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研究の目的

黄麹菌や黒麹菌は、製麹時に多量の糖質分解酵素によって澱粉を分解し、分解産

物をエネルギー源として利用している。一方で、製麹中の麹の特徴として多量の熱

を発することが一般的に知られており、麹菌の生育や酵素生産の観点から品温管理

が醸造の現場では重要となっている。麹菌の生育に適した温度は 30℃ 付近である

のに対して、製麹では最高品温が 40℃ を超える。この温度は澱粉分解酵素の発現

温度帯であることから利点となるが、麹菌の死滅が 40℃ 付近から始まるため、こ

の品温が長時間続くことは麹菌生育の観点からは欠点といえる。麹菌の発酵熱は品

温管理を行わなければ、菌自身が生育できない温度に達し、明らかに過剰となる。し

かしながら、この過剰な発熱メカニズムは未だ不明となっており、このメカニズム

の解明は、発酵分野における新しい知見をもたらす可能性があると思われる。そこ

で本研究では、製麹中における過剰な発酵熱を引き起す原因遺伝子の同定を目的と

して、発芽時に雪を溶かすザゼンソウなどの植物で発熱に関与していると報告され

ている代替酸化酵素 (Alternative Oxidase : Aox) （図 1A）に焦点をあて、麹菌 Aox 
と発酵熱との関係を明らかにすることとした。

方法

Aspergillus niger における既知の aoxA をテンプレートに黄麹菌、黒麹菌ゲノムよ

り検索し、それぞれ AoaoxA, AlaoxA と命名した。それぞれの遺伝子に対して、相同

組換え効率が上昇した株、Ao∆ligD 及び Al∆ligD 株 1, 2) を宿主に破壊株の造成を行

った。また、黄麹菌では、AoaoxA 過剰発現株も造成した。得られた破壊株や過剰発

現株に対して、製麹を行い、品温経過を観察した。しかしながら、手入れによる温度

変化が激しく、aoxA 遺伝子が発熱に関与しているかはわからなかった。そこで、延

伸多孔質ポリテトラフルオロエチレン (ePTFE) 膜を用いた無通風箱培養法 3) を参

考に手入れをせずに品温をモニタリングする方法を構築した。

結果

1. 麹菌 aoxA 遺伝子破壊株の造成と表現型解析

代替酸化酵素 Aox が麹菌において発酵熱に関与するかを調べるために、黄麹菌

aoxA 遺伝子破壊株 (∆aoxA) 、aoxA 過剰発現株 (OEaoxA)、黒麹菌 aoxA 遺伝子破壊

株を造成した。破壊した遺伝子が Aox 活性を失っているかを調べるため、シアン等

の呼吸活性阻害剤下で破壊株の表現型を観察した。通常、ミトコンドリア電子伝達



 

系の複合体酵素阻害剤存在下では、呼吸が阻害されるが、Aox が存在すると、代替

酸化酵素として働き、生育が可能となる。複合体 IV 阻害剤であるアジ化ナトリウ

ムに対して、aoxA 破壊株群の表現型を観察した結果、Ao∆aoxA, Al∆aoxA ともに感受

性を示した（図 1B）。このことから、本遺伝子は Aox 活性を有することが示唆され

た。一方、Ao∆aoxA 株を用いて、活性酸素ストレスや低温、高温ストレス等の環境

下で親株との表現型の違いを調べたが、親株と比較してその違いは観察されなかっ

た。 
 
2. aoxA 遺伝子破壊株を用いた製麹試験 
 aoxA 遺伝子が発酵熱に関与しているかを調べるために、黄麹菌、黒麹菌の aoxA 
破壊株及び、黄麹菌 aoxA 過剰発現株の製麹試験を行った。無痛風箱培養と小型温

度データロガーを用いたシステムにより手入れをせずに品温経過を観察した。その

結果、黄麹菌 aoxA 破壊株、過剰発現株では親株とほぼ同様な品温経過を、黒麹菌 
aoxA 破壊株においても破壊株の方が、品温経過が若干高くなる傾向が見られたが、

48 h の出麹時には親株と同程度の品温であった (図 1C)。一方、得られた各株の米

麹の酵素力価を測定した所、親株と比較して大きな変化はなかった。 
 
結論 
 以上より、麹菌の Aox が発酵熱に関与しているというデータは、現在のところ得

られなかった。この結果は、糸状菌の Aox は、シアン耐性呼吸には関与するものの、

植物のものとは異なり、発熱には Aox 以外の因子が関与している可能性が考えられ

た。 今後は、固体発酵において AlaoxA 遺伝子が黒麹菌の有機酸代謝に与える影響

を調べつつ、新たな発酵熱に関与する遺伝子の探索を行っていきたい。 
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図 1. 代替酸化酵素の模式図と研究結果 
(A). 代替酸化酵素 (Aox) のミトコンドリア内での局在と役割を示した模式図。 
(B) AoaoxA 破壊株及び過剰発現株のアジ化ナトリウム存在下における表現型。 
(C) AlaoxA 破壊株における製麹時の品温経過。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  




