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V　麹菌のゲノム解析とポストゲノム手法を用いた
醸造技術への応用

1．はじめに
近年，我が国の伝統的発酵食品が海外に注目され，輸出が増加傾向にある。さ

らに，2013 年末，和食が「日本人の伝統的な食文化」としてユネスコ無形文化
遺産に登録された。和食の世界的な認知により，味噌等の伝統的発酵食品の国際
的な需要が高まると期待される。また，和食とこれに伴う文化を今後も継承し，
その情報を世界に発信する際，日本独自の伝統的発酵食品は極めて重要な位置を
占める。和食の献立を考えるときに欠かせない味噌，醤油，みりん，食酢等の調
味料，また清酒等の酒類は，麹菌等の醸造微生物を使って製造される。そのた
め，これら有用微生物の生物学的特性あるいはその醸造における働きを科学的に
解明しておくことはたいへん重要である。

麹菌は糸状菌（カビ）の仲間であるが，特定の糸状菌を指すのではなく，我
が国の醸造食品に使用される実用糸状菌全般を意味している。味噌の他，清
酒，醤油，みりん等，我が国の伝統的発酵食品の醸造に使用されており（表
1），日本醸造学会により我が国の「国菌」と認定されている。この麹菌の一種
Aspergillus oryzae（以降，本稿では A. oryzae を便宜的に麹菌と呼ぶ）は，工業
用酵素の生産菌としても利用され，植物由来のデンプンを分解するアミラーゼや
タンパク質を分解するプロテアーゼ等の細胞外分泌酵素の生産性が高いことが知
られている。またこの高い酵素生産性と毒性物質を生産しないことが，発酵食品
の醸造に麹菌が利用されるようになった理由ではないかと考えられる。そこで，
本稿では発酵食品のおいしさに関わる麹菌とこの菌が生産する酵素の解明研究に
ついて，麹菌のゲノム解析とその情報を利用したポストゲノム研究の進展を交え
て解説するとともに，発酵食品の旨味生成に関わると考えられる新しい麹菌酵素
について紹介したい。

表 1　各種醸造食品製造に使用される麹菌の種類

　醸造食品      　生物種
清酒 
味噌 
醤油 
甘酒
味醂 
焼酎 

Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae, Aspergillus sojae
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Aspergillus kawachii, Aspergillus awamori
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2．麹菌酵素とゲノム解析
麹菌は多様な分泌酵素を生産するが，とりわけタンパク質分解酵素は発酵食品

の特徴的な味である「旨味」に関与するアミノ酸生成に必須な働きをする酵素で
ある。タンパク質分解酵素は，ペプチドの内側を切断するエンド型，ペプチドの
末端からアミノ酸を 1分子ずつ遊離するエキソ型に分けられる。このうちアミ
ノペプチダーゼは，ペプチドのＮ末端側からアミノ酸を加水分解により遊離する
エキソ型酵素である。本酵素はその種類によって，アミノ酸認識の特異性（Ｎ末
端のアミノ酸の種類を選択して遊離）が異なる。従って，アミノペプチダーゼは，
醸造食品の味を決めている重要な酵素の一つであり，同酵素の作用による遊離ア
ミノ酸の生成バランスは，食品の呈味性に大きく影響する。

多様な能力を有する産業微生物である麹菌の機能をさらに解明して引き出すこ
とにより，その機能を新産業の開拓に利用できる可能性が考えられる。また学術
的には，伝統的発酵食品の醸造において，麹菌の酵素が担う機能の解明が望ま
れている。このような要望を受けて，麹菌ゲノム解析コンソーシアムが組織さ
れ，2005 年に麹菌のゲノム情報が解明された。そのゲノム情報から麹菌のプロ
テアーゼ遺伝子群を抽出した結果，100 種類以上の遺伝子が発見され，その中に
はアミノペプチダーゼ様遺伝子がして 30 種類以上含まれていた。

これまでに報告された麹菌アミノペプチダーゼは，実用菌株から生化学的な実
験手法により精製されたタンパク質である。例を挙げると，細胞外に分泌され
る 4 種類のロイシンアミノペプチダーゼが培養上清より精製され，特性が解明さ
れた 1）－ 4）。ゲノム情報から抽出したアミノペプチダーゼ様遺伝子のうち，著者
らは糸状菌で報告例のない酵素，真核生物で報告例の無い酵素の遺伝子を解析し
てきた。これらは生産量が微量であり，精製困難なタンパク質と推測された。そ
こで遺伝子レベルで見出した新規アミノペプチダーゼを遺伝子組換え技術を利用
して強制的に高生産させた。その結果，精製可能な量の酵素タンパク質を確保す
ることができた。この手法で酵素化学的性質を決定したアミノペプチダーゼとし
て，グルタミン酸やアスパラギン酸といった旨味を示すアミノ酸をペプチドから
特異的に遊離するアスパチルアミノペプチダーゼ（DapA5）），プロリンを特異的
に遊離するプロリルアミノペプチダーゼ（PapA6）），ロイシンを中心に疎水性ア
ミノ酸を遊離するロイシンアミノペプチダーゼ（LapA7））がある。LapA は培養
上清に高生産させて精製したが，その他の酵素は細胞内に蓄積されたため，細胞
破砕後の無細胞抽出液から精製した。一方，cDNA を大腸菌で過剰発現させた
のち，付加された His-tag を指標に精製を行うことにより特性を解明したアミノ
ペプチダーゼとして，システイニルジペプチダーゼ（CdpA8）），及びリジンアミ
ノペプチダーゼ（ApsA，ApsB9））がある。
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3．麹菌アスパチルアミノペプチダーゼの精製と酵素の特徴
上述の酵素のうち，アスパチルアミノペプチダーゼ（DapA）5）は，酸性アミノ

