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environmentalgaseompnentontheirproduction．   

Theph貼phatecomponen【sofKojivt▼eredividedinto scveralfractions by thc mcthod of  

Schmidt・Thannhouser．and then determined by Fiskc・Subborow’s method at designated  

illterVals． Distributionoftotalph00phorus remained almostthe same asitsinitialdistrib・  

ution．buttheamount of acid solul）le phosphorus reached a maximum 40 hours aLter the  

beginnitlgOf Kqjimaking．   

Afterthefractionationofnucleicacidscontainingacidsolubtephosphor byion exchange  

Chromatography・thenucleiccomponentsweredeterminedbyahsorptionof260m／L・ Nucleic  

bas6and nucleosides as the major components wereincreased． On the other hand，tDth  

ATPandADPweredecreasedgraduallyinthecourseofthe proce∬．   

Thenucleaseactivitiesof Kojiextractsobtainedby theregularprocessincTeaSedwiththe  

lafSe Of time but when these extracts were prepared under the condition rich Ⅳith CO＝  

1e岱nuCleaseactivitiesandsmalleramountsofthebasiccomponents wereot追erVed．  

緒  

農水産物中の核酸系成分はすでに多くの研究】～8）があり，それらが食品中の呈昧に及ぼす影響に  

ついては国中ら7），分布については矯円ら8），また，それらの消長に関与する核酸合成分解辞素系  

についても国中ら9）の研究がある．   

済南においても，その風味に関与すると思われる核酸成分を，その閑適酵素系とともに痍造工程  

中に追求し，その挙動と役割を検討することは清酒の品質管理の観点からも極めて興味深いことで  

あると考える．清酒壊造工程中の核酸成分の分布は韻野10・－1）毛利ら一望）の報告があり，核転成分と  

＊ 憩辞工学嶋巻l号6（1968）所載  

綿 福毒酒遵株式全社  
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関係する清酒中のリン成分については森13）の報告もあるが，核酸分解酵素系との関連についての検  

討はほとんど行なわれていない．本報では製麹中の核酸系成分と核酸分解酵素との経時的変化を調  

べ，また製麹中の気休成分の影響庵受けるかについても検討した．  

実  験  方  法  

A）リン成分および核酸系成分の定量  

1）試料の調製  製麹工程中の試料は豊沢ら】1）の方法を参考として均一になるように注意しな  

がら経時的に現場の転麹，樹麹および恒温器中の麹について採取した．   

a）全リン区分 試料10gに来港水を加えて磨砕して全リン区分とした．   

b）敢可溶性リン区分  試料をSclmidt・ThannllauSerの方法で分画した．すなわち試料20g  

に10％冷遇塩素酸を加えて磨砕し，冷却遠沈して上澄液を取り，沈澱部を5％過塩素酸で2回抽出  

し，それらの上告液を集めて慢可溶性リン区分とした．   

C）核酸系成分区分  酸可溶性リン区分をUV三印ご450（UV2帥は260m〟の吸収量と液量の  

ml数の積）となるように採って活性炭処理後濃縮して中島ら15）の方法により分画定景のための試  

料とした．   

d）RNAリン区分  b）の沈澱部を95％エタノールで2回遠沈，さらにその沈澱をエタノー  

ル・クロロホルム（3：1vノⅤ）に懸濁して温浴中で数分問責沸し，冷却後遠沈，これを2固くり  

返してから，エタノール・クロロホルムに溶解するリン脂質肇分を除き，残った沈澱部に1N－KOH  

を加え，37DCで15～20時間放置してRNAを溶解させ，6N－HClで中和，それらの上澄液を集め  

てRNAリン区分とした．   

2）供試薬品 定性，定量のための標準物質卑し  

て，ヌクレオチド類は武田薬品K．K．より恵与された  

もので，ヌクレオシド類，核敢塩基類は市販品を使用  

した．RNAは酵母RNA（第一化学薬品K．K．）を使用  

した．PNPP（pTnitrophenylphosphoric acid），BPNPP  

（B；s－P－nitrophenylphosphoricacid）ほ市販品を用い  

た．   

3）リンの定量16） Fislくe・Subbarow法で定量した．  

すなわち試料をミクロケールダール瓶で静かに0．5ml  

以下まで誘発させ，60％過塩素酸2．2ml（試料中に  

過塩素酸を含む場合はこれを差引く）になるように加  

えて加熱を続け，内容が黒変してきたら火からはづし  

て，十分に冷えてから過酸化永素を1添加えて加熱，  

これをくり返して無色透明となれば発潜水で定量的に  

目盛付スピットロールに移して5％モリブデン酸アン  
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①  Distilled waterincluding  
Sample solutiot］．  

