社製）にて定量した。qPCRに使用したプライマーを Table 3-1に示す。検量線に用

いた鋳型（actin および alpad）は 102~108コピー/µL になるように調製し，cDNA は 101~104倍
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希釈したものを用いて，絶対定量法により転写量を測定した。転写量の補正はアクチンを用い

て行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Sequence(5’ to 3’)

actin_F GGTATGGGTCAGAAGGACTC

actin_R CTCCATGTCATCCCAGTTCG

AlPAD_F ATCCGTTTGCTTGCCAATCG

AlPAD_R AAGGGACATTGGGAGGAAGC

Table 3-1. Sequence of primer
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第 3節 実験結果 

 

第 1項 AlPADの誘導性試験 

 AlPAD の誘導性を調べるために，最初に YPDや Czapek-Dox brothなどのいくつかの複合

培地に 1 mM FA を添加し，得られた培養菌体で FAD活性を測定したところ，ほとんど検出さ

れなかった。次に，硫酸アンモニウムなどの栄養素と少量のミネラルに米ぬかを添加した米ぬ

か基礎培地を使用した（Oshoma et al., 2005）。米ぬかには FA を含むヘミセルロースおよびリ

グニン化合物が豊富に含まれており，これらは PAD の基質前駆体および基質であるため，

AlPADの誘導物質となることが期待された。予備実験では，Oshomaらの米ぬか培地で培養し

た菌体は強いFAD活性を示した。よって，この培地を参考に調製した基礎培地に1%米ぬか，

1%米粉，1 mM FA または 2%グルコースを含む培地を調製し，誘導実験を行った（Fig. 3-3）。

その結果，1%米ぬかで培養した菌体の FAD活性は最も高かった。1 mM FAにおいては FAD

活性を誘導したが，1%米ぬかよりも低かった。対照的に，1%米粉と 2%グルコースでは，ほと

んど FAD 活性が検出されなかった。また，FAD 活性（4-VG 生産量）とウエスタンブロッティン

グで測定した AlPAD の量に相関があった（Fig. 3-3B）。従って，A. luchuensis ISH1 の誘導さ

れた FAD 活性は AlPAD の発現によるものであることが示唆された。次に，米ぬかによる

AlPADの誘導性が，米ぬかに含まれる FA含有量に依存していると考えられたため，米ぬかと

米粉の FA 量を定量した。この実験で使用した米ぬかおよび米粉 100 g あたりに含まれる FA

量は，それぞれ 840 mg および 25 mg であった。よって，米ぬかおよび米粉含有基礎培地中

に含まれる FA濃度が，それぞれ 0.43 mMおよび 0.01 mM相当であることがわかった。これら

の結果は，FA が AlPAD の誘導因子の 1 つであることを示唆した。同時に，1 mM FA よりも

0.43 mM FA を含む 1％米ぬかの方が誘導性が高いことが分かり，米ぬか中には FA 以外に

AlPAD を誘導する物質が含まれていることが示唆された。 
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 次に，FA含有基礎培地にグルコースまたは米粉を添加し，FAD活性を測定した（Fig. 3-4）。

その結果，FAD 活性はグルコースおよび米粉により抑制された。また，グルコースよりも米粉の

方が抑制が強いことが確認された。 
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Fig. 3-3. Bioconversion of FA to 4-VG in resting cells of A. luchuensis ISH1 grown in basal

medium with FA, rice bran, white rice, or glucose.

Each culture was grown with shaking in defined basal medium plus 1% rice bran powder (open circles),

2 % glucose (filled circles), 1% white rice powder (open triangles), or 1 mM FA (filled triangles). The

mycelia from each culture group were used in the bioconversion assays (A), or cell-free extracts were

prepared and analyzed by western-blotting for the detection of AlPAD protein (B). rAlPAD, purified

recombinant AlPAD; Glc, glucose; RB, rice bran; WR, white rice (endosperm of rice); FA, ferulic acid.
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第 2項 米ぬか中の誘導物質の探索および同定 

上記の第 1項の結果から，米ぬか中に含まれる FA以外の誘導物質の存在が示唆されたこ

とから，米ぬか中の誘導物質の探索を行った。予備的な試験により，米ぬか熱水抽出物で

AlPAD の誘導性が確認されたため，始めに，米ぬか熱水抽出の条件検討を行った。pH 4 で

行った熱水抽出物を用いて培養した菌体において，1%米ぬか含有基礎培地と同定度のFAD

活性を示すことがわかった（Fig. 3-5）。次に，抽出条件が異なる熱水抽出物に含まれる遊離

FAを定量した。その結果，1%米ぬか含有基礎培地の総 FA濃度は約 0.43 mMであるのに対

して，どの抽出条件でもそれぞれの熱水抽出物に含まれている遊離 FAは約 0.01 mM しか含

まれないことがわかった（Table 3-2）。次に，米ぬか熱水抽出物に含まれる AlPAD誘導物質の

分離を試みた。米ぬか熱水抽出物の透析（14,000 カット）外液に FAD 誘導活性が検出された。

本透析外液を高分子および非極性物質を吸着する DIAION HP20 に供与した結果，非吸着

Fig. 3-4. Biological conversion of FA to 4-VG in resting cells of A. luchuensis ISH1 grown

in basal medium with rice flour or glucose to FA.
Each culture was grown with shaking in defined basal medium plus 1% glucose (open circles), 0.1 %

glucose (filled circles), 1% white rice powder (open triangles), 0.1 white rice powder (filled triangles),

or 0.5 mM FA (open rhombus). A final concentration of 0.5 mM FA is added to all the medium. The

mycelia from each culture group were used in the bioconversion assays.
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画分に FAD 誘導活性が検出された。さらに本画分を水で平衡化した ODS カラムに供与した

結果，非吸着画分で FAD 誘導活性が検出された。本画分を TSKgel Amide-80 カラムに供与

した結果，得られた複数のフラクションに FAD 誘導活性が検出された（Fig. 3-6A）。活性が検

出されたフラクションに含まれているフェノール酸および糖分析を行った結果，フェノール酸は

フラクション 2 にのみ検出された（Fig. 3-6B）。しかし，濃度は低く，定量限界以下であった。糖

分析においては，FAD 誘導活性がみられた後半のフラクション（6-10）には糖が多く含まれて

いることがわかった（Fig. 3-6C）。前半のフラクション（2-5）には糖が検出されず，アミノ酸が検

出された（data not shown）。糖が検出された後半の加水分解サンプルにおいてグルコースが

多く検出されたことから，FAD誘導活性物質がグルコースで構成されたオリゴ糖であることが示

唆された。次に，糖が検出された後半のフラクション（7-9）の質量分析を行った結果，イソマル

トースの 360.39 m/z と ほぼ同じ値を示したことから，後半のフラクション（7-9）に共通に含まれ

ている糖はグルコースから成る 2 糖であることが示唆された（Fig. 3-7）。次に，TLC を用いて 2

糖の分析を行った。その結果，後半のフラクション（7-10）に含まれている 2糖はスクロースであ

ることが示唆された（Fig. 3-8）。6炭糖であるグルコースとフルクトースからなる 2糖であるスクロ

ースを酸加水分解すると，グルコースは残るがフルクトースはほとんど分解される。よって，酸

加水分解による構成糖分析ではグルコースしか検出されなかったことが示唆された（Fig. 3-9, 

フラクション 8 および 9 参照）。各フラクションに含まれているスクロースおよびフルクトースを定

量した結果，後半のフラクション 6および 7に 0.3～0.7 mMほどのフルクトースが検出され，フ

ラクション 7～10のフラクションにスクロースが約 0.3～1.5 mM検出された（Fig. 3-9）。次に，終

濃度 0.5 mMのスクロースおよびフルクトースを含む基礎培地で培養した菌体を用いて静止菌

体反応を行った。その結果，スクロースは 0.5 mM FA 培養菌体とほぼ同程度の FAD 活性を

示した（Fig. 3-10）。フルクトースは FA培養菌体よりも活性が高く，反応時間 3～12時間目まで

は米ぬか培養菌体よりも FAD活性が高かった。スクロースを培地調製のためにオートクレーブ
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すると，グルコースとフルクトースに分解される。よって，スクロース添加基礎培地培養菌体によ

る FAD活性もフルクトースに由来することが示唆された。これらのことから，米ぬか熱水抽出物

に含まれる AlPAD の誘導物質の 1 つはフルクトースであることが示唆された。フルクトースと

FA の相乗効果を調べるために，終濃度 0.5 mM のフルクトースおよび 0.5 mM FA 含有基礎

培地で培養した菌体の FAD 活性を調べた。その結果，フルクトースおよび FA 単体で培養し

たときの活性とほとんど差がみられなかった（data not shown）。このことから，フルクトースと FA

の相乗効果はみられないことがわかった。 
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Fig. 3-5. FAD activity of resting cells of A. luchuensis cultured with rice bran extract using 

neutral water, acidic water or basal medium.

Each culture was grown with shaking in rice bran extract using neutral water (open circles), acidic water

(filled circles), basal medium (open triangles). Basal medium plus 1% rice bran was used as the control

(filled triangles). The mycelia from each culture group were used in the bioconversion.