酸であり重要な呈味成分であるグルタミン酸及びアスパラギン酸に高い特異性を
示し，これらのアミノ酸をペプチドのアミノ末端から遊離する酵素である。した
がって，本酵素は味噌醸造中において，もろみ中で生成するペプチドのアミノ末
端のアスパラギン酸やグルタミン酸を遊離し，味噌における旨味アミノ酸生成へ
の寄与が考えられる。そこで，アスパチルアミノペプチダーゼの詳細な酵素化学
的性質 5）や麹菌細胞内における生理的機能の解明，細胞内の本酵素が細胞外に放
出される現象等，味噌等の醸造工程における機能解明につながる知見を得た 10），11）

ので，紹介する。
酸性アミノ酸であるグルタミン酸及びアスパラギン酸をペプチドのアミノ末端

から特異的に遊離するアミノペプチダーゼは 1961 年に初めて報告された 12）。こ
の酵素は哺乳類（ラット）の腎臓組織に見出された膜結合型タンパク質であり，
グルタミルアミノペプチダーゼと呼ばれた。本酵素が注目を浴びたのは，哺乳
類の血圧上昇に関与するペプチドホルモンであるアンジオテンシン I とアンジオ
テンシン II のアミノ末端のアスパラギン酸を遊離する活性を示したためである。
また本酵素はカルシウムイオンにより活性が促進された。一方，犬の腎臓組織に
見出された可溶性アミノペプチダーゼは，合成基質のアスパラギン酸 2- ナフチ
ルアミド分解活性がグルタミン酸 2- ナフチルアミド分解活性を上回ることから，
アスパチルアミノペプチダーゼと命名された。同酵素はマンガンイオンにより活
性化された 13）。その後ネズミからも同様の酵素が粗精製されたが，こちらのほ
うはペプチドのみを基質とし，合成基質の分解は見られなかった 14）。これらの
酵素は安定性が悪いため，単一タンパク質にまでは精製されていなかったが，そ
の後，やはりアンジオテンシンの脳内機能解明の一環として，ウサギの脳からア
スパチルアミノペプチダーゼが高度に精製され，同様に合成基質の分解能力が見
られなかった 15）。

一方，微生物におけるアスパチルアミノペプチダーゼに関する情報は全く得
られていなかったが，横浜市立大学の Yokoyama ら 16）は出芽酵母細胞内の高分
子タンパク質の機能解明を進めている際，未解明のタンパク質 Yhr113w を発見
し，アミノ酸配列から哺乳類のアスパチルアミノペプチダーゼに類似する構造を
有することを見出した。同酵素の基質特異性や活性の pH 依存性は哺乳類のアス
パチルアミノペプチダーゼと同様であったが，いくつかの違いが見られた。すな
わち，サブユニット構成数が哺乳類では 8 量体に対して，出芽酵母では 12 量体
であったこと，および金属イオンキレート剤である EDTA は哺乳類酵素を阻害
しないが，出芽酵母酵素を阻害することがわかった。また，真核生物や原核生物
にアスパチルアミノペプチダーゼが広く存在することが各種生物ゲノム情報から
示唆された。
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著者らの研究室では，東京農工大学，東北大学，株式会社月桂冠，天野エンザ
イム株式会社との共同研究により，麹菌の全タンパク質分解酵素の解明を目指
して網羅的な遺伝子機能の解明を進めた。その中で，上述の出芽酵母 Yhr113w
タンパク質にアミノ酸配列で 53％の同一性を示すタンパク質が麹菌ゲノム内に
コードされていることを見出した。そこで，そのタンパク質を DapA，遺伝子
を dapA と命名し，タンパク質機能の解明を目指すこととした。研究戦略とし
て，標的タンパク質の精製を容易にするため，同タンパク質のアミノ末端あるい
はカルボキシル末端にタグと呼ばれるペプチドが付加された融合タンパク質の形
で，麹菌自身の細胞内で強制的に発現させる方法を採用した。そこで，ヒスチジ
ンが 6 分子連続して連結した His タグが DapA のカルボキシル末端に付加され
た DapA-His タグタンパク質を，麹菌の高発現プロモータであるタカアミラーゼ
遺伝子 amyB プロモータの制御下で発現するように発現用プラスミドを構築し，
麹菌に導入した（図 1）。この His タグペプチドを有したタンパク質は，ニッケ
ルイオンが結合した樹脂に吸着する性質があり，目的のタンパク質をその他のタ
ンパク質と分離する目的で利用されている。得られた形質転換体はデンプンを炭
素源として培養後，無細胞抽出液を調製し，抗 His タグ抗体を用いたウェスタン
ブロット解析により，免疫学的に His タグを有する約 52×103 のタンパク質が形
質転換体の細胞内に検出された（図 1）。このことから，麹菌のアスパチルアミ
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図 1　dapA高発現株の作製と高発現株の確認
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ノペプチダーゼも他の生物同様，細胞内酵素であることが確認できた。
次に予備試験として，対象タンパク質である DapA-His タグの生産が確認され