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
〇
 
 

H
 
8
 
H
 
H
 
H
 
H
 
N
 
 

O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
 

⑧
＠
㊥
◎
 
◎
 
◎
 
㊥
 
㊥
 
⑲
 
 

0．005N  

O．02N  

N
 
N
 
N
 
N
 
N
 
N
 
N
 
N
 
N
 
N
 
N
 
N
 
N
 
 
 

l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
1
 
3
 
て
 
6
 
2
 
8
 
2
 
（
U
 
 

爪
U
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
O
 
l
 
 
 

温
温
温
O
H
O
N
a
O
。
O
N
a
 
 
 



モン液0．4mLと還元法薬0．如11を加えて羞潜水で10mlとし，正確に20分後に吸光度を660m／∠  

で測定して標準リン酸曲線から定豊値を得る，標準リン酸曲線はリン酸標準液に兼潜水5ml，60  

％過塩素酸2．Omlを加えて用いる．   

4）窒自質の定量  Folin・Ci∝dteulT）呈色法で定量した．   

5）核酸系成分の分画定忌中島ら－さ）の方法によりイオン交換樹脂クロマトグラフィによった．す  

なわち，イオン交換樹脂としてDowexlX8，200～400meshを用いギ駿型に調整したものを内径  

1cmのカラムに6cmの高さにつめ，85％ギ酸を約40mg通した後よく水洗して用いる．試料は  

アンモニアでpH9．4にしてカラムに吸着させ，溶出にはTablelに示した展開液を用い，1分間  

に約1mlの速皮で溶出し，フラクションコレクターで10mlの画分に分けた．各画分を展開液  

を対照として日立分光々皮計（EPU－2塑）で260mJ∠の紫外部吸収を測定し，また260m〝の吸収  

の大きい画分では中島ら15の方法に従って為Om仏2釦m〟の吸収も測定した．また，ヌクレオチ  

ドの同定は毛利ら8）の方法を用いた．  

B）核酸分解草葉系の活性  

1）試料の蘭製  A）1）に示した方法によって均一に得た試料を2倍量の冷蒸潜水とともに  

磨砕して50cに1時間放置後，セライトを用いてろ過し，ろ液を粗酵素液とした．（抽出方法の  

吟味は続報に報告する）   

2）供託薬品  A）2）に同じ．   

3）酵素活性の測定  酵素活性の測定は須駄犬村ら18）の方法に準じた．   

a）RNase（Ribonuclease） 4％RNAO．1ml，1M acetatebuffer（pH5．0）0．lm1，兼  

潜水0．5mgよりなる反応液を370cに保ち，粗酵素液0．1mgを加えて30分間反応させた後，ウ  

ラニウム試薬（70％過塩素酸21．4ml，Uranylacetate2．毎を兼溜水で1gにしたもの）0．8ml  

を加えて反応を停止し，10分後に生じた沈澱を2，000叩mで5分間遠沈して上澄液0．1mlに柔潜  

水3．9mlを加えてAEヱ6。を測定した，JE26。a）値が0．1増加したと卓の酵素単位を1．O Unitと  

した．   

b）PDase（Phosphodiesterase） 1mMのBPNPPl．Ol，1M acetate bu鮎【（pH4．0）  

0．2ml，兼潜水0．4mlよりなる反応液を370Cに保ち，租＃素液0．5mlを加えて30分間反応さ  

せた後，0．1N－NaOH2．9mlを加えて反応を停止してJE400を測定した．JE400の値が0．1増  

加したときの酵菜単位を1．O Ullitとした．   

C）PMase（アhospomonoesterase） 1mMのPNPPl．Oml，1M acetate buffer（pH5．0）  

O．2ml蒸潜水0．4mlよりなる反応液370cに保ち，租酵素液0．5mトを加えて30分間反応させた  

後，0．1N－NaOH2．9mlを加えて反応を停止してdE．。。を測定する．dE…の値が0．1増加したと  

きの酵素単位を1．O Unitとした．  

C）製麺中の気体成分の調整   

現場における製麹開始後24時間日（盛時期）以後の麹物料付近の気体成分の影響を靂時的に比較  

するため，自動製車検内における24時間臼の試料500gを採って通気し易いようにガーゼに包み，  
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10g広口瓶中に釣って二酸化炭真の多い状態（追NaOH溶液に吸収せしめてガスビュレットで測  

