
清酒醸造工程中の核酸系成分および関連酵素系について＊  

（第3報）酒母と酵の核酸系成分と核酸分解酵素系について  

毛利 威徳・＊＊足 立   有・＊＊柏 原  純  

Nucleic Acid Related Substances and Nucleic Acid Degrading  

EmヱymeSin Sake・brewiI唱  

（皿）I）istributions and Changes of Nt］Cleic Acid Related Subshnces  

and the Related Degrading ErLZyneSim：Moto（Yeast Mash）  

and Moromi（Main Ma血）．  

TakenoriMouri．Tamotsu Adachi，and＊Jun Kashihara＊  

The previous reports decribed the nucleic acid related substances and their degrading  

enzymesin theprocessof theKojimaking・  

Thepresent reportdeals with distributionsand changes of nucleic acid related substnces  

andtherelateddegradingenzymes，andtkhavioISOfth6eenzymeSin theprccessofthemoto  

andmoromimaking．   

thth－moto’and▲moromi、sampleswereobtainedatintervals during their p朋5Sing・  

Theirphosphoruscompnents weredeterminedbyFiske・Subtx）rOW’s method after fracio】1ating  

themintoseveralfractionsbythemethodof Schmidt－Thannhouser・ No remarkable changes  

wereoIBeⅣedinthedistributionofnucleotidesinthecourseof the moto making，but bases  

and nucle岱ides，including guanic and adenic sul万tanCeS、Wereincreased gradually． The  

change5innucleicacidcontentinthepr∝eSSOfthemoromimakingweresimilarto those of  

moto，butcytosinicsutBtanCeSWerefoundonlyin theformer．  

ChaTaCteristi岱Ofcrude enzymesin motoandmoromi6ltrates were asfollows．  

1）TheRNaseactivityincTeaSedinanearlierphase、andthen decreased．The PDase and  

PMase activities decrea5ed．  

2）Theoptimalp甘swere 7．0～8．O and atx）ut4・O for RNase；3．O～4．O for PD‘iSe and  

4，0～5．O for PれIase．  

3）TheoptimalternperatureSOf RNaseand PDase werein the vicinity（オ60レC，and the   

optimum temperatureforPMasewasintherangeof50～55OC・  

4）RNasewasso・heatstablethatit could stand atlOOUC forlOmin． PDase and PMase   

werealmostcompletelyinactivatedbyheatingitat700CforlOm；n．  

本㈲こおいてはつぎの略号を使用する．   

5′－AMP：Adenosiロー5［－mOnOPhosphate．5J－CMP：Cytidine－5′－mOnOpl10SPhate．5′－UMP：uridine－   

5′－mOnOphosphate．5J一別P：Inosine－5′一mOnOphosphate．5′一GMP：Guanosine－5′一皿OnOPhosphate．   

RNA：Ribonucleic acid．ADP：Adenosinediphosphate．ATP：AdeJ10Sine triposphate．RNase  
：Ribnuclease PDase：Phosphodiesterase．PMase：Phosphomonoesterase．   

事 軽辞工学46巻11号898（1駆る）所載   
締 福寿酒造株式会社  
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5）Cu＋’andZnナ＋inhibitedRNase，ar！qNaFandNa2HPO．inhit！itqdPDaseand叩おe・  

6）The main productsofcrudeenzymeSinmotoand moromi＆ltratesthroughthereactionof  

RNA as a substrate were the 3′－forms oE GMP，CMP，AMP and UMP．ATP was   

decom鱒edintobases，nuCle心ideand the5′－rMP．  

緒   

前線l－りでは，清酒麹製造工程中の核酸系成分と幽連酵煮系の消長，ならびに租酵素彼の酵東的  

諸性質を険討したが，麹を使って仕込む満腹，および清酒の風味にも直接影響すると考えられる鯵  

についても，醸造工程中の核酸幕成分の変化と関連酵素系の消長を追究することが必要と考えられ  

る．   

潜ま息 酵の核酸系成分については著者の1人である毛利ら8）の報告もあるが本朝ではそれらの核  

酸系成分と関連酵素系の経時的変化，ならびに粗酵素液の諸性質を換討すると共に，麹，洒母，醒  

相互の関連およびその他の影響について若干の考察を加えたので報告する．  

実  験  方  法  

1．試料とした洒母および酵洒母および酵はTablelの仕込配合による山鹿潜母と，これを使っ  

た普通仕込鯵で品温経過などはそれぞれFig．1，Fig．2に示す．  

Tablel．The mash bil）ofSak‘hrewing．  

Moto L Hatsuzoe l Nakazoe E Tomezoe l Total  

Note：On the丘rst day∴Koji，Steamed r；ceand water areadded to moto（seed mash）．  
Th；s pfOCeSSis cal】ed‘’Hatsuzoe”． Then ma（eTjals are由dded aga；D． This  
operationis called’LNalくaZOe”．andnext day another materials addingoperation  
follows． Tbisis“Tomezoeか．  