た形質転換株を高発現株とし，ツァペックドクス－デンプン培地（炭素源として
デンプンを添加）にて培養後，ニッケルイオンが結合したタンパク質精製用担
体を使用して，His タグ付加タンパク質を粗精製した。その結果，免疫学的に検
出されたタンパク質と同等の分子量を有するタンパク質が主要なタンパク質と
して精製された。そこで，合成基質のアスパラギン酸 - パラニトロアニリド（以
下，Asp-pNA）を用いて，粗精製酵素と混合して 30℃にて保温した結果，Asp-
pNA が加水分解され，遊離された pNA による黄色の発色が確認できた。哺乳類
のアスパチルアミノペプチダーゼが基質としない合成基質を用いることができる
ならば，分光光度計等を用いて活性を測定できるため，酵素精製作業は簡便とな
る。しかし，この加水分解反応の比活性は極めて低く，やはり合成基質は基質と
しては適していない可能性，または麹菌で強制発現したために，活性発現に必要
なタンパク質のフォールディング（折りたたみ）が正しく行われていない可能性
等が考えられた。そこで，タンパク質の構造上，本酵素が金属イオンを活性発現
に必要とする金属ペプチダーゼに属するということを考慮し，粗精製画分あるい
は菌体抽出液に亜鉛イオン，カルシウムイオン，コバルトイオンを塩化物の形で
10 mM になるよう添加したところ，コバルトイオン添加では Asp-pNA 分解活
性が約 2 倍となった。その他のイオンでは同様か，低下するのみであった。そこ
で，今度は効果のあった塩化コバルトを 0.3 ～ 1 mM になるよう添加した液体培
地で，形質転換体を最初から培養したところ，今度はその無細胞抽出液の Asp-
pNA 分解反応の比活性が塩化コバルト無添加の場合の 20 倍以上となった。塩化
コバルトを 2 mM となるよう添加した培養では，菌体の生育が阻害された。ま
た，塩化亜鉛や塩化カルシウムを培養時に添加しても無細胞抽出液における酵素
比活性には影響しなかった。ニッケルイオン結合担体からの溶出液に 1 mM と
なるよう塩化コバルトを添加したところ，無添加の場合の約 3 倍の活性回収率で
あった。以上の結果から，コバルトイオンにより培養中の酵素比活性及び精製中
の同比活性が飛躍的に向上させることが明らかになった。また，このことから培
養中に大量に翻訳合成される DapA-His タグタンパク質にコバルトイオンが組み
込まれることで正常なフォールディングとなった可能性が考えられるが，これに
ついては別途検証が必要である。また，Hoshida ら 17）は，麹菌で担子菌由来ラッ
カーゼを高発現させる際に銅イオンを培地に添加して高活性酵素の取得に成功し
ており，このような金属酵素研究の先行例を参考にしたことも比活性の飛躍的上
昇につながった。

上記の予備的な実験を受け，本精製ではツァペックドクス－デンプン（CDS）
培地に 1 mM となるよう塩化コバルトを添加して，高発現株の振とう培養を
行った。無細胞抽出液を調製後，Asp-pNA 分解活性を指標に活性画分を精製す
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ることとした。ニッケルイオン結合担体にて結合，洗浄後に溶出させた活性タン
パク質画分について，主要タンパク質の内部アミノ酸配列を決定した結果，目的
の DapA の部分配列と一致したため，精製を進めているタンパク質が DapA で
あると確認した。そこで，次に，この活性画分をさらにゲルろ過カラムクロマト
グラフィーにより，分離し（図 2），各画分のタンパク質を SDS-PAGE に供した

（図 3）。その結果，活性画分は約 520 × 103 の巨大なタンパク質であった（図 2）。
その単量体タンパク質の分子量は SDS-PAGE の結果（図 3）から 57×103 であり，
計算上の DapA-His タグタンパク質の分子量と一致した。これらの結果から，活

図 2　麹菌アスパチルアミノペプチダーゼ活性画分の
ゲルろ過クロマトグラフィーによる分離

図 3　SDS-PAGEによるゲルろ過カラムクロマト
　　　グラフィー溶出画分の分析 5）
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性を有する DapA-His タグタンパク質は同一タンパク質をサブユニットとする 9
量体で構成されると考えられた。また，57 × 103 以外にタンパク質は検出されず，
目的タンパク質は極めて精製度が高いことが示された。一方，図 2 に示すとお
り，活性ピーク以外にも約 630 × 103，110×103 の位置にタンパク質のピークが
見られ，それらの SDS-PAGE 分析でも 57×103 の DapA-His タグタンパク質が
検出された（図 3，25 レーン，34 レーン）。このことから，DapA-His タグタン
パク質は活性を示す 9 量体以外に，不活性な多量体（それぞれ 11 量体，2 量体）
を形成することが明らかになった。データは示さないが，麹菌高発現株の培養液
に塩化コバルトを添加せずに培養した場合，同様に精製したタンパク質のゲルろ
過カラムクロマトグラフィー溶出パターンは，9 量体のタンパク質ピークがほと
んど見られず，11 量体，2 量体のタンパク質ピークが主要な構成ピークとなった。
この結果からも，コバルトイオンの添加の有無が高発現 DapA-His タグタンパク
質の構造に影響を与え，多量体化プロセスを変えている可能性が考えられる。