Types of media FA (mM)

Basal medium with 1%rice bran 0.4327

Rice bran + distilled water 0.0097

Rice bran + distilled water (pH 4.0) 0.0099

Rice bran + basal media (pH 4.0) 0.0107

Table 3-2. The concentration of total FA contained in basal medium with 1% rice bran 

and FA concentration of rice bran extract by various solution with various pH
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Fig. 3-6. FAD-inducing activity and phenolic acid and sugar composition of each fraction
(A) FAD-inducing activity of each fraction purified on a TSKgel Amide-80 column. (B) Whether FA or

PCA contained in the fraction is detected. +, detected ; -, not detected. (C) The analysis result of the

monosaccharide in the fraction is shown. Black and gray bar graphs show untreated and hydrolyzed

samples.
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Fig. 3-7. MS analysis of fraction 7, 8 and 9 

A, maltose ; B, fraction 7 ; C, fraction 8 ; D, fraction 9. 

[M+NH4]+

[342.3+18.04]+
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Fig. 3-8. TLC of various sugars and fraction 7, 8, 9,10

TLC plates were developed by diphenylamine-aniline regent (A) and phenol-sulfuric acid regent (B), 

respectively. Lane 1, glucose ; lane 2, trehalose ; lane 3, kojibiose ; lane 4, nigerose ; lane 5, maltose ; 

lane 6, isomaltose ; lane 7, sophorose ; lane 8, laminaribiose ; lane 9, cellobiose ; lane 10, gentiobiose ; 

lane 11, fraction 7 ; lane 12, fraction 8 ; lane 13, fraction 9 ; lane 14, fraction 10 ; lane 15, sucrose ; 

lane 16, fructose ; lane 17, glucose and fructose.
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Fig. 3-9. FAD-inducing activity and glucose, fructose and sucrose composition of each

fraction
The amount of glucose, fructose and sucrose contained in each fraction. Black and gray bar graphs show

untreated and hydrolyzed samples.
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第 3項 alpadの転写誘導試験 

 上記の第 1および 2項の結果から，FAおよびフルクトースが AlPAD誘導物質の候補であ

ることが示唆された。次に，これらの物質を使って alpadの転写誘導試験を行った。その結

果，FA添加区において誘導開始 1時間目に最も転写量が多く，その後減少した（Fig. 3-

11A）。それに対して，フルクトース添加区においては，誘導開始 1時間目にわずかに増加し

たが，誘導 1時間目から 6時間目にかけて転写量はほとんど変動しなかった（Fig. 3-11B）。 
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Fig. 3-10. Bioconversion of FA to 4-VG in resting cells of A. luchuensis ISH1 grown in

basal medium with sucrose, fructose, FA, or rice bran.

Each culture was grown with shaking in defined basal medium plus 0.5 mM sucrose (open circles), 0.5

mM fructose (filled circles), 0.5 mM FA (open triangles), or 1% rice bran (filled triangles). The mycelia

from each culture group were used in the bioconversion assays.
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第 4項 製麹中の FAD活性および AlPAD量の経時変化 

静止菌体反応試験において，FA および米ぬかにより A. luchuensis ISH1 菌体内で AlPAD

が発現・誘導され，機能していることが分かった。次に麹中で AlPAD が発現・機能しているか

を調べるために，米ぬかを多く含む二分搗き玄米を用いて製麹した麹の無細胞抽出液（CFE）

の FAD 活性を測定した。麹は A. luchuensis ISH1 の種麹を添加してから 30，35，43，46，56

および 68 時間後にサンプリングした（Fig. 3-12A）。Fig. 3-12B に麹中の菌糸体の量と相関す

る GlcNAc量を示した（Fujii et al., 1992）。等量の GlcNAcを含む麹の CFE を調製し，FAD活

性を測定するとともに，ウエスタンブロッティングにより AlPAD 量を定量した（Fig. 3-12C, D）。

FAD活性は始めに 43時間から検出され，それ以降は製麹時間と伴に FAD活性が増加した。

この結果は麹の CFE中の AlPAD量と強い正の相関があることがわかった。 
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Fig. 3-11. Changes in transcripts of alpad in cultured cells induced by FA or fructose
A. luchuensis ISH1 mycelium was incubate for each hour in MM medium containing 1.5 mM FA (A) or 

0.5 mM fructose (B). The amount of each transcription was normalized using actin.
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Fig. 3-12. Time course analyses of ferulic acid decarboxylase activity and AlPAD

quantitation during koji-making.
(A) Koji was harvested 30, 35, 43, 46, 56, and 68 h post inoculation with A. luchuensis ISH1. (B)

Amounts of GlcNAc during koji-making. Generally, the amount of GlcNAc correlates with the amount

of mycelia in koji. (C) Detection of AlPAD by western blotting. (D) Cell-free extracts, were prepared

from the koji containing equal amounts of GlcNAc, were analyzed for ferulic acid decarboxylase activity

(open circles) and AlPAD amounts (closed circles). Amounts of AlPAD were shown as

chemiluminescence intensities of protein bands detected by western blotting in C.
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第 4節 考察 

 

「AlPADの誘導性と米ぬか中の誘導物質の探索」 

 A. luchuensis ISH1の FAD活性および AlPADの発現は，FAおよび米ぬかの両方で誘導さ

れた。0.43 mM FA を含む米ぬかによる AlPADの誘導性は，1 mM FAによって誘導される誘

導性よりも明らかに高かった。このことから，米ぬか中には FA に加えて他の誘導物質の存在

が示唆された。De Vries と Visser（1994）は，A. niger のフェルロイルエステラーゼをコードする

遺伝子（faeA）がキシロースとフェルラ酸によって誘導されることを報告している。AlPAD は米

ぬか中の細胞壁成分によっても誘導されることが期待された。 

米ぬか中の AlPAD 誘導物質の探索を，静止菌体反応における FAD 活性を指標にして行

ったところ，AlPADの誘導物質の 1つはフルクトースであることが示唆された。しかし，alpadの

転写誘導試験においては，フルクトース添加区の alpad の転写量は FA 添加区と比較すると

著しく低いことがわかった。微生物に広く存在する代謝制御システムとしてカーボンカタボライ

トリプレッション（CCR）が知られており，多くの微生物では，グルコースが多く存在する培地で

培養を行うと，その他の糖の資化に関わる遺伝子発現が抑制される。Aspergillus 属菌におい

ては，糖質加水分解酵素であるキシラナーゼ（xlnA）のみならず，faeAもグルコースによるCCR

によって発現が抑制されることが報告されている（de Vries et al., 1999 ; Orejas et al., 1999）。

AlPAD も FA含有基礎培地にグルコースや米粉を添加すると FAD活性が抑制されることが確

認された（Fig. 3-4）。一方，xlnA および faeA の発現制御においてフルクトース培養菌体では

CCRが起こらない（de Vries et al., 1999 ; Orejas et al., 1999）。これら知見とフルクトースが alpad

の転写をほとんど誘導できないという結果から，次のような可能性が考えられた。CCR のかか

らないフルクトースで培養した菌体を，静止菌体反応液中に移すと，そこに含まれる高濃度の

FA によって AlPAD の発現が容易に誘導され，FAD 活性が上昇した可能性がある。しかしな
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がら，FA による転写誘導試験は，1％グルコースを含む MM 培地で培養した菌体をグルコー

ス無しの培地に移して行われており，工程としては静止菌体反応と良く似ているが，この場合

は alpad は FA により速やかに転写誘導されており，CCR は起こっていないようである。2％グ

ルコース含有基礎培地で培養した菌体を洗浄して，FA 含有静止菌体反応に用いると，FAD

活性はほとんど検出されず（Fig. 3-3），転写誘導試験の結果と矛盾する。静止菌体反応と転

写誘導試験の大きな違いは，静止菌体反応ではそれぞれの化合物を含む基礎培地で 5日間

培養した菌体を用いるのに対し，転写誘導試験では培養 16時間目の対数増殖期の菌体を用

いるところである。FA による転写誘導試験において，培養時間（生育ステージ）の異なる菌体

では，alpadの誘導性が大きく異なるという結果を得ている（data not shown）。よって，今後は用

いる培養菌体の培養時間や培養条件等を変えて FAやフルクトースによる AlPADの誘導性を

詳細に調べる必要がある。また，フルクトースによる静止菌体反応における FAD 活性の増大

は，FA 脱炭酸活性を有する他の酵素や，FA の取り込み，4-VG の排出等に影響を与えてい

る可能性も視野に入れて検討していく必要がある。 

細菌類においては，Bacillus subtilis や Pediococcus pentosaceus のフェノール酸脱炭酸酵

素（PAD）が FAによって誘導されることが報告されている（Cavin et al., 1998; Barthelmebs et al., 

2000a）。また，一部の細菌では，PAD の発現誘導が PadR（pad transcriptional regulator）によ

って制御されることが報告されている（Gury et al., 2004）。真菌類における PAD の誘導メカニ

ズムは解明されていない。C. guilliermondii 由来 PAD（CgPAD）は FAおよび PCAによって誘

導されるが，CgPADで分解できない 6-hydroxy-2-naphthoic acid（6H2N）によって FAの 20倍，

PCA の 6 倍誘導される（Huang et al., 2012a）。AlPAD は 6H2N では誘導されなかった（data 

not shown）。従って，AlPAD の誘導メカニズムは CgPAD の誘導メカニズムとは異なる可能性

がある。今回の静止菌体反応および転写誘導試験から，少なくとも FA によって AlPAD が誘

導されることは明らかとなったが，その誘導メカニズムは全く分かっていない。今後，FA の添加
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の有無による RNA-seq解析を行い，FA添加で増減する遺伝子を解析し，AlPADの発現制御

メカニズムを調べて行く予定である。 

 