2．リン成分および核酸系成分の定量   

A．試料 醸造工程中の試料は豊沢ら4Jの方法を参考としながら均一になるように注意して採取  

した．全リン区分は，試料に素意水を加えて磨砕して供した．酸可溶性区分およぴRNA＊区分は  

Sclmidt－Thannhauser法によって分画した．   

B．供試藁品 前額りに準じた，   

C．リンの定員 Fiske－Subbarow法で定足した．   

D．馨自費の定量 Folin－Ci∝alteuS）呈色法で定立した．   

E．披較系成分の定量 酒樽および酵30gを10％過塩素酸で2同軸出し，5N KOHで中和後  

300m】とし，前報1）に述べたように，260mノ一の吸収量と液量ml数の鏡が450になるように抽出液  
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を採って一括性炭処理後濃縮してカラムに吸着させ，ギ酸・ギ酸ソーダの展開液1）を用いて溶出し  

た・核酸系成分は抽出液の260mβの吸収を測定して比較し，ヌクレオチドの定量は中島りの方法  

によって瓢Omβにおける吸光臨数から算出した．またヌクレオチドの同定ほ前報1）と同掛こ橋田  

ら了）の方法によった．   

3．核酸分解酵素活性の測定   

A．試料の謝製 漕母，醇のろ液を親好素液とした．   

B．供試薬品 前報l）に準じた．   

C．酵素活性の測定RNase，PDase，PMase活性は須原，大村らe）の方法に準じて測定した．  

実  験  結  果  

1．酒  母  

A．リン成分の変化 山鹿洒母の醸造工  
Table2．Change of phosphoruscomponents  

inthecourseofmoto－mak；ni．  

程申に経時的に採った試料について・全り ＼ 
＼  

ン，RNAリン，較可溶性リンを測定した   

Total  Acid．soluble  
phosphorus  
（抑mOle／g）  

結果，Table2に示すように酸可溶性リン  

は増加し，RNAリンは減少する傾向を示  

した．   

B．核酸系成分および閑適酵素活性の変  

化  
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a 妓酸宗成分 山鹿酒母の試料から  

得た酸可溶性リン区分をカラムクロマト  

グラフィーによって分画して定量した．  

クロマトグラフィーの1例は仕込後19日  

目の結果をFig．3に示す．またそれら  

の鍾時的変化はTable3に示す．個々の  

ヌクレオチドは経時的に余り大きな変化  

を示していないが，量的に多い核酸塩基  

とヌクレオシドは，洒母の経過日数と共  

に増加した．これらの物質はペーパー ク  

ロマトグラフィーによりグアニン系，7  

EIuI8d SoIuIFon  

⑤l⑥l・⑦l◎l⑨1⑬  

悪  賢 i5  L  
く  

50  1∞  150  200ー   250  
Tubemjmヒモr  

軸3・ChfOmatOgram Of perc！llodcacid ex他C巨Of  
19daymoto．  

デニン系化合物が主体であることを認めた．   

b 核酸分解酵素活性 山廃洒母育生中の核酸分解酵素活性の縫時的変化はFig■4 に示す．  

RNase活性はフクレ頓にやや増加し以後減少し，PDase活性は経過日数と共に減少した．   

c 粗酵素液の酵素的諸性質 山発洒母15E）日の粗酵索液についてRNase．PDase，PMaseif性  

の酵素的諸性質を検討した．   

酸素活性測定のための粗酵菜液の最適豊を検討したところ，Fig・5に示すように，RNa父，  

PDase，PMase活性共に0．1～0．5mlの範囲で酵素液塩と活性が正比例することを認めた．   

Table3．Distributionsofnucleot；desandrelatedsubstancesinLhecourseofmotornaking・  

10．30  12．10  2．45  2．88  3．55  5．65  1．45  2二31  5．75  4．55  2．75  2．18  

凹 5．95     2．45  7．95  4．6（）  1．11  2．99  6．15  4．50  5．75  4．82  2．11  2．19  8．65 5．01  ・・亭；一・  4．25  3．59！4．75  2．46  1．34  1．34  
毒Fraction5A and B contain nucleosides and bases．  
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最適pHを知るため・pH3・0には1M酢酸媛衝液p＝7・0～10・0にほトリスーアミノメタン緩  