ゲルろ過カラムクロマトグラフィー後の精製酵素について，基質特異性を確認
した。10 種類のアミノ酸 -pNA 基質との反応では，アスパラギン酸が最も高い
特異性を示し，次いでグルタミン酸であった。しかし，他のアミノ酸化合物は全
く反応性を示さなかった。次に，ペプチドを基質とすることを確かめるため，上
述したペプチドホルモン，アンジオテンシン II を基質として，酵素反応を行っ
た。図 4-A に示したように，アンジオテンシン II はアミノ末端にアスパラギン
酸残基を有する。アンジオテンシン II のアスパラギン酸残基が酵素反応により
遊離すると，反応生成物であるアンジオテンシン III が生成する。これらのペプ
チド基質と産物は液体クロマトグラフィーにより分離・定量することが可能であ
る。精製酵素によりアンジオテンシン II が継時的に分解を受け，アンジオテン

図 4　精製DAPによるアンジオテンシン II の経時的分解 5）
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シン III が生成する様子を図 4-B に示した。反応 20 時間を経ても，生成するア
ンジオテンシン III とわずかに残存するアンジオテンシン II のピーク以外に生成
物のピークは検出されず，本酵素は酸性アミノ酸に極めて特異的なアミノペプチ
ダーゼであることが確かめられた。なお，ヤマサ醤油株式会社の渡部らは，本研
究に先んじて大腸菌を宿主とした DapA の生産と精製を行い，特性解析結果を
公表した 18）。そこで本研究はその結果も参考にしながら，麹菌で比活性の高い
アスパチルアミノペプチダーゼを生産するための研究を行い，塩化コバルトの培
養液中等の添加という選択が酵素機能解析に極めて有効であった。

4．dapAの人為的改変株の性質及び dapA転写様式
次に dapA 遺伝子の麹菌における生理機能について解明することとした。作製

した dapA 遺伝子破壊株及び高発現株 10）について，ツァペックドックス－グル
コース（CD）寒天培地またはツァペックドックス－デンプン（CDS）寒天培地
におけるコロニーの生育速度，コロニー形態及び胞子形成をそれぞれの対照株

（宿主株）と比較した。なお，デンプン含有培地では当該遺伝子が高発現するよ
うにあらかじめ菌株を改変した。その結果，遺伝子破壊株（図 5），高発現株（図
6）のいずれも対照株と同等のコロニー形態及び生育速度を示した。また，遺伝
子破壊株について窒素源濃度を CD 寒天培地の 100 分の 1 及び 1000 分の 1 に制
限した寒天培地上に接種し，コロニーの形態等を観察したところ，上述と同様に
対照株と同等の性質を示した（データ省略）。この結果から，dapA は麹菌の生

図 5　�dapA 遺伝子破壊株のツァペックドックス（CD）
寒天培地におけるコロニー形態 10）

control

⊿DapA-3 ⊿DapA-4

⊿DapA-1
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CD 6日目
CDS 6日目

育に必須ではない遺伝子であることが明らかになった。
dapA 遺伝子発現の培養環境による違いを検討するため，一晩培養後の菌体を

塩濃度，熱，アルカリの各ストレス条件下で 2 時間処理した後，RT-PCR 法にて
転写量を準定量的に測定した。その結果，各ストレス条件と対照条件で転写量は
同等であった（データ省略）。そのため，本遺伝子は供試ストレス条件のいずれ
においても転写制御を受けないと考えられた。

次に，DapA の活性発現に金属塩が与える影響を検討するため，高発現株とそ
の対照株の CDS 液体培地培養後に，無細胞抽出液を調製した。His タグの付加
は場合によりタンパク質の可溶性や立体構造に影響を与えることが考えられるた
め，ここでは，高発現株は His タグの影響を回避するために，同タグを付加せず
に高発現するように改変した。そして，無細胞抽出液に金属塩を 1 mM となる
よう添加した後，DapA の活性測定用合成基質である Asp-pNA 及び Glu-pNA を
用いて抽出液中の DapA 活性を測定した。その結果，塩化コバルト塩の添加に
より高発現株抽出液における当該酵素活性は塩無添加の場合の約 4 － 5 倍となっ
た。また，遺伝子破壊株は，対照株と比較して，Asp-pNA 及び Glu-pNA 分解活
性が有意に低下していた。

5．DapA 高発現株を用いた米麹の酵素活性
次に，DapA 高発現株を対照株とともに実験室で小ロットの米麹培養を行い，

4℃において抽出用緩衝液（50 mM Tris-HCl, pH 7.5）中でスターラーを用いて
ゆるやかに 1 時間攪拌を行ったのちの遠心上清を酵素液とした。そして，上述
の合成基質を用いた酵素反応後，活性測定を行った。その結果，DapA 高発現株