「AlPADの麹中における発現と製麹時間に伴う増大」 

 二分搗き玄米を原料とした麹の CFE の FAD 活性と AlPAD の量は，製麹 43 時間から検出

され，その後少なくとも 66 時間までは製麹時間にともない増大することが分かった。同時にそ

の FAD活性と AlPAD量に強い正の相関が認められたことから，麹中で AlPADが発現し機能

していることが示唆された。一方，麹の製麹時間に伴い AlPAD の量が増加する理由について

はわかっていない。製麹中の A. luchuensis はアミラーゼおよびグルコアミラーゼを分泌してデ

ンプンをグルコースに変換する。デンプンの量は製麹時間の経過に伴い徐々に減少し，製麹

後期には相対的に細胞壁物質の比率が高まり，その結果，細胞壁の分解に関与する酵素の

発現が誘導されると推測される。AlPAD の発現は，これらの酵素と関連して誘導された可能性

がある。現在，製麹時間の異なる麹の RNA-seq 解析を行っており，製麹時間にともない転写

量が増減する細胞壁分解に関与する酵素遺伝子やその他 AlPAD に関連する遺伝子の探索

を行っている。これらの解析を通じて，AlPAD が製麹時間に伴い増大するメカニズムを明らか

にしたい。 

以上の結果から，A. luchuensis 菌体およびそれを生やした麹中で，AlPAD が発現・機能し

ていることが明らかとなった。泡盛醸造中の FA から 4-VG への変換の少なくとも一部は A. 

luchuensisの PADによって触媒されることが示唆された。 
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第 4章 泡盛醸造における 4-VG生成への AlPADの寄与 

 

第 1節 緒言 

 

 第 2 章では，大腸菌で発現させたリコンビナント AlPAD が，FA を 4-VG に変換する活性

（FAD 活性）を充分に有していることを示した。また，シグナル配列の欠如，AlPAD の pH プロ

ファイル，静止菌体反応の結果から， Aspergillus luchuensisは FA を菌体外から取り込み，菌

体内で発現している AlPAD によって 4-VG に変換し，菌体外に放出していることが示唆され

た。第 3章では，AlPADが基質である FAや米ぬか成分によって誘導されること，AlPADが製

麹中に発現し，FAD活性を発揮することを示した。これらのことから，泡盛醸造中の FAから 4-

VG へ変換の少なくとも一部は AlPAD によって行われていることが示唆された。しかしながら，

泡盛醸造中の FA から 4-VG への変換については，これまでに様々な提案がなされており，4-

VG生産に AlPADがどの程度寄与しているのかは分からなかった。 

Koseki ら（1996）は，モデル焼酎モロミを用いた試験により，モロミ中の FA が蒸留時の熱に

よって 4-VG に変換されることを示している。また，Saccharomyces cerevisiae の一部の菌株

（Mukai et al., 2010 ; Clausen et al., 1994）では，フェニルアクリル酸脱炭酸酵素（PAD1）および

フェルラ酸脱炭酸酵素（FDC1）によって FAD 活性を示すことが報告されている。また，泡盛の

モロミから分離された Lactobacillus属（Watanabe et al., 2009）が FAD活性を示すことが報告さ

れている。これらの知見から，泡盛醸造における FA から 4-VG への変換は，蒸留時の熱また

は酵母や混入する乳酸菌の持つ FAD 活性によるものだと考えられてきた。しかし，泡盛 101

号酵母の FDC１にはナンセンス変異が含まれているため FAD 活性が無いことがわかっている

（Mukai et al., 1998 ; Mukai et al., 2014）。また，モロミから単離される FAD活性を有する乳酸

菌は，泡盛モロミの低 pH 環境下では増殖が困難であり，菌密度としても極めて小さく，モロミ
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中での 4-VG生産への寄与については疑問が持たれた。 

そこで，我々は A. luchuensis が有する Candida guilliermondiiおよび細菌類由来の PADフ

ァミリーに属する PAD，すなわち AlPAD が泡盛醸造における 4-VG 生産の主要因であると仮

説を立てた。一方，A. luchuensisのゲノム中には，S. cerevisiaeの PAD1 および FDC1（Mukai 

et al., 2010）の酵素をコードする遺伝子と類似した配列も存在する。S. cerevisiae の Fdc1p

（UbiD ファミリーデカルボキシラーゼ，TIGR00148）と細菌類の PAD（PAD スーパーファミリー, 

c101382）は，互いに無関係なファミリーである。また，S. cerevisiae の Pad1p（フラビンプレニル

トランスフェラーゼ）と細菌の PAD は同様の略語にもかかわらず，無関係な酵素である。

Aspergillus niger では，S. cerevisiae の FDC1 と PAD1 のホモログが機能して，桂皮酸を脱炭

酸する活性が示されている（Payne et al., 2015）。泡盛醸造中の FA から 4-VG への変換に A. 

luchuensisのこれらのホモログが関与している可能性もある。 

本章では，泡盛醸造中の 4-VG 生産における AlPAD の寄与を明確にするために， alpad

破壊株（Δalpad 株）を作製し，小仕込み試験を行い，野生株との比較を行った。また，蒸留時

の熱による 4-VG 生成への寄与率も調べた。これらの結果を合わせて，泡盛醸造中の 4-VG

生産における AlPAD の寄与率を明らかにした。さらに，泡盛醸造中のどのタイミングで 4-VG

が生成されているのかについても調べた。また，S. cerevisiae の PAD1 と相同性のある遺伝子

を破壊した株（A .luchuensis mut. kawachii）を用いて静止菌体反応試験を行い，FAD 活性に

関与しているのか調べた。 
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第 2節 実験方法 

 

第 1項 培地および鋳型の調製 

Czapek-Dox（CD）培地（2% グルコース，0.3% NaNO3，0.2% KCl，0.1% KH2PO4，0.05% 

MgSO4・7H2Oおび 0.002% FeSO4・7H2O）を 1 M NaOHで pH 5.5に調製し，Δalpad株のス

クリーニングおよび FA による生育への影響を調べるために用いた。最少（MM）培地（0.6% 

NaNO3，0.15% KH2PO4，0.05% KCl，0.05% MgSO4・7H2O，1% グルコースおよび 0.2%  

Hutner’s trace elements）は 5 M KOHで pH 5.5に調製し，野生株およびΔalpad株の FAによ

る生育への影響を調べるために使用した。A. luchuensis ISH1のゲノム DNAは PrepMan Ultra 

Sample Preparation Reagent（Thermo Fisher Scientific社製）を用いて調製した。A. kawachiiの

コントロール株（ligD-，argB+，sC-）（以下，A. kawachii_cntl 株）および PAD1 候補遺伝子欠損

株（ligD-，AKAW08977::argB，sC-）（以下，A. kawachii_ΔAKAW08977 株）は佐賀大学の後

藤正利先生よりご提供いただいた。 

 

第 2項 alpad破壊株の構築 

 PCRに用いた各種プライマー配列は Table 4-1に示す。A. luchuensis ISH1のゲノム DNA を

鋳型として，プライマーF1 と R1 および F2 と R2 を用いた PCR により，alpad のそれぞれ 5’側

および 3’側の約 1 kbの長さのフラグメントを増幅させた（Fig. 4-1A）。ハイグロマイシン B耐性

遺伝子（hph）カセットはプラスミド pBAl-hph（山田ら，未発表）を KpnI で消化することで得られ

た。このプラスミドは，ハイグロマイシン耐性遺伝子が A. luchuensisのグリセルアルデヒド-3-リン

酸デヒドロゲナーゼ（gpdA）プロモーターおよびターミネーターの間に挿入されている。次に，

バイナリーベクターpRIE（Takahashi et al. 2011）を EcoRIで消化した。これら 4つの DNA断片

を In-Fusion HD クローニングキット（Takara Bio社製）を使用して連結し，pRIE-Δalpad を構築
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した（Fig. 4-1B & C）。pRIE-Δalpad とアグロバクテリウム法（AMT法）（Michielse et al., 2008）

を用いて A. luchuensis ISH1 を形質転換した手順を以下に示す。10%グリセロール 40 µL に

pRIE-Δalpad プラスミド（397.4 ng/µL） 1 µL およびアグロバクテリウムコンピテントセル 5 µL

を混合し，エレクトロポレーター（ELEPO21，ネッパジーン社製）を用いて Table 4-2の条件でエ

レクトロポレーションを行い，SOC培地（tryptone, 20 g/L; yeast extract, 5 g/L; 5 M NaCl, 2 mL/L; 