衝液を剛、てpHを調整して検討した・酵素活性の変化はFig・6に示した．RNase活性のピーク  

はpH4・0付近と，これよりやや低いがpH7・0～8・0付近とに認められた．PDa紀癌性の最適pH  

は3・0～4・0，PMase活性ではpH4・0～5・0に認められた．また5′－AMPを基質としたときには  
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0．2mloflM acetate buaer orlM Tris  

bu点灯OftllepHa5indicated and皿O10  
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Mixtures wereincubated at the 7nOSt  

Suilaも1e pH（RNaま4．0，PDase3．0．  

P丸h妃5．0）for30minutes．  

40 60 80100  

（OC）  

●－●RNaま ■－■PDase ▲－▲PMase  
Fig・9・Heatぬb盲Iityof enz〉rmeSi皿mOtO丘l仕ate  

atthemostsuitablepH（RNase4．0，PDase  
3．0．PMase5．0）forlOminutesatvarious  
temperature asindicated．  
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鱒応後に螢離するリン酸を測定することにより産々のpIlにおけるフォスファターゼ活性を求め，  

Fig・7に示すようにpH5・0～6・0に最適pHが認められた．最適pHにおける反応最適温度を求め  

た結果はFig．8のようである．RNase，PDaseは60りC付近，PMaseは50←55’Cに最適温度が  

認められた．なおPMase癌性は前報と同様PNPP（P－nitrophenylphosphoricacid）が60－c以上  

で分解する恐れがあるので0．01Mの5′－GMpを基質として，遊離するリン酸を定量して馳定し  

た．   

最適pH」こおける熟安定性を知るため，10分間加温処理した後急冷した租酵素液について残存酵  

素活性を測定した結見Fig・9に示すようにRNa父は1000cでもかなり活性が妓っていた．PDase  

P入血詑は700cでほとんど活性が失われた．  

Table4．ln瓜1erlCe Of metalionsonenzy111eaCtivitiesof moto61trate・  
Mixturewer？incubated atthemostsuitablepH（RNase4．0，  

PDa5e3．0，PMa5e5．0）at37UC（Relative activities）   

最適pHにおける金属イオンおよび阻害剤の  

影響はTable4に示した．RNa光はCu◆＋，  

Zn＋◆に一 PDa紀，PM速妃はNa巳F，NaごrIPO。  

に阻害された．   

各種基質に対する作用を次にのペる通り検討  

した．すなわち前額2）における麹の壕合と同様  

にして，粗軌削如こよる酵学RNA，ATP、5′－  

AMP分解生成物を分画定呈した．   

酵母RNAを基質とした時の結果はFig・10  

に示す．CMP，AMP．UMP，n4Pが生成さ  

れることを示している．これらはペーパークロ  

マトグラフィー，カルバゾール反応により3′－  

塑が主掩であると思われた．A’rPを基質とし  

Ehj沌d s8lu†；on  

50  】∞   ほ0  2CO  
Tube numbers  

Fig・▼10・Diges血n prα1uc15も）r e那y皿缶ill皿O10   
61tratewithyeastRNA由Sub如ate．Mixtures   
Ofl．Onllof4％RNA，1．OmIof a亡e払teらu鮎r   
（pH4．0）and3．Omlofmoto仙rateⅥでreillCu．   
bledat370CJor】紬。u指．  
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た時の結果はFig・11に示す．Al〕P，5’－AMP，5′－IMPが生成されることを示している．   

5′－AMPを基質とした時の結果はFig・12に示す．主として塩基，ヌクレオシドを生成したが，  

5′－IMPも生成した．この5′一IMPの存在は毛利らが指摘しているように5′－AMPがdeaminateさ  

れたもの士考えられる．  
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Fig・12・D；gestion products by enzymesill  

mo10ニ山けateⅥ▼ith5’－AMP鮎Substfate、  

入寂tu∫飴Of5．0Il1lof与′－AMP（5mg／10ml），  

1・Omlofaceb吟bu丘er（pH5．0）and2．5  

mlof moto 丘Itrale wereincubated at  

37こ亡forlbour．   

Table5．Changeof phospl－OfuSCOmpOn占nts  

intbeCOurse Of moromimal【ing．  

50  10〕  

1もbe number5  

■ befoJeincub8侮∩ 凸甜er了ncub8†ion  

Fig・11．D；酢5tion product5 by en町IneSin  

mQtO瓜1tratewithATPassubstrate．  

Mixturesof5．OmlofATP（40mg／5ml），  

1．Omlofacelateもu鮎r（pH4．のand2，5  

Inlofmoto負Itratewereincubatedat37＝C  

forlhour．   

2．琴  

A．リン成分の変化  酵工程中の全リ  

ン，RNAリン，酸可溶性リンの経時的変  

化はTable5に示した．酸可溶性リンは増  

加し，RNAリンは誠少する傾向を示し  

た．   

B．核酸系成分および閑辿酵  

素癌性の変化   

a 核酸系成分審工程中の  

試料から得た蝮可溶性リン区分  

をカラムクロマトグラフィーで  

分画定量した．グロマ 

イーの1例として，仕込後12【：I  

甲の結果をFig・13に示す．ま  

たそれらの轟時的変化はnble  

6に示した．各試料共，個々の  

E山Ied sol山一or）  
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Fig．13．Chromatogram ofperchloric acid extract of12－day  
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Table6．Distributionsofnucleotidesandrclatedsubstancesinthecourseofmorornimaking・  