図 6　�dapA 遺伝子高発現株のツァペックドクス－デンプン
（CDS）及び CD寒天培地におけるコロニー形態 10）
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の米麹抽出液中の DapA 活性は，対照株に比べて極めて高い活性を示し，Asp-
pNA 基質の分解活性で対象区の約 39 倍の活性を示した（図 7）10）。このことから，
DapA は細胞内酵素ながら細胞外に容易に抽出可能な酵素であり，醸造過程にお
いて米麹に由来する本酵素が呈味アミノ酸であるグルタミン酸やアスパラギン酸
の増加に寄与している可能性が示唆された。

渡部ら 18）は麹菌のアスパチルアミノペプチダーゼを遺伝子組み換え技術によ
り大腸菌を用いて生産し，同酵素が耐塩性を示すとともに，本酵素を脱脂大豆部
分分解物と反応させると，グルタミン酸の遊離量が増加することを報告してい
る。本研究においては，穏やかな条件で米麹から容易にアスパチルアミノペプチ
ダーゼ活性が調製可能であることが判明した。発酵食品である味噌は，種類に
よって塩分が 5 ～ 13%（w/w）程度含まれる。DapA は内在酵素であるが耐塩
性が高い酵素であることから，このような塩分の高い味噌の醸造工程中で大豆や
米に由来するペプチドから本酵素が旨味アミノ酸を遊離することは十分に考えら
れる。また，醤油もろみ中でも同様に旨味アミノ酸の生成に機能すると考えられ
ている 18）。

6．麹菌由来グリシン -D- アラニンアミノペプチダーゼ
上述した酵素は，L 型のアミノ酸を遊離するものであった。L- アミノ酸はよく

知られているようにタンパク質あるいはペプチドの構成要素である。一方，D 型
アミノ酸を認識するアミノペプチダーゼが近年になり報告された。グラム陰性バ
クテリアの Ochrobacterium anthropi が有する D- アミノ酸特異的アミノペプチ
ダーゼ（D-stereospecific aminopeptidase, DAP）は，基質からＮ末端の D- アラ
ニンを極めて特異的に遊離することが報告された。19），20）また，この DAP はメチ

図 7　dapA高発現株と対照株の米麹浸出液の合成基質分解活性 10）
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ル化あるいはアミド化されたグリシンに対しても高い活性を示した。
一方，D- アミノ酸に特異的なアミノペプチダーゼは，真核生物では情報がほ

とんどない。著者らのグループは，麹菌ゲノム上から抽出されたアミノペプチ
ダーゼの中に，上述の DAP の相同遺伝子を見出した 21），22）。本遺伝子機能解明の
概略を以下に紹介する。O. anthropi の DAP に相同性を有する DNA 領域が，限
られた種類の糸状菌ゲノムに見出された。これらの遺伝子または遺伝子産物に関
する先行研究情報は見られない。そのうち，麹菌から見出された当該遺伝子につ
いて，後ほど明らかにした基質特異性を考慮し，グリシン -D- アラニンアミノペ
プチダーゼ（glycine-D-Alanine aminopeptidase, gdaA）と命名した。gdaA は，O. 
anthropi の DAP とアミノ酸配列で 43％の同一性を示した。

タンパク質が有する機能領域を検索することができるデータベース（Pfam）
を利用して GdaA タンパク質の機能領域を調べた。その結果，O. anthropi の
DAP と同様，β - ラクタマーゼ（β - ラクタム環を有する抗生物質の分解酵素）
に類似性の高い領域と， D- アミノペプチダーゼに類似性の高い 2 つの領域の合
計 3 領域が想定された。Asano ら 23）は，O. anthropi の DAP と β- ラクタマー
ゼの間に，一次配列上の高い類似性が認められ，同時にセリンタイプ β- ラク
タマーゼの活性部位におけるアミノ酸配列モチーフ（セリン -Xaa-Xaa- リジン，
Xaa は任意のアミノ酸）の重要性について報告している。GdaA タンパク質は，
このセリン -Xaa-Xaa- リジンモチーフを第 58 － 61 番目のアミノ酸残基に有して
いた。PSORTII プログラムを用いた局在性解析では GdaA は分泌シグナル配列，
あるいは細胞小器官への移行配列はなく，本タンパク質は O. anthropi の DAP
と同様，細胞質で機能すると考えられた。