2 M KCl, 1.25 mL/L; 2 M MgCl2, 10 mL/L, 1 M glucose, 20 mL/L）900 µL と混合し，28°C，

1000 rpm，2 時間振とう培養を行った。LB 寒天培地（終濃度 100 µg/mL カナマイシン，20 

µL/mL リファンピシリン）にスプレットし，28°C，3 日間，遮光で培養した。次に，アグロバクテリ

ウムの形質転換体を LB 液体培地（終濃度 100 µg/mL カナマイシン，20 µL/mL リファンピシ

リン） 10 mLに植菌し，28°C，200 rpm，24時間培養した。培養後，培養液 300 µL と等量の滅

菌水を混合し，OD600を測定した。測定後，5 mLの誘導培地（IM）液体培地（Table 4-3）にアグ

ロバクテリウムを添加した時の OD600が 0.3相当の培養液を回収し，4,000 rpm，5 分，25°C で

遠心分離を行った。遠心後，上清を捨て，得られたペレットに IM液体培地 300 µLを添加し，

優しくピッペッティングし洗浄した。洗浄後，上記と同様の条件で遠心分離を行った。遠心後，

上清を捨て，得られたペレットを 5 mLの IM液体培地が入った 100 mL容三角フラスコに添加

した。IM液体培地に 0.2 M アセトシリンゴンを 5 µL添加し，28°C，100 rpm，遮光で 5時間培

養を行った。培養後，OD600を測定し，濃縮後の培養液が 100 µL あたり OD600=0.8 になるよう

に培養液を回収し，4,000 rpm，5 分，25°C で遠心分離を行った。適当量の上清を捨て，アグ

ロバクテリウムと 107個/mLの A. luchuensis ISH1の分生子懸濁液を等量ずつ混合した。次に， 

IM個体培地（Table 4-4）に滅菌した Hybond N+を空気が入らないように密着させ，その上に混

合液を 100 µL ずつスプレットし，22°C，遮光で 3 日間培養した。次に，菌糸が生えたフィルタ

ーをはがし，そのフィルターを終濃度 100 µg/mLのハイグロマイシンと 0.2 mM セフォタキシム

を含む CD 培地で形質転換体を選択するとともにアグロバクテリウムを死滅させた。Δalpad 候
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補株は，ハイグロマイシンを含む CD 寒天培地で 2 回継代培養することで純化した。Δalpad

株はプライマーF1 と R3，F3 と R3 および F4 と R3 を使用したコロニーPCR によって目的の位

置で相同組み換えが行われたのかを確認した。（Fig. 4-3A） 

 

 

 

Primer name (5' ➔ 3')

F1
CGTTTTTAATGAATTCTTAGGAAACGACCAATCCTCAC

TTGAG

R1
GAGCTCAATGGCCCGCTGTGAATGAGACAATCACCGT

GATATG

F2
TGGACCCCGAAGGCGGCTTAGTTCGCAAATATCTGGT

ATACCC

R2
AGTTTAAACTGAATTGGACTCACCACCAGTGGAAGTT

ACTAC 

R3 TGTTATCAACTCCAACCGCACCTCCG

F3 GACATTCCACGAAAGCGCATCACCAC

F4 GCAGTTCGGTTTCAGGCAGGTCTTGCAAC

Underlined, double line, and dotted line indicate sequences from pRIE plasmid,

gpdA terminator, and gpdA promoter, respectively.

Table 4-1. Sequences of primers
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F1

R1 R2

hphTgpdA PgpdA

Kpn IKpn I

pRIE digested with EcoR I

EcoR IEcoR I

P alpad (1-kb) T alpad (1-kb)

PCR PCR

In-fusion cloning with 

4 fragments

pRIE-Δalpad

alpad

F2

A

B

C

hph cassette

(pBAl-hph digested fragment)

Fig. 4-1. Construction of plasmid for alpad disruption.
(A) Primer positions on the genome. (B) About 1 kb of fragments of upstream and downstream of alpad

were amplified by PCR the with primer pairs F1/R1 and F2/R2, respectively. (C) These four DNA

fragments were ligated using an In-Fusion to construct pRIE-Δalpad.

Voltage Length Interval Number of pulses polarity

Poring Pulse 2,000 V 2.5 msec 50 ms 1 +

Transfer Pluse 150 V 50 msec 50 ms 5 +/-

Table 4-2. Electroporation condition
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第 3項 野生株およびΔalpad株の FAによる生育への影響 

 それぞれの株を PDA 培地で 30°C で 4 日間培養し，分生子を滅菌水を用いて回収した。そ

れぞれの株の生育に対する FA の影響を調べるために，グルコースを含むまたは含まない

1.5%寒天含有MM培地および 1.5%寒天含有 CD培地に 1または 5 mM FAを添加した培地

と PDA培地を使用した。それぞれの培地に 103個/3 µLの分生子懸濁液をスポットし，30°Cで

1週間培養し，Δalpad株のコロニーサイズと形状を野生株と比較した。 

 

Compounds Amount

K-buffer 16 µl

MN buffer 400 µl

1%CaCl2 (wt/vol) 20 µl

0.01%FeSO4 (wt/vol) 200 µl

Trace elements for IM medium 100 µl

20%NH4NO3 (wt/vol) 50 µl

50%glycerol 200 µl

1 M MES 800 µl

20%glucose (wt/vol) 200 µl

Distilled water 18.014 mL

Total 20 ml

FeSO4 and MES were filter sterilized. The others 

were sterilized by autoclave.

Table 4-3. IM liquid medium

Compounds Amount

K-buffer 40 µl

MN buffer 1 mL

1%CaCl2 (wt/vol) 50 µl

0.01%FeSO4 (wt/vol) 500 µl

Trace elements for IM medium 250 µl

20%NH4NO3 (wt/vol) 125 µl

50%glycerol 500 µl

1 M MES 2 mL

20%glucose (wt/vol) 250 µl

0.2 M acetosyringone 50 µl

Dissolve 0.75 g of agar in water to fill up a total 

volume 45.285 ml and sterilized by autoclave.

Table 4-4. IM solid medium (50 ml)

Compounds Amount

ZnSO4・7H2O 10 mg

CuSO4・5H2O 10 mg

H3BO3 10 mg

MnSO4・H2O 10 mg

Na2MoO4・2H2O 10 mg

It was filled up to 100 ml with distilled water 

and sterilized by autoclave.

Table 4-5. Trace elements for IM medium
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第 4項 静止菌体反応における FAD活性の測定 

培地は終濃度 0.5 mM FA 含有基礎培地を用いて培養を行い，第 3 章 第 2 節 第 2 項と

同様の方法で FAD活性測定を行い，上清中の FAおよび 4-VGの定量は第 3章 第 2節 第

3項の HPLC と同様の方法で測定した。 

 

第 5項 米中の FAの定量 

インディカ米中の FAの定量は第 3章 第 2節 第 3項と同様の方法で定量した。 

 

第 6項 製麹 

製麹は自動発酵機ミニ 15 型 D（ヤエガキフード＆システム社製）を用いて行った。10 kg の

インディカ米を 1 時間 40 分浸漬した。次に，水切り（余分な水分を取り除く）を 30 分間行った

後，20 分間コシキ型蒸米機で蒸煮した。40°C まで冷却した後，米に A. luchuensis ISH1 の 6

×109 個/50 mL の分生子懸濁液を添加した。製麹中の温度は，0～24 時間は 38°C，24～30

時間は 36°C，30～66時間は 34°Cで行った。麹のサンプリングは製麹時間 30，42，54および

66 時間目に行った（Fig. 4-2）。サンプリングした麹はモロミ発酵に使用し，一部は液体窒素で

凍結し-70℃で保存した。 
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第 7項 麹中の菌体量，FAD活性および FA と 4-VG量の測定 

凍結した麹は粉砕して，麹中の菌体量測定，麹無細胞抽出液の FAD 活性測定，麹中の

FAおよび 4-VG量の測定に使用した。麹の粉砕は以下のように行った。22 mL容破砕容器に

凍結した約 0.5 g の麹とメタルコーンを入れ，マルチビーズショッカー（安井機器）を用いて

2,000 rpm，20 秒間の破砕を数回繰り返した。麹とメタルコーンが入った破砕容器は，破砕前

後に液体窒素に浸け，麹の凍結状態を維持した。麹中の菌体量の定量は第 3 章 第 2 節 第

6項と同様の方法で定量した。麹無細胞抽出液の FAD活性測定は第 3章 第 2節 第 5項と

同様の方法で行った。 

麹中の FAおよび 4-VGの定量は以下のように行った。上記と同様の方法で破砕した麹を 2

倍量（液量/麹の粉末の重量）の抽出緩衝液（0.1 M リン酸ナトリウム緩衝液，pH 7 ; 1 mM 

EDTA ; 1 mM PMSF ; 0.5 mM PCMB）と混合し，4°Cで１時間抽出を行った。次に，混合液を

遠心分離（12,000×g，10 分，4°C）し，その上清を麹抽出液として用いた。麹の抽出液中の 4-
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Fig. 4-2. Temperature condition and sampling schedule in koji production.

A gray polygonal line, dot lines, and open circles indicate product temperature of koji, mixing time, and 

sampling points, respectively. 
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VG量は ACQUITY UPLC H-Classシステム（ウォーターズ社製）を用いて分析した。分析条件

は，イオン化方式を ESIポジティブモード，測定モードをMRM，キャピラリー電圧を 2.0 kV，コ

ーン電圧を 30 V，デソルベーション温度を 350°C，デソルベーションガス流量を 800 L/hr，コ

ーンガス流量を 50 L/hr，コリジョンエネルギーを 18 V，親イオンを 151，プロダクトイオン 91で

分析を行った。カラムは ACQUITY UPLC BEH C18（2.1×50 mm，Waters社製）を用いて，カ

ラム温度は 40°Cで行った。溶出は溶液A（1%ギ酸水溶液）および溶液 B（アセトニトリル）用い

て，流速は 0.15 mL/minで行った。グラジェントは，B溶液を 10分間，10から 100%のリニアグ

ラジェントで行い，その後 B溶液を 100%で 4分間洗浄し，10%の溶液 Bで 6分間，平衡化し

た。サンプルは 2 µL を注入した。 

 