定1りした値は約10％）となる試料とし，他に同掛こしたもので瓶の中に触媒として少量の二酸化  

マンガンを混じた30％過酸化水兵の容器と，濃いNaOH溶液とを入れて二酸化炭素が少なく（約  

3％）酸素の多い状唐，すなわち製地中に空気の多い状態と似な状憑となる試料として，ともに自  

動製麹織申に置いて，製麹機中の対阻と晶温経過を同じにしながら，30時間日（仕舞仕事時期），  

40時間日（出麹時間）にそれぞれから一部を採取して酵素感性について比較した．  

実  験  結  果  

A）梨麹工程中のリン成分の変化   

清酒醸造工程申のリン成分が核酸系成分と関係あることは森20）毛利ら】ヱ）の報告もあり，核酸成分  

の分布の大要を知るため製麹中のリン成分を全リン，酸可溶性リン，RNAリン区分して経時的に  

測定した結果をTable2に示した．   

すなわち全リンが変化していないと認められるのは当然であるが，毛利ら坤の結果より多いのは  

米の精白歩合が低いためと考えられる．またRNAリンおよび松本！l，叫の報告を参考としてRNA  

リンに10．64を掛けて算出したRNA畳も変化は少ないが，核酸系成分の変動を示す醸可溶性リン  

は封時間目以後40時間日まで増加していることが認められ照井ら拘の傾向とも一致している．  

Table2．Changes ofphosphorus co7nPOnentin the course of ko5imaking．  

B）製麹工程中の核酸系成分の変化   

現場で使用されている転麹，甜麹および恒温器中の飽から，それぞれの製麹工程中に経時的に試  

料を採取して酸可溶性リン区分からカラムクロマトグラフィによって舷酸系成分を分画し定性定量  

した．タロトグラフイの一例をF；g．1，Fig．2に，またその結果をTable3，Table4，Table5  

に示した．各時間共に核酸塩基，ヌクレオシドが主体であるが40時間目にこれらの成分がかなり増  

加している．UMP［Uridinenonoph（蔦phatc（Uridylicacid）〕IMP［hosinemonoph（蔦Phosphate  

（hosinicacid）］は40時間日頃に最高となるようであり，ATP，ADPは次第に減少している．  

C）製麺工程中の核醒分解簡素活性の変化  

転地，掛麹および恒温器中で製造した麹から，その製麹工程中に経時的に試料を採って抽出した  

租酵素液の酵素活性の変化を測定した枯果はrig．3 Tal）1e6に示したように酵素活性はいずれも  
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時間とともに増加するのを認めた．  

D）製麹工程中の気体成分の影響  

製地工程机 とくに別時間日以後，麹物料  

付近の気体成分組成を変えた場合に生じる辞  

．  ㌧   
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の多い状態を与へて，30時間目，40時間目に各試料を採取して比較した．   

一般に分析されるα－アミラーゼ，S－アミラーゼ，酸性プロテアーゼ，アルカリ性プロテアーゼ  

の活性については常法的により測定しTable7に示した．また当社で本年（昭和41酒造年度）使用  

した掛麹55種の平均値をTable8に示してこれと比餃した．すなわち二酸化炭素の多い状態では  

経過が遅れる幌向にあるが使用出来る範囲になると判断されたが，核酸分解酵素活性を測定したと   

Table4．Distributionsof nucleotidesandrclatedsubstancesin thecourseofMotoKo5imaking・  
＊＊藷  

5′一AMPl畏調3′至誠p芦3至；品l3′至誠p】ADP胃C・LATP  
FC・FC・   
芸愕勘琶   

Distribution  
of UV260＊  

〝mOり100g  Ohr  

Distribution  
of UV 260 

／▲mOl／100g  

9．75毒27．2516．50盲  6
5
竺
 
4
0
5
4
 
 

4
．
L
一
4
．
1
．
 
 

24hr  

Distril）ution1  
0fUV2印17．鮒  

〝mOl／100g  

37・559・鋤  

30br  

5●欝i；：；；  

‾    ト  

40br  

Distribution  

：fニ芸弧35l68■拓こ臥30】…二三；  

＊ ％ofabsorbancyat260mJ▲OfeachfractionLoa totalabsorbancyofthesamplewhich  
was applied on column．   