7．GdaA の精製と生化学的特性の解明
そこで，GdaA タンパク質を効率的に精製するため，遺伝子操作技術により

gdaA 遺伝子を過剰発現させて，同タンパク質を麹菌細胞内に蓄積させる戦略を
取った。前述した amyB プロモータの他に麹菌の遺伝子過剰発現では，ポリペ
プチド鎖伸長因子遺伝子 tef1 のプロモータ領域がよく利用される。gdaA 遺伝子
コーディング領域を tef1 遺伝子のプロモータ領域と連結し，遺伝子マーカーを
利用して麹菌に導入した。一方，麹菌における gdaA 遺伝子の機能，役割を解明
するため，高発現株と同時に，gdaA 遺伝子の破壊株も作製した。

gdaA 遺伝子高発現株，同破壊株，そして対照株を最少寒天培地，完全寒天培
地に接種，培養したところ，3 株の間には生育の速さや胞子形成についての違い
は観察されず，少なくとも gdaA 遺伝子は麹菌の生育にとって必須の遺伝子では
ないと考えられた。gdaA 遺伝子産物，すなわち GdaA の酵素としての機能を解
明していく上で，O. anthropi の DAP が D- アラニンアミド，D- アラニン含有ペ
プチド，グリシンメチルエステルの加水分解に対して高い特異性を示すことを考
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慮し，グリシン - パラニトロアニリド（Gly-pNA）及び D- アラニン - パラニトロ
アニリド（D-Ala-pNA）を GdaA のアミノペプチダーゼ活性を測定するための基
質として選択した。

得られた gdaA 高発現株を，対照株，遺伝子破壊株も併せて，液体完全培地に
おいて 24 時間，30℃で振とう培養した。その菌体から RNA を調製し，定量的
リアルタイム PCR 解析により gdaA 遺伝子の発現量を調べた。その結果，高発
現株は，対照株の約 5,000 倍の転写レベルであった。一方，遺伝子破壊株は想定
どおり転写が検出されないことを確認した。また，遺伝子破壊株と対照株を液
体完全培地で培養し，回収した菌体から調製した無細胞抽出液（粗酵素液）に
おける上述のアミノペプチダーゼ活性を測定した（図 8）。その結果，Gly-pNA，
D-Ala-pNA のいずれを基質とした場合も，対照株では培養時間の増加に伴い比
活性が増加したのに対して，gdaA 遺伝子破壊株ではいずれの基質分解活性も低
レベルに終始した。このことから，GdaA は麹菌細胞内におけるグリシン及び
D- アラニンを遊離するアミノペプチダーゼ活性を担う主要な酵素として機能す
ることが明らかになった。

転写レベルが高いことと相関して，高発現株の菌体内における Gly-pNA 及び
D-Ala-pNA の加水分解活性の比活性も極めて高く，酵素精製を進める上で問題
ないと判断した。gdaA 高発現株を液体完全培地で振とう培養し，菌体を凍結
破砕し，緩衝液を添加して撹拌後，遠心分離して得られた上清を粗酵素液とし
た。粗酵素液からの GdaA タンパク質の精製は，硫酸アンモニウムによる沈殿
分画，疎水カラムクロマトグラフィー，透析，陰イオン交換カラムクロマトグラ
フィー，ゲルろ過カラムクロマトグラフィーを用いて進めた。精製酵素の分子量

図 8　�遺伝子破壊株と対照株のグリシン及びD-アラニンアミノ
ペプチダーゼ活性の培養時間に伴う変化 21）
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は，ゲルろ過カラムによる分子量の標準曲線から 126×103 と算出した。遺伝子
情報及び SDS-PAGE 解析の結果から，GdaA タンパク質単量体の分子量は 59×
103 であり，本酵素は麹菌細胞内では 2 量体で機能すると考えられた。

精製酵素の基質特異性について，まず，各種アミノ酸のパラニトロアニリド
化合物を基質として調べた結果，これらの合成基質のうちで基質となったのは，
反 応 性 の 高 い 順 に Gly-pNA，D-Ala-pNA，L-Ala-pNA で あ っ た。Gly-pNA は
D-Ala-pNA よりも少しだけ相対活性が高く，一方で L-Ala-pNA に対しては弱い
活性を示すのみであった（表 2）。酵素の反応効率を表すパラメータの比較から
も，GdaA は D- 体のアミノ酸に特異的なアミノペプチダーゼであることが明ら
かになった。

GdaA はグリシンに対する反応性が最も高いことから，本酵素の生化学的特性
を Gly-pNA を基質として試験を実施した。その結果，本酵素は，弱アルカリの
pH 領域（pH8 ～ 9）で最も反応性が高く，pH 8.5 が最適であった。また，pH 8
から 11 において最適活性の 80％以上の活性を示すとともに，酸性側の pH 5 か
ら 7 においても 60％以上の活性を示し，広範な pH 範囲の反応性を有していた。
反応の最適温度は 40℃であり，熱安定性も 40℃，1 時間の熱処理では 80％以上
の残存活性を示した。これらの結果から，GdaA は細胞内在酵素でありながら，
比較的安定であり，弱アルカリ領域で活性が高いという特徴を有することがわ
かった。一方，弱酸性領域でも比較的安定であるため，本酵素は麹菌の細胞質中
で機能し，グリシンをペプチドから遊離する活性を有すると考えられる。また本
酵素の活性がキレート剤，セリンプロテアーゼ阻害剤で強く阻害されることか
ら，本酵素はセリン型のアミノペプチダーゼであり，金属イオンも活性発現に重
要な役割を示すと考えられた。

合成基質の分解性に加えて，Ｎ末端にグリシンあるいは D- アラニンを有する
ペプチドを基質として，GdaA のアミノペプチダーゼ活性を検討した（表 3，表
4）。まず，グリシン含有ペプチドを基質とした場合では，合成基質の分解性から
予測されたように，グリシンをＮ末端に有するジペプチド及びトリペプチドから