第 8項 モロミおよび蒸留液中の FAおよび 4-VGの定量 

 モロミは，米麹 100 gに蒸留水 170 mLおよび 0.1 mLの酵母懸濁液（蒸留水に 10%の泡盛

101号酵母の乾燥酵母を懸濁）を添加し混合し調製した。モロミを 28°Cで 2週間保温し，1日

1回薬さじで撹拌した。0，1，2，3，7および 14日目にサンプリングを行った。最後にモロミを分

析用蒸留器（塚本鑛吉商店社製）を使用して蒸留した。蒸留液のアルコール濃度は，デジタ

ルエチルアルコール濃度計 PET-109（アタゴ社製）を用いて測定し，エタノール濃度が 10%

（w/w）に達するまで蒸留液を回収した。モロミおよび蒸留液中の FAおよび 4-VGの定量は第

3章 第 2節 第 3項の HPLC と同様の条件で測定した。 

 

第 9項 蒸留時の熱による FAから 4-VGへの変換 

モロミは，Δalpad株を用い，上記第 6項の条件で作成した製麹 42時間の麹を用いて仕込

み，2週間発酵させたものを用いた。蒸留前にモロミに終濃度 0.1，0.5および 1 mMになるよう

に FAを添加した。モロミは上記第 8項と同様の方法で蒸留した。モロミ，蒸留液および蒸留粕
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中の FAおよび 4-VGの定量を第 3章 第 2節 第 3項の HPLC と同様の条件で測定した。 

 

第 10項 モロミ中の麹の FAD活性における経時変化の評価 

 上記の第 6項と同じ条件で作成した製麹 42時間の麹を用いて，上記第 8項と同じ条件でモ

ロミを 5セット仕込んだ。モロミ発酵開始後 0，1，2，3および 4日目に各モロミに FA（1 mM）を

添加し，添加後から 24時間ごとに 3日間 FAおよび 4-VGの濃度を測定した（Fig. 4-12A）。モ

ロミ中の FAおよび 4-VGの定量は第 3章 第 2節 第 3項と同様の条件で測定した。 

 

第 11項 A. kawachii_ΔAKAW08977株の FAD活性への影響 

 培地は終濃度 1 mM メチオニンおよび 0.5 mM FA含有基礎培地を用いて培養を行い，第

3 章 第 2 節 第 2 項と同様の方法で FAD活性測定を行い，上清中の FA および 4-VG の定

量は第 3章 第 2節 第 3項の HPLC と同様の方法で測定した。 
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第 3節 結果 

 

第 1節 alpad破壊株の構築 

 FA から 4-VG への変換における AlPADの寄与を調べるために，沖縄の泡盛酒造所で利用

されている A. luchuensis ISH1 株の alpad破壊株の構築を試みた。AMT 法（Michielse et al., 

2008）を用いて野生型 A. luchuensis ISH1株の形質転換を行った。ハイグロマイシン耐性株の

6 株中から，プライマーF1 および R3 を用いたコロニーPCR によって 3 つの候補株が得られ

た。候補株において，alpad が相同組換によって hph カセットに置換されたかどうかをコロニー

PCRによって確認した（Fig. 4-3）。プライマーF1および R3は，それぞれ alpad をコードする領

域の 5’末端から 1 kb上流の配列および alpad をコードする領域の 3’末端から 1 kb下流の外

部配列に設計した（Fig. 4-3A）。プライマーF3 および F4 は，それぞれ alpad および hph をコ

ードする領域の内部配列に設計した。F1 および R3 プライマーを使用した場合，野生株では

2.9 kb の PCR 産物が増幅され，ハイグロマイシン耐性株では 4.7 kb の PCR 産物が検出され

た（Fig. 4-3B）。F3 および R3 プライマーを使用した場合，野生株では 1.5 kb の PCR 産物が

検出され，ハイグロマイシン耐性株では PCR産物は検出されなかった（Fig. 4-3C）。F4および

F3 プライマーを使用した場合，野生株では PCR 産物は検出されなかったが，ハイグロマイシ

ン耐性株では 2.4 kbの PCR産物が検出された（Fig.4-3D）。これらの結果から，候補株におい

て alpad をコードする領域が hph カセットによって置換されたことを示した。得られた形質転換

体をΔalpad株とし，その後の実験に使用した。 
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第 2節 Δalpad株の表現型と生育における FAの影響 

Δalpad株の表現型と生育における FAの影響を調べるために，野生株およびΔalpad株の

FA 含有または非含有各種寒天培地上での表現型の比較を行った。野生株およびΔalpad 株

は，FA の存在下および非存在下での培養において同様の表現型を示した（Fig. 4-4）。これら

の結果から，alpad 遺伝子が A. luchuensis の生育と FA 資化に必須ではないことが示唆され

た。また，A. luchuensis の野生株およびΔalpad 株は FA を唯一の炭素源とした培地でも生育

4.7 kb

2.4 kb

R3F1 F4

2.9 kb

1.5 kb

F1 F3 R3

Fig. 4-3. Confirmation of site-specific homologous recombination on Δalpad mutant by

PCR.

A, the outline of alpad gene disruption by homologous recombination and primer positions on the

genome. Confirmation of alpad disruptant was preformed by PCR with primer sets F1/ R3 (B) , F3/R3

(C), and F4 /R3 (D).

2.9
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TagdA hph PagdA
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1.5
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したことから，FA を資化していることが分かった。 

 

 

 

第 3節 野生株およびΔalpad株の静止菌体反応における FAD活性の測定 

 A. luchuensis ISH1の 4-VG生産における AlPADの寄与を明らかにするために，Δalpad株

を用いた静止菌体反応による FAD 活性を野生株と比較した（Fig. 4-5）。野生株では，反応時

Fig. 4-4. Effect FA on growth of wild-type and Δalpad strains.
A, B, D, E, G and H are MM medium. C and F are CD medium. I is PDA medium. A-C and D-F contain

1 and 5 mM FA, respectively. A, C, D, F, G, and I contain 1% glucose. B, E, and H do not contain

glucose. Left ; Wild type, Right ; Δalpad.
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G

F

A CB

D

H

Wild type Δalpad Wild type Δalpad Wild type Δalpad

Wild type Δalpad Wild type Δalpad Wild type Δalpad
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間に伴い FA が著しく減少し，4-VG 濃度が著しく増加した。Δalpad 株では，FA 濃度は反応

時間に伴い減少したが，4-VG は反応中ほとんど検出されなかった。反応中Δalpad 株の FA

濃度は，野生株よりも常に高かった。これらの結果から，AlPADが A. luchuensis ISH1の FAか

ら 4-VGへの変換に関与していることが示唆された。 

 

 

 

第 4項 野生株およびΔalpad株の麹中の FAD活性の測定 

 泡盛醸造におけるFAから4-VGへの変換を触媒するAlPADの寄与を明らかにするために，

野生株とΔalpad 株の麹を作製した。麹は製麹してから 30，42，54 および 66 時間目にサンプ

リングした。製麹中の麹菌の菌体量と相関する GlcNAc 量は野生株およびΔalpad 株どちらも

同程度であった（Fig. 4-6A）。野生株およびΔalpad 株のどちらにおいても GlcNAc 量は，製

麹してから 30から 42時間にかけて増加し，その後 66時間まで一定であった。次に，GlcNAc

量を揃えて麹の無細胞抽出液（CFE）の FAD活性を測定した（Fig. 4-6B）。野生株においては，

Fig. 4-5. Bioconversion of FA to 4-VG in resting cell of wild and Δalpad strains.
The fungal cells for resting cells reaction were prepared as described in the Materials & Methods section.

The cells with 4 mM FA solution were incubated at 30℃ for certain time, and the concentrations of FA

and 4-VG in the supernatant were measured. Circles and triangles indicate FA and 4-VG, respectively.

Open and filled symbols indicate wild-type and Δalpad strains, respectively. Error bars indicate the

standard deviation of three replicates.
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麹の製麹時間に比例して CFE の FAD 活性は増加していた。対照的に，Δalpad 株はどの製

麹時間においても FAD活性は著しく低かった。これらの結果から，麹中の FAD活性はAlPAD

に依存しており，AlPADの発現量が製麹時間に比例して増加していることを示唆している。 
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Fig. 4-6. The amount of GlcNAc in koji and FAD activity using CFE of koji.
(A) Amounts of GlcNAc, correlating with amounts of mycelia, in koji during koji making. (B) FAD

activity using CFE which were prepared from the koji containing equal amounts of GlcNAc each other.