5′－ † 
5′－l  

3′－1MPF3′＿GMPiADPATP  

；孟f13．55  
1・61T8・蒔  

＿  三呈  

＊Frae【ion A and B co】1【ain bases and nucleosides．  

ヌクレオチドは経時的に余りに大きな変化を示し  

ていないが，量的に多い核酸塩基とヌクレオシド  

は，酵経過と共に増加した．これらの物質はペー  

パークロマトグラフィーにより主としてアデニン  

系，シトシン系，グアニン系化合物とヒポキサン  

チンであることを認めた．   

b．核酸分解酵素癌性  鯵工程中おける核較  

分解酵素活性の経略的変化をFig．14に示す．  

RN鮎e活性は10日目（本泡末期までやや増加して  

以後減少し，PDa鎚，PMase活性は日数経過とと  

もに減少している．   

C．粗酵兵披の酵真的諸性質  醍12日目の租  

酵素液についてRNa父，PDase，Phヰa紀活  
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Fig．14．Changes of nucleic acid degrading  

enzyme5in moromi別けatein血ecourse  
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他の酵素約諾性質を南母の場合と同厳にして検討した．   

a 酵素活性測定のための粗酵素液の最適量を求めたところFig．15に示すようにRNa5ち  

PDa紀，PMase共に0．1～0．5mlの笹岡で酵素液量と活性が正比例することを認めた．   

pHによる酵素活性の変化を測定した結果はFig．16に示した．RNaseの最適pHは4．0付近と  

やや弱いが8．0付近にピークを認めた．PDase所佐はPH3．0～4．0，PMase活性はpH4．0～5．0  

に最適pHを認めた，また5′一AMPを基質として稜々のp打におけるフォスファクーゼ活性を測定  

した結果ほFig．17に示す．pH5．0～6．0に最適pHが認められた．   

最適pHにおける反応最適温度を測定した結果はFig．18に示す．RN［ISeは55～600c，PDa5e  

は600c付嵐 PMa父は50～550cに最適温度が認められた．   

最過pHにおける熟安定性はFig．19に示した，  

RNaseは1000cでもかなり活性が残っていたが，  

PDa父，PれIaseは7ぐlOcでほとんど活性が失われ  
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最適pHにおける金属イオンおよび阻害剤の影背はTable7に示した．RNaseはCu＋＋，Zn＋＋  

に阻菩され P工）貼ら PMaseはNaF，Na空HpOl，Zn＝に阻害された．各種基質に対する作用の検  

討は洒母における場合と同僚にして酵母RNA，ATP，5′－AMPを基質とした時の反応生成物を分  

画定最を行なった．   

酵母RNAを基質としたときの結果はFig．20に示した．GMP，CMP，AMP，UMP，IMPを  

生成することが認められ，これはペーパー クロマトグラフィー、カルパゾール反応により3′－型が主  

体であると思われた．ATPを基質とした時の結果はFig．21に示す．ADP，5′－n4Pを生成した．  

Table7．In瓜uence of metalions on enzyme activities of moromi61trate．  
Mixtures wereincubated atthe mostsuitable pH（RNa5e4．0，  

PDase3．0，PMase4．0）at37iC．（Relative ae【行i【ies）  
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370Cforlもour．  
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cu』at由37DC forlhour．   



5′一AMPを基質としたときの姑果は Fig．2に示す．主として塩基，ヌクレオシドを生成した  

が，潜母の場合と間接に5′－IMPも認められた．   

清母，哲の核酸系成分ならびに関連酵素系は，主として米，麹および酵母の影響を受けるものと  

推察されるが，酵母については続報において，その菌体からの分泌，自己消化などを培養条件とと  

もに換討するので，本考察でほ麹との関係の範戸別こ止める．   

全リンの逢噂的変化は商母，醍ともに認められないが，酸可溶性リンは増加しRNAリンは減少  

する傾向を示している．   

顧可溶性リン区分から得た寝々の核酸系成分中，塩基，ヌクレオシド区分