表 2　GdaA のアミノ酸パラニトロアニリド基質に対する特異性 21）

Substrate Relative activity (%)*
Gly-pNA 100 ± 1.6
D-Ala-pNA 93.1 ± 1.5
L-Ala-pNA 12.2 ± 0.3
β-Ala-pNA, L-Leu-pNA, D-Leu-pNA, L-Met-pNA, L-Pro-pNA, 
L-Val-pNA, L-Ile-pNA, L-Phe-pNA, D-Phe-pNA, L-Lys-pNA, 
L-Arg-pNA, L-His-pNA, L-Asp-pNA, L-Glu-pNA

< 0.5

相対活性は，Gly-pNA を 100％として算出した。
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グリシンを遊離する活性を示した。一方，グリシンを 2 番目の位置に有する供試
ペプチドに対する分解活性は示さなかった。（表 3）次に，D- アラニン含有ペプ
チドを基質とした場合では，Ｎ末端に D- アラニンを有するペプチドから D- ア
ラニンを遊離し，その中でもグリシンを 2 番目の位置に有するペプチドからの
D- アラニン遊離活性が，D- アラニンや L- アラニンを 2 番目の位置に有するペプ
チドからの遊離活性よりも顕著に高かった。一方，L- アラニンをＮ末端に有す
るペプチドからは，L- アラニンの遊離活性が検出されなかった。（表 4）すなわ
ち，GdaA はＮ末端にグリシンまたは D- アラニンを有するペプチドからこれら
のアミノ酸を遊離するアミノペプチダーゼ活性を示し，特にアラニンに対して
は D 体を特異的に認識する厳密な光学異性体の選択性が見られた。このように，
産業微生物である麹菌から見出されたペプチダーゼとしては，初めてグリシンと
D- アラニンを特異的に認識するアミノペプチダーゼの特性を解明することがで
きた。

8．GdaA の麹菌における生理的機能の解明
GdaA の細胞内における生理的な機能解明の一端として，菌体を最少培地で前

培養した後，栄養源として窒素源あるいは炭素源を制限した培地に移し替えて培
養を行い，そのような栄養源制限下における菌体内の Gly-pNA，D-Ala-pNA 分

表 3　ペプチド基質からのGdaA によるN末端グリシンの遊離 21）

基質 反応液中の遊離グリシン濃度（µM）
Gly-L-Ala 51.6 ± 1.9
L-Ala-Gly 極微量
Gly-L-Cys 21.7 ± 1.2
L-Cys-Gly 極微量
Gly-Gly 682.8 ± 54.5
Gly-L-Cys-Gly 277.9 ± 2.3
Gly-Gly-Gly 1007.2 ± 12.6
L-Cys-Gly-Gly 不検出

表 4　ペプチド基質からのGdaA によるN末端D- アラニンの遊離 21）

基質 反応液中の遊離 D- アラニン濃度（µ M）
D-Ala-D-Ala 141.8 ± 26.9
D-Ala-L-Ala 232.4 ± 7.5
L-Ala-D-Ala 不検出
D-Ala-Gly 947.6 ± 19.8
D-Ala-Gly-Gly 852.8 ± 14.9
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解活性を，gdaA 破壊株及び対照株で比較した。その結果，窒素源制限下におい
て，両株のグリシンアミノペプチダーゼ活性は急増し，窒素源制限開始 24 時間
後には対照株で開始時の 46 倍，破壊株では 75 倍に増加した。一方，同条件にお
ける D- アラニンアミノペプチダーゼ活性は両株ともに増加するが，遺伝子破壊
株では対照株よりも増加率は低く抑えられた。このことは，GdaA が同条件下に
おいて D- アラニンを遊離する主要な酵素であるが，他にも同遊離活性を示す酵
素の存在が推測された。他方，グリシンアミノペプチダーゼ活性は GdaA 以外
の酵素の関与が大きいと考えられた。次に，炭素源制限下における同様の試験の
結果では，GdaA 以外の酵素が主要なグリシンアミノペプチダーゼとして働く一
方，D- アラニンアミノペプチダーゼ活性のほとんどは GdaA が担うことが明ら
かになった。このことは，これらの栄養源制限下においては，GdaA と他の酵素
が協調的に細胞内のアミノ酸遊離に寄与していることを示しており，GdaA のア
ミノ酸獲得機能の一端が解明できた。