One unit of enzyme activity defined as the amount of enzyme that released 1 µmol of 4-VG per min at

40℃. Open circle and filled circle indicate wild type and Δalpad strains, respectively. Error bars

indicate the standard deviation of three replicates.
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第 5項 野生株およびΔalpad株の醸造試験 

野生株とΔalpad株の製麹時間の異なる麹を用いて仕込んだモロミ中の FAおよび 4-VGの

量を比較した。Fig. 4-7 にモロミ中の FA および 4-VG の濃度の製麹時間（30，42，54 および

66時間）およびモロミ発酵時間（0，1，2，3，7，および 14日）における経時変化を示した。野生

株において，FA 量はモロミ発酵時間とともに増加したが，モロミ発酵後半は製麹時間にともな

い減少した（Fig. 4-7A）。一方で，Δalpad 株において，FA 量はモロミ発酵時間とともに増加し

たが，製麹時間にともなう変化はほとんど無かった（Fig. 4-7B）。野生株において，4-VG 量は

モロミ発酵時間および製麹時間とともに増加した（Fig. 4-7C）。Δalpad 株において，4-VG 量

は野生株と比較して著しく低く，モロミ発酵時間および製麹時間に対して変化が見られなかっ

た（Fig. 4-7D）。 

Fig. 4-8Aに，モロミ発酵 14日目の FAおよび 4-VG量の製麹時間に対する変化を示した。

野生株において，製麹時間に伴い著しく FA 量が減少し，4-VG 量は著しく増加しており，FA

量と 4-VG 量の変化には負の相関がみられた。Δalpad 株においては，どの製麹時間におい

ても FAおよび 4-VG量は一定で，野生株と比較して FA量は多く，4-VG量は著しく低かった。

野生株で仕込んだモロミを蒸留した蒸留液中の 4-VG 量は製麹時間に伴い著しく増加した

（Fig. 4-8B）。野生株 66 時間製麹区のモロミ中の 4-VG の蒸留液への移行率は約 60％程度

であった。一方，Δalpad株では，どの製麹時間においても 4-VG量は著しく低かった。この結

果を基に，泡盛醸造中の 4-VG 生産における AlPAD の寄与率*を算出すると，製麹時間 42-

66 時間の麹を用いた泡盛醸造の 4-VG 生産における AlPAD の寄与率は約 88-94%であるこ

とが分かった。 

*AlPADの寄与率（%） = ［（野生株の蒸留液中の 4-VG量 – Δalpad株の蒸留液中の 4-VG

量）/野生株の蒸留液中の 4-VG量］×100 
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第 6項 モロミ中の麹菌の FAD活性の測定 

 野生株を用いて作製した麹の FAD 活性は，麹の製麹時間に伴い増加していた。麹の重量

あたりの FAD活性は，モロミ中の 4-VG濃度の増加と正の相関が見られた（Fig. 4-9）。本結果

から，泡盛醸造中の 4-VG の生成において次の 2 つの可能性が考えられた。1 つは，製麹中

に増大した FAD 活性によって，製麹中に 4-VG が生成され，それがモロミ発酵中に麹からモ

ロミ中に徐々に溶出される可能性。もう 1 つは，製麹中に増大した FAD 活性によって，モロミ

Fig. 4-8. The koji-making time dependent change of FA and 4-VG amounts in moromi and

distillate.
Moromi was used at 14 days after start of moromi-fermentation. A and B indicate amounts of FA and 4-

VG in moromi and its distillate, respectively. Open and closed symbols indicate wild-type and Δalpad

strains, respectively. Circle and triangle indicate FA and 4-VG, respectively. Error bars indicate the

standard deviation of three replicates.

0

0.01

0.02

30 42 54 66

0

0.01

0.02

30 42 54 66

4
-V

G
 (

µ
m

o
l)

F
A

, 
4

-V
G

 (
µ

m
o
l)

Koji-making time (h)

Koji-making time (h)

A

B

20

20

10

10



77 

 

発酵中に 4-VGが生成される可能性である。そこで，モロミで検出された 4-VGが製麹中とモロ

ミ発酵中のどちらで生成されているのかを検証した。野生株で作製した製麹時間 66 時間目の

麹 100 gあたりに含まれる 4-VGの量は 0.1 µmol未満であった（Fig. 4-10）。同じ麹 100 gで仕

込んだモロミのモロミ発酵 1，2 および 3 日目の 4-VG 量は，それぞれ 12.4，14.7 および 17.6 

µmolであった（Fig. 4-11B-D）。モロミで検出された 4-VG量は麹中の 4-VG量より 2桁多かっ

たことから，モロミで検出された 4-VG のほとんどがモロミ発酵中に生成されていることがわかっ

た。モロミ発酵 3 日後の 4-VG 量は 7 日目まで変化せず，その後 14 日目までにわずかに減

少していた（Fig. 4-11D-F）。これらの結果から，麹中の A. luchuensis 菌体がモロミ発酵初期に

FA を 4-VGに変換していることが示唆された。 

 次に，モロミ中の麹菌が FA を 4-VG に変換する能力があるかどうか？それが仕込後何日目

まで発揮できるのかを検証した。野生株により 42 時間製麹した麹で仕込んだモロミを用いた。

モロミ発酵 0，1，2，3 および 4 日目のそれぞれのモロミに 1 mM FA を添加し，FA および 4-

VGの濃度を 24時間ごとに 3日間測定した（Fig. 4-12A）（図中の”DAM”は days after start of 

moromi fermentationの略で，モロミ発酵開始からの日にち）。モロミ発酵時間にかかわらず，添

加した FA は 24 時間後にはある一定量減少し，減少量はモロミ発酵 0 から 1 日目で最も大き

く，次に 1から 2日目，2から 3日目以降の減少量はほぼ一定であった（Fig. 4-12B）。モロミ発

酵 0 日目に FA を添加すると，その 24 時間後に 4-VG が増加し，同様にしてモロミ発酵 2 日

目までに FA を添加すると，その 24 時間後に 4-VG が増加することが分かった（Fig. 4-12C）。

また，通常のモロミと FA を添加したモロミにおいて，1 日あたりに生成される 4-VG の量はモロ

ミ発酵 1 日目で最も多く，その後 3 日目にかけて減少し，その後はほとんど生成されないこと

がわかった（Fig. 4-13A および B）。これらの結果から，モロミ中の麹菌がモロミ発酵開始後 2

日以内は，FA を 4-VGに変換することができることが分かった。 
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第 7項 蒸留時の熱による FAから 4-VGへの変換 

 Koseki ら（1996）は，モデル焼酎モロミを用いて，FA が蒸留時に熱によって 4-VG に変換さ

れることを報告している。本研究では，Δalpad 株の麹で仕込んだモロミの蒸留液中の 4-VG

濃度が著しく低く，定量限界値以下であった（Fig. 4-8B）ため，蒸留液時の熱による FAから 4-

VG への変換率を算出することができなかった。変換率を算出するために，一定量の FA を添

加したモロミを用いた蒸留試験を行った。モロミには 0.1，0.5 または 1 mM の FA を添加した。

AlPAD の影響を除くためにΔalpad 株を用い，製麹時間 66 時間の麹で仕込んだモロミ発酵
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Fig. 4-13. Comparison of increased amounts of 4-VG for one day between normal moromi

and FA-added moromi.
The increased amount of 4-VG for one day was obtained by subtracting the amount of the previous day

from the amount of the day. A and B indicate normal moromi and FA-added moromi, respectively. The

calculated values in A and B were obtained from Fig. 4-7C and Fig. 4-12C, respectively.

7



82 

 

14 日目のモロミを蒸留試験に使用した。また，蒸留液はエタノール濃度 10％（w/w）まで回収

した。その結果，FA 濃度に関係なく FA から 4-VG への変換率は一定で，蒸留粕および蒸留

液に，それぞれモロミ中の FAの 1/10および 1/50に相当する 4-VGが検出された（Fig. 4-14A

および B）。言い換えると，モロミ中の FA の 12%が蒸留時の熱によって 4-VG に変換され，そ

の 6 分の 1（モロミ中の FA を 100％とすると 2%）が蒸留液に移行することがわかった（Fig. 4-

14C）。この移行率から，蒸留液時の熱による 4-VG への寄与を算出した。15.1 mmol の 4-VG

および 11 mmolの FA を含むモロミ（野生株の製麹時間 66時間の麹を用いて仕込んだモロミ

発酵 14日目のモロミ）から，8.5 µmolの 4-VGが蒸留液中に検出されている（Fig. 4-8）。上記

の移行率であれば，モロミ中の 11 µmolの FAから蒸留により蒸留液中に 0.22 µmolの 4-VG

を得ることができる。この結果から，泡盛醸造における 4-VG 生成の蒸留時の熱による寄与率

は約 2.6%（0.22 µmol/8.5 µmol）と算出された。これらの結果から，蒸留時の熱による 4-VG生

成への寄与は，泡盛醸造における AlPADの寄与よりもはるかに低いことがわかった。 
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Fig. 4-14. Effect of heat during distillation using FA added moromi on conversion of FA to

4-VG.

A and B indicate amounts of FA and 4-VG, respectively. C indicate conversion rate of FA to 4-VG.M,
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第 8項 A. kawachii_ΔAKAW08977株を用いた FAD活性への影響 

A. luchuensis の 4-VG 生産に PAD１（AKAW08977）が関与しているのかを明らかにするた

めに，ΔA. kawachii_ΔAKAW08977株を用いた静止菌体反応による FAD活性をコントロール

株と比較した（Fig. 4-15）。静止菌体反応の結果，A. kawachii_cntl 株と A. kawachii_Δ

AKAW08977 は，反応時間に伴い 4-VG 濃度が著しく増加し，その増加量はほぼ同程度であ

った。これらの結果から，PAD1 は A. luchuensis の FA から 4-VG への変換に関与していない

ことが示唆された。 
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Fig. 4-15. Bioconversion of FA to 4-VG in resting cell of A. kawachii_ΔAKAW08977

strain.
The fungal cells for resting cells reaction were prepared as described in the Materials & Methods section.