鞘 Mixturc of bases and nucleosides，  ＊＊ Used for yeastincubation．  

Table5．Distributionsof nucleotides andfelatedsubstancesinthecourseofKake－Kojimaking・  
＊＊宥  

＊ ％of absorbancy at260mlLOfeaqhfractiontoatotalabsorbancy ofthesamplewhich   
WaS applied on column．  

零拳拳 Used fof main fermentation．  

－190－   

＊＊ Mixture of bases and nucleosides．  



Table6．Changes of nucleic acid degradingenzymes for dry materialsinthecourse  
Of Kojimaking．  
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Table7．Comparisions ofenzymatic activitiesofKoji  
incubated betweenCOt rich and O2ricllCOnditions．  ころ，Table9に示したようにRN粥ら  

PDa父，PMaseともに活性が少なく，  

とくにPDase活性は対恩の与もしかな  

いことを認めた．   

また核酸系成分の定量結果はTable  

lOの通りで酸素の多い状態では，橋田  

ら8）がカラムクロマトグラフィにおい  

て塩基とヌクレオシドの混合物と認め  

ているB区分が増加する幌向にあると  

思われた．  

Table8．MeaIIValues of enzymatic activitiesof Ko5i  
used for55Sake Brewing Processes．  

α－Amylase   
aCtlVlty  
（miTl）  

aCtlVlty   

S－Amylase    （111g）  

Protease activity  考  察   

p誓丁苧・0‡p誓j・0  

160 1 113 製麺工鞋中のリン成分の変化を  

Schmidt・Thannhauserの方法で分画  

し，Fiske－Subbarow法で定量した  

果，全リン区分の変化が少ないのほ当  

然であるが森－8）毛利ら12）の測定値より  
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Table9．ln餌encesofKojimakingconditionsricllinCO20rO℡gaS forRNasePDase  
and PMase activities．  

PDase  ヒ  PMase  

TablelO．1nfIuenceof Kojimakingconditions rictlin CO2Or O2gaSfordistribution5  
0f nucleotides and related substances．  

′ 
5′－Or 人〔n】Frac， F ADI了二LATP  

LF芸C・l㌔詮IF琶C・  P  ほ－AM  

Distribution  
of UV260＊  

〝mOl／10（短  …：……！1；：；…12●亜  

6．65  5．05   

！4．16   

Standard   

9．10  6．83  5．25  6．13  8．83  2．23  1．45  6．41  6．89  7．61  5．19 6．21   1．02  14．57  5．78  7．55  1．88 16．03  4．30  4．35  10．26  5．83  10．94  1．59 11．29   3．α；  

Distribution  10，35上 8．57  6．53  4．67  11．30  5・1915・99  9．28  4．43  7．8（）  1  6．25 4 
40br  Distribution ofUV260 62．80  44干三◆5・93  4．17   i・髄  3．43   
＊ ％of absorbancy at260mFL Of each fraction to a totalabsorbancy of the sample which   

wasappl；edon column・  

＊＊ Mixture of bases  
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多いのは旋用した米の精白皮が低かったためと思われる．また核酸成分と関連すると．監われる鼓可  