9．GdaA の醸造における役割について
我が国の発酵食品製造においては，蒸し米を培養基とした麹菌の固体培養を行

い，得られた米麹を蒸煮大豆等の原料と混合して味噌を醸造する。あるいは蒸し
米や水と混合して甘酒を製造する。これらの発酵食品の製造過程において，米麹
は原料中の糖質やタンパク質，脂質等を加水分解する各種酵素群を供給してい
る。そこで，このような米麹において，GdaA も原料からのアミノ酸遊離の一端
を担う可能性が考えられた。GdaA の麹使用発酵食品における機能の可能性を検
討するため，簡易な攪拌操作により米麹から GdaA のグリシン - D- アラニンア
ミノペプチダーゼ活性が抽出可能であるかを試験的に確認することとした。フラ
スコに 4 g のアルファ化米を入れてオートクレーブ滅菌し，2 ml（2 × 106 cfu/
ml）の胞子懸濁液を添加して，30℃，90% 湿度の条件で固体培養を 36 時間また
は 48 時間行い，モデル的な米麹を調製した。そして，12 ml の滅菌水を添加し
て 4℃で 1 時間攪拌して抽出を行った。このような米麹からのゆるやかな抽出に
より，GdaA 活性が検出された（図 9）。すなわち，pH が高くなるにつれて，ま
た培養時間が長くなるにつれて，対照株米麹由来のグリシン及び D- アラニンア
ミノペプチダーゼ活性が上昇するのに対して，gdaA 破壊株では両酵素活性は極
めて低いままであり，特に D- アラニンアミノペプチダーゼ活性についてはほと
んど検出されないレベルであった。このことから，米麹において，特にグリシ
ンアミノペプチダーゼ活性は GdaA がそのほとんどを担っていると考えられた。
グリシンは甘味を呈することが知られており，麹を用いた発酵食品における遊離
グリシンの生成に GdaA が関与している可能性が示唆された。また，GdaA は食
塩の存在で活性は低下するが，もともと比活性が極めて高い酵素（最終精製標品
で 115U ／ mg タンパク質）であるため，食塩濃度の高い味噌や醤油等の醸造に
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おいても呈味性を示すグリシンの遊離に寄与することが考えられる。

10．GdaA と D- アラニンについて
GdaA は上述したように明確な D- アラニンアミノペプチダーゼ活性を有する

が，その基質となる D- アラニン含有ペプチドは麹菌細胞内に存在するのであろ
うか。細胞内の D- アラニン，あるいは D- アラニンを有するペプチドの存在に
ついては，細菌の細胞壁に存在するペプチドグリカンのペプチド部分に D- アラ
ニンが構成要素として知られている。一方，真核生物においては，D- アラニン，
あるいは D 体アミノ酸の存在については，糸状菌が生産する一部のペプチド性
抗生物質の構成要素として知られているのみであった。しかし，近年の精力的
な研究から，量的には低いが細菌や真核生物のペプチド中に D 体アミノ酸が含
まれることが解明されてきた。例えば，ジャポニカ米には D-Ala-Gly や D-Ala- 
D-Ala 等の GdaA が好んで基質とするペプチドが含まれることが知られる。これ
らのペプチドの米中の存在は，麹菌と米の密接な関係を意味しており，GdaA が
これらのペプチド分解に寄与することが考えられる。

近年，発酵食品に D- アラニンやその他の D 体アミノ酸が豊富に含まれ，その
生成は主として同食品の製造過程で増殖する乳酸菌が有するアミノ酸ラセマーゼ
を介した L 体アミノ酸からの変換によるものであることが示された。また，野
菜や果物等にも含まれることが明らかにされ，一部の化合物にのみ含まれると考
えられていた D 体アミノ酸は，広く存在し，我々が摂取していることが知られ
るようになった。現在，D 体アミノ酸を機軸として第二次機能としての呈味性
を追求する食品や，第三次機能としての健康機能を追及する食品への応用研究が
進められている。そのような状況の中，醸造食品の加工に利用されてきた麹菌の
D 体アミノ酸関連酵素が見出されたことにより，今後の新規食品の開発にも麹
菌とその酵素が利用されることを期待したい。なお，著者らのグループは別途，
基質特異性が GdaA と異なる D- アミノ酸特異的アミノペプチダーゼを麹菌ゲノ
ム情報中に発見した。この酵素（DamA 23））は，麹菌の生育にとって必須の遺伝
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図 9　米麹におけるGdaA 活性 21）
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子ではないが，一方で，反応条件によっては D 体アミノ酸をアミノ末端に有す
るペプチドの合成が可能であるため，今後醸造以外の分野における利用が考えら
れる。

11．おわりに
味噌の熟成にはアミラーゼと中性プロテアーゼの働きが重要であり，醤油では

アルカリプロテアーゼが重要とされている。一方，麹菌株を変更すると，味噌や
醤油の味が変わるとも言われている。また，麹菌酵素の作用が弱いと，醤油では
窒素利用率が低くなり，味噌では味が乗らず色調が悪くなる。著者は全国味噌鑑
評会において審査員を務めているが，上位品質の味噌は香り高い上に旨味と甘味
のバランスの調和が取れており，このようなすぐれた品質と麹菌の酵素バランス
の間にどのような関係があるのか，ぜひとも追求してみたいと考えている。菌株
の違いと呈味性も含めた品質との関係を研究することにより，麹菌酵素の食品か
ら見た機能が解明されると期待される。本研究の結果から，これまでに注目され
ていないアミノペプチダーゼの味噌醸造工程における機能がさらに解明され，こ
の酵素の生産性が異なる麹菌株を醸造で用いることにより，アミノ酸組成が従来
から変化した新規な呈味性を有する発酵製品が開発される可能性がある。従来の
醸造用麹菌株からプロテアーゼ生産に関する新たな特性が解明されることによ
り，今後，新たな地場発酵食品の開発や，種麹産業における菌株の新規用途開拓
が期待される。
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