The cells with 4 mM FA solution were incubated at 30℃ for certain time, and the concentrations of 4-

VG in the supernatant were measured. Open and filled circles indicate A. kawachii_cntl and A.

kawachii_ΔAKAW08977 strains, respectively.
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第 4節 考察  

 

「泡盛醸造中の 4-VG生産への AlPADの寄与」 

 野生株において，蒸留液中の 4-VG 量は製麹時間に伴い増加し，モロミ中の 4-VG 量に比

例することがわかった（Fig. 4-8）。一方でΔalpad株では，蒸留液中の4-VG量は著しく少なく，

製麹時間による変化は見られなかった（Fig. 4-8B）。66 時間製麹した麹を用いた泡盛醸造に

おける 4-VG生成へのAlPADの寄与率は約 94%と算出されている。一方で，Kosekiら（1996）

は実際のモロミの代わりに酢酸緩衝液およびエタノールを含む焼酎のモデル溶液を用いて，

FA の一部は蒸留時の熱によって 4-VG に変換されることを示している。本研究では，一定量

の FAを添加した実際のモロミを用いて，一般的に使用されている蒸留条件を用いて変換率を

調べた。その結果，泡盛醸造における 4-VG 生成の蒸留時の熱による寄与率は約 2.6%であ

ることがわかった。結論として，泡盛醸造において AlPAD が 4-VG 生成の主要因であることが

明らかとなった。 

 

「A. luchuensis の細胞はモロミ発酵初期は代謝可能な状態で維持されており，モロミ中で FA

から 4-VGの変換を行っている」 

野生株で製麹した麹の FAD活性は，麹の製麹時間に伴い増加し，それはモロミ中の 4-VG

濃度の増加と相関していた（Fig. 4-9）。当初，我々は製麹中に発現された AlPAD の働きによ

って麹中の 4-VG が増え，それがモロミ中に溶出されると考えていた。しかしながら，麹に含ま

れる 4-VGの量は極めて少なく，モロミ発酵 1-3日目の 4-VG量は，その 100倍以上検出され

た（Fig. 4-10 および 4-11B-D）。これらの結果から，製麹中に AlPAD は発現・蓄積されるが，

FAを 4-VGに変換する反応はモロミ発酵工程中に行われていることが分かった。モロミ発酵時

間に伴う 4-VG 生成の結果から，モロミで検出された 4-VG のほぼ全てがモロミ発酵の初期段
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階で生成されたことが明らかになった（Fig. 4-11B-D）。第 2章より alpadの ORFにはシグナル

配列が無いため，AlPADは細胞質に局在すると考えられる。また，AlPADは pH 4.0以下では

FAD活性を示さないことがわかっている。麹とモロミは A. luchuensisが生産するクエン酸によっ

て通常 pH 3.5 程度になっている。従って，AlPAD はモロミ中では細胞外で FA から 4-VG へ

の変換を触媒することができないと考えられた。静止菌体反応においては，菌体は十分な量

の生理食塩水で洗浄している。従って，細胞外酵素が FAD 活性に影響を与える可能性はな

いと考えられる。よって，A. luchuensisは細胞外から FAを取り込み，細胞質内で AlPADにより

4-VG に変換し，その 4-VG を菌体外に放出していると考えられた。このことから，モロミ発酵中

に FA を 4-VG に変換するためには，麹中の A. luchuensis の細胞が代謝可能な状態でモロミ

中で維持されていなければならないことを意味している。A. luchuensis は好気性微生物である

ことから，麹中の A. luchuensis菌体は，モロミ中では生存出来ないと考えられている。一方で，

菌体が死滅したとしても，酸耐性を有するアミラーゼやプロテアーゼなどの細胞外酵素がモロ

ミで機能できる。本研究では，モロミ中の 4-VG 量はモロミ発酵開始から 3 日目まで増加し，そ

の後は十分な量の FA が利用可能であるにもかかわらず増加しなかった（Fig. 4-7 および 4-

11）。これらの結果は，いくらかの A. luchuensis の細胞がモロミ発酵 2 日目まで代謝可能な状

態で維持されており，その後死滅状態であることを示唆している。泡盛モロミの CO2生成を伴う

アルコール発酵は，発酵開始後 2～3 日でピークに達する（Miyazato et al., 1972）。永井ら

（1992）は，酒モロミ中の溶存酸素（DO）の影響について次のように報告している。DO の濃度

は，発酵初期は 2-4 ppm と高いが，その後の発酵は 0-5 ppb と低かった。これらの知見から，

モロミ発酵初期は微好気性状態であると考えられる。静止菌体反応においても反応初期は微

好気性条件下と思われる。野生株を用いた静止菌体反応試験において，反応開始後少なくと

も 36時間まで FA量の減少および 4-VG量の増加が観察されている。この結果も A. luchuensis

の細胞が微好気性条件下で一定期間代謝可能な状態で維持できるという仮説を支持してい
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る。 

 

「モロミ中の A. luchuensisが生産するフェルラ酸エステラーゼによる米麹から FAの遊離」 

 AlPADが米細胞壁に由来する FA を 4-VGに変換するためには，米細胞壁中にエステル結

合している FA を遊離させなくてはならない。モロミ中の FA は，米の細胞壁から A. luchuensis

が生産するフェルラ酸エステラーゼによって遊離されたものである（Koseki et al., 1998）。原料

米に含まれる全 FA 量（本研究で使用したインディカ米の細胞壁にエステル結合している FA）

を測定した結果，麹 100 g あたりに FA が 22.0±1.73 µmol 含まれていることがわかった。Δ

alpad株の製麹時間 66時間の麹 100 gを用いて仕込んだモロミ発酵 14日目のモロミ中の FA

は 20 µmolであった（Fig. 4-8A）。従って，米の細胞壁にエステル結合した FAのほとんどすべ

てが，モロミ発酵中にフェルラ酸エステラーゼによって遊離されたと考えられた。Δalpad 株の

麹を用いたモロミ中の FA量は，モロミ発酵 7日目まで増加し，その後 14日目まで変化しなか

った（Fig. 4-7Bおよび 4-11E，F）。これらの結果から，A. luchuensisの細胞が死滅しているモロ

ミ発酵 3日目以降でも，フェルラ酸エステラーゼはモロミ中で活性が維持されており，その酵素

がモロミ発酵 7日目までは，米細胞壁多糖からほぼすべての FAを遊離することができることが

示唆された（Fig. 4-11E）。泡盛モロミ発酵中に，FA がある一定濃度存在するにも関わらず，4-

VGに変換されずに残ってしまうのは，菌体内でしか活性を発揮できない AlPADがモロミ発酵

3 日目までしか機能出来ないことと，フェルラ酸エステラーゼがモロミ発酵 7 日目まで機能する

ことによって，米細胞壁中の FA をモロミ中に供給し続けていることに起因していると考えられ

た。 

 

「alpad破壊株の表現型および AlPADの生理学的な機能」 

 表現型に対する alpad 破壊の影響を調べるために，野生株およびΔalpad 株を FA 含有培
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地で培養した。その結果，野生株およびΔalpad 株の表現型に違いはみられなかった（Fig. 4-

4）。FAは S.cerevisiaeの生育を強く阻害することが報告されている（Baranowski et al., 1980）。

また，高フェノール酸濃度条件下では Lactobacillus plantarumの pad遺伝子破壊株の生育を

阻害することが報告されている（Barthelmebs et al., 2000b）。従って，PADは微生物においてフ

ェノール酸の解毒の役割を果たすと考えられている。しかし，Δalpad 株は FA 存在下で野生

株と同様に生育した（Fig. 4-4A-F）。従って，AlPAD にはおそらく他の生理学的な役割がある

と考えられた。また，野生株とΔalpad 株のどちらも FA を唯一の炭素源として含む培地で増殖

した（Fig. 4-4B, E）。よって，A. luchuensisは FA を生育するための炭素源として利用できること

がわかった。一部の細菌では，FA を生育のための唯一の炭素源として利用できることが報告

されている（Segura et al., 1999 ; Overhage et al., 1999）。Δalpad株を用いた静止菌体反応に

おいて，細胞外液中の FA量は減少していたが，4-VGは生成されていなかった（Fig. 4-5）。こ

れらの知見および結果から，A. luchuensis が細胞外から積極的に FA を取り込み，炭素源とし

て FA を利用する可能性があることが示唆された。しかしながら，FA 含有培地でのΔalpad 株

の生育は野生株と同様に生育し，野生株において結果的に生じる 4-VGはすぐに細胞外に放

出されることから，AlPAD は炭素源としての FA の代謝に寄与していないと考えられた。今後，

AlPADの生理的意義の解明に興味が持たれる。 

 

「PAD1の FAD活性への寄与」 

 S. cerevisiae の Pad1p と Fdc1p は 2 つの酵素が発現することで FAD 活性を発揮することが

報告されている（Mukai et al., 2010）。A. luchuensisには S. cerevisiaeの PAD1 と FDC1の遺伝

子と相同性を有する配列が存在する。S. cerevisiae の PAD1 と相同性のある遺伝子

（AKAW08977）が破壊された A. kawachii_ΔAKAW08977株の FA培養菌体を用いて静止菌

体反応を行った。その結果，A. kawachii_ΔAKAW08977株は A. kawachii_cntｌ株と同程度の
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活性を示した。このことから，PAD1 は FAD 活性に関与していないことが示唆された。S. 

cerevisiae において Pad1p は Fdc1p が脱炭酸するために必要な補因子を作る役割があること

が知られている。実際に脱炭酸を行っているのは Fdc1p であるため，今後 FDC1 と相同性の

ある遺伝子を破壊した株を用いて FAD活性にどの程度関与しているのか調べる必要がある。 
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第 5章 総括 

 