溶性リンは3．7βmol／gから5．9βmOl／gまで増加した．RNAリンの変化はあ去りなかった．   

製塵工程中の核酸関連物質の経時的変化をカラムクロマトグラフィを用いて分画定量した結果，  

いづれの麹も時間の経過とともに核酸塩基 ヌクレオシドが主体をなして次第に増加し，製麹工程  

中の核酸分解酵素活性が経時的に増加する幌向にあること主一致すると思われた．ATP，ADPは  

共iこ40時間日頃に若干増加の傾向をもつが以後減少している．5′，3′－UMP，5′，3′－IMPは40時蘭  

目に最高となった．   

また玩麹，掛麹および恒温答申で造った麹につき各成分ごとに比較したが，製麹時間による違い  

はあっても，およそ同じ傾向を示すものと判断され森叫が転麹，掛麹を比較して時間的要素が大き  

いと述べていることと一致する．   

蟄染工程中の核酸分解酵素活性（RNase，PDase．PMase）の変化を経時的に追求した結果，いず  

れも増加する傾向にあった．しかし掛怨は各酵素活性ともに24時間巨＝こは玩麹より少いが，その後  

急激に増加して46時間目（出麹時期）には転勉に近い活性を示すような傾向を示した．   

製麹工程申に気体成分が幾に及ぼす影響を調べた．製麹工程中の成分および酵素活性の変化の報  

告は多いが，製麺条件によって着るしい差違のあるものは見当らない．しかしこれを見出すことは  

微妙な酒造操作の捜敏に立入る鯛を得るものと考えてその検索を試みた．気体成分が微生物の発育  

に及ぼす影響はPr巴妃Ottら空5〉の報告もあり，果実への影響は樽谷2り緒方望了）の報告もあり，著者19）は  

さきに製麹工程中の気体成分を測定し，これが麹菌の生理に影響するものと推察した．しかし麹は  

照井ら呵の報告によってもQco2が700〝1／gル程度もあり，果物のQoヱが1～165（平均10紐皮）  

／‘】／凱′bであるのに比べて大きいため，麹物料付近の気体成分を奴制しながら製逸することが発か  

しい．また本実験の目的が清酒醸造に陵用し得る程度の剋について，製麹灸件の違いにより大きな  

差の生ずる要某を見出すことであり，また現場の製麹工程でも気体成分の厳格な調節は為されず，  

製麹操作とともに自薦に成立している程度であるので，前述の方法によって二酸化炭東の多い状態  

と，二酸化炭素が少なく酸素が多い状態とを与へて対照と比較した．その結果，二酸化炭素が少な  

く酸素が多い状態で製麹したものほ比較的，対照との差異が少ないが，二酸化炭素が多い状態で製  

麹したものはα－アミラーゼ活性は弱く，S一アミラーゼ活性は普通で，プロチアーゼ活性は実用さ  

れる程度であって経過が遅れる焼向にあると思われるが，使用できる程皮の力価を示すものと思わ  

れるにかかわらず，核酸関連酵素活性，とくにpDa父活睦が対照の％，活性が多い場合の塊以下  

と少なく，とくにこれを酵素癌性のバランス28－という立場から，S－アミラーゼ活性に対するPDase  

活性の数字的割合として表現し七比較すると（α∴アミラーゼ活性を対照とすると活性と数億が逆  

のため比較しにくい）．   

対照では  
PDase馳／  －165・甜0  

／S・アミラーゼ活性一   

二酸化炭素の多い状態では  

PDase油性／  52・ヲf．5≒6・9  
′S＿アミラ＿ゼ活性＝  
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酸素の多い状態では  

PDa5e活性ノ  224 
／S●アミラ＿ゼ活性－．4≒35・0  

となって大きく異っており，またプロテアーゼ活性にも影響があるようにも思われることは興味あ  

ることである．なおSてミラーゼ活性に比較してα－アミラーゼ活性，酸性プロテアゼ活性，酸性  

プロテアーゼ活性が弱いことは吟醸麹に似た状態を示すものとも考えられる．   

つぎに核酸系成分を比較すると，対照に比べて酸素の多い状態のものほヌクレオチドが少ないが  

塩基成分は多かった．これはRNAの分解畳も多く，低分子化も進んがいると考えられ，RNa父，  

PMase活性とともにとくにPDase活性が強いことと一致する．また二酸化炭素の多い状態のもの  

はヌクレオチドも少いが，とくに塩基成分が少なかった．これはRNAの分解ともに，とりわけヌ  

クレオチドの分解が遅れていると思われ，その，RNa紀，PM貼e清隆とともにPDa父活性がとく  

に弱いことと一致した籍呆を得られた．  

要  

1）製麹工程中のリン成分，核酸分解酵素活性の経時変化を検討し，かつ逸物料を囲む気体成分  

の影響を調べつぎの結果を得た．   

2）全リンは変化なく，RNAリンも余り変化しないが，敢可溶性リンは次第に増加した．   

3）核酸成分は核軽塩基，ヌクレオシドが主体で次第に増加し，ATP，ADPは戯少し，UMP，  

1MPは40時間日頃に滋高となった．   

4）核酸分解酵素の活性は時間とともに次節に増加した．   

5）麹物料付近の気体成分に二酸化炭素が多い状態では核酸分解酵素活性が弱くなる傾向を示  

し，また核酸系成分，とくに塩基成分の生成が少ない傾向を示した．  

終りに瞳み本研究の知抜閲を賜った阪大寺本教才気照井教授に，勧援助を就農ました東洋食品研究所々長稲本  

常務理象 東洋食品短期大学志賀学長に深謝致します．また灘五郷酒造組合の研究設繍を使用させて頂きまし  

た．尚本研究の発表をお許し頂いた社長安福武之助氏に深謝致します．  
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