「泡盛醸造中の 4-VG生産における AlPADの寄与」 

 泡盛古酒の特徴香であるバニリンは，原料米中の細胞壁にエステル結合している FA が，黒

麹菌 Aspergillus luchuensisがもつフェルラ酸エステラーゼによって遊離し，脱炭酸反応によっ

て 4-VG に変換され，それが貯蔵中に非酵素的酸化によってバニリンに変わることが知られて

いる。これまでに，醸造中の FA から 4-VG への変換は，蒸留時の熱，酵母や乳酸菌がもつフ

ェノール酸脱炭酸酵素によるものだと考えられてきた。一方，A. luchuensis のゲノム中に

Saccharomyces cerevisiaeの PAD1 および FDC1 と相同性のある遺伝子と細菌類の PAD と相

同性のある遺伝子が存在するが，その機能解析は行われていなかった。このように，バニリン

生成に重要な FA の脱炭酸反応による 4-VG への変換が化学反応もしくは，どの微生物由来

の酵素によって行われているのか明らかではなかった。そこで私は，A. luchuensisが持つ細菌

類と相同性のあるフェノール酸脱炭酸酵素候補遺伝子（alpad）が，4-VG生成の主要因である

という仮説を立てた。本論文では，alpad 候補遺伝子が実際に酵素（AlPAD）として発現し，泡

盛醸造中の FAD活性に寄与しているのかを明らかにすることを目的として研究を行った。 

はじめに，AlPAD が FA を脱炭酸することができるのかを調べるために，リコンビナント酵素

を調製し，その諸性質を調べた。AlPAD の最適温度は 40°C で，50°C まで安定であった。泡

盛醸造において製麹中の温度は 35-40°C，モロミ発酵中の温度は 30℃付近に保たれており，

温度に対する性質においては，AlPAD は醸造中に FA の脱炭酸活性を維持することができる

ことがわかった。AlPADの最適 pHは pH 5.5付近で，pH 4以下，pH 8以上では触媒活性が

無く，pH 4.5 から 9.5 の範囲で安定であった。泡盛醸造中の麹およびモロミは，A. luchuensis

が生成するクエン酸によって通常 pH 3.5程度になっている。このことから，AlPADは細胞外で

は FAD 活性を触媒することができないことがわかった。AlPAD はシグナル配列が無いことか
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ら，細胞質に局在すると予測された。Aspergillus nigerの細胞質は細胞外の pHを 1.5から 7.0

の間で変化させても細胞内の pHを pH 7.6付近に維持することが報告されている（Hesse et al. 

2002）。従って，AlPAD は醸造中，A. luchuensis の細胞質において FAD 活性を触媒すること

が示唆された。 

次に，泡盛醸造中の 4-VG生産における AlPADの寄与を明らかにするために，Δalpad株

を用いて小仕込み試験を行い，野生株と 4-VG 生産量を比較した。野生株で仕込んだモロミ

の蒸留液中の 4-VG 量は，製麹 42 時間以降 66 時間まで著しく上昇したのに対し，Δalpad

株の 4-VG 量は著しく少なく，かつほとんど変化しなかった。得られた結果から，製麹時間 42

～66時間の麹を用いた泡盛醸造の 4-VG生産における AlPADの寄与率は約 88-94%である

と算出された。一方で，FAの一部は蒸留時の熱によって 4-VGに変換されることが報告されて

いる（Koseki et al., 1996）。本研究では，一定量の FA を添加したモロミを用いて，一般的に使

用されている蒸留条件を用いて，熱による 4-VG 生成への寄与率を調べた。その結果，泡盛

醸造における 4-VG 生成の蒸留時の熱による寄与率は約 2.6%であることがわかった。以上の

ことから，泡盛醸造中の 4-VG生成の主要因は AlPADであることが明らかとなった。 

 

「泡盛醸造中における 4-VG生産のタイミング」 

製麹中の麹無細胞抽出液の FAD 活性とモロミ中の 4-VG 量には相関があったことから，麹

中で発現した AlPADによって，製麹中に 4-VGが生産され，それがモロミ中に溶出されている

と考えた。しかしながら，実際に麹中の 4-VG 量を定量すると，その量は極めて少なく，モロミ

中の 1/100 以下しか無かった。従って，4-VG のほとんどはモロミ発酵中に生産されることは明

らかであった。一方で，好気性微生物であるA. luchuensisは嫌気条件下であるモロミ中ではす

ぐに死滅するものと考えられていた。前述の通り，pH 4 以下で活性を持たない AlPADは泡盛

モロミの pH（3.5）において，細胞外では機能できない。従って，モロミ発酵中に FA を 4-VGに
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変換するためには，A. luchuensis の細胞がモロミ中で代謝可能な状態で維持されていなけれ

ばならない。それを検証するために，モロミに多量の FA を添加し，一定時間後に 4-VG が生

成されるかどうかを調べた。その結果，モロミ発酵 2日目までに FAを添加すると，FA添加後 1

日目に 4-VGが著しく増加することがわかった。このことから，A. luchuensisの細胞が代謝可能

な状態でモロミ発酵 2日目まで維持されており，その後維持されなくなる（死滅した）ことが示唆

された。AlPAD の基質である FA も，その多くはモロミ発酵中に米細胞壁から遊離されることも

分かった。Δalpad 株を用いた試験により，FA はモロミ発酵 7 日目頃までその量が増えること

が分かり，FA を米細胞壁から遊離させる Faeは菌体外酵素で，麹菌が死滅しても，モロミ中で

活性を発揮できることが示唆された。モロミ発酵中に FA がある程度残存するのは，AlPAD が

麹菌が生きていないと機能できないのに対し，Fae は麹菌とは独立しても機能でき，FA をしば

らくの間供給できることに起因していると考えられた。一方，製麹中に AlPAD の発現量は増大

しているが，モロミ中で更にその発現量が増大している可能性も排除できない。麹が水中に沈

められ，水を吸う事によって，菌体外酵素である Xlnや Faeはより効率良くヘミセルロース成分

にアクセスでき，その結果 FA が遊離され，モロミ中の FA 濃度が高まる。その濃度が高まった

FA によって AlPAD が更に誘導されることが予測される。今後，これらを明らかにするために，

麹を浸漬して後に，Xln や Fae，そして AlPAD が誘導されているのかどうかを調べる必要があ

る。 

 

「製麹時間に伴う AlPADの増大」 

本研究において，AlPADは製麹時間に伴い発現量が増加することが分かった。製麹中のA. 

luchuensis は米中のデンプンをグルコースに変換する。そのデンプンの量は時間の経過と伴

に減少して行き，相対的比率の増えた細胞壁物質に対し，その分解に関与する酵素の発現

が誘導されると予測される。よって，製麹後期は，細胞壁の分解に関係するキシラナーゼやフ
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ェルラ酸エステラーゼなどのいくつかの酵素が発現し，機能していると考えられる。AlPAD の

発現も，これらの酵素によって生産された物質によって誘導される可能性がある。実際に，細

胞壁成分が豊富に含まれている米ぬかによって AlPAD が誘導される。米ぬかには基質であ

る FA も含まれているが，米ぬかに含まれる FA よりも高い濃度の FA で誘導しても，米ぬかと

比較して AlPAD の誘導性が低いことがわかった。このことから，米ぬかには FA に加えて他の

誘導物質の存在が示唆された。 

 

「本研究の応用と今後の展開」 

本研究の結果から，泡盛醸造中の FAから 4-VGへの変換の主要因は AlPADであることが

明らかとなった。そして，製麹時間が長い程，AlPAD の発現量，モロミ中の 4-VG 濃度および

蒸留液中の 4-VG濃度が高まることがわかった。このことから，老麹がバニリン香に富んだ古酒

を作るのに適していることが示唆された。これらの結果は，泡盛酒造所の多くの杜氏が経験に

基づき，古酒を作るために老麹を使用していることを科学的に明らかにした。しかし，製麹時間

と伴にAlPADの発現が増加する理由についてはわかっていない。今後，トランスクリプトーム，

プロテオームおよびメタボローム解析などのオミックス解析および転写調節に関わる遺伝子の

解析等による AlPAD の発現誘導メカニズムの全貌の解明が期待される。また，今回の研究成

果は，実用菌株である A. luchuensis var. awamori ISH1株を用いたものとなっている。これまで

に，ゲノムが読まれた A. luchuensis NBRC 4314株でも研究を進めていたが，AlPAD発現量お

よび 4-VG生産量は ISH1株と比較すると極めて低いという結果が得られている。これらの結果

は，菌株によって AlPADの発現量とそれに伴う 4-VG生成能が大きく異なることを示しており，

より 4-VG 生産能の高い菌株を育種，分離する研究開発にも期待が持たれる。これら本研究

で得られる成果は，バニリン香に富む付加価値の高い古酒の製造技術の確立に大きく貢献す

るものと確信する。清酒や焼酎などにおいては 4-VGはオフ・フレーバーとなるため，本研究の
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成果は 4-VG を減らす技術開発への寄与も期待される。また，各種網羅的解析により，バニリ

ンだけではなく，麹菌による他の香味成分を含む有用二次代謝産物の生成過程やメカニズム

に関係するデータが得られることから，本研究の成果は黒麹を用いる焼酎および泡盛の酒質

制御および米麹や蒸留粕の機能性の向上に重要な知見を与えることが期待される。  

 

「AlPADの生理学的な機能」 

 本研究を通じて，泡盛醸造における 4-VG生産に対して，AlPADが決定的に重要であること

が分かったが，自然界における AlPADの役割は不明である。FAには微生物の生育を阻害す

る活性があり，PAD は微生物において FA の解毒の役割を果たすと考えられている。しかし，

Δalpad株は FA存在下で野生株と同様に生育し，FAを唯一の炭素源として含む培地で野生

株と同様に増殖した。PAD superfamilyは細菌類で多く研究されて来たが，真菌類での研究例

は本研究を含めて 3 例のみで，その生理的役割については全く分かっていない。一方，デー

タベース上ではそのホモログが真菌類に広く存在している。今後，真菌類における PAD 

superfamilyの生理的意義の解明に興味が持たれる。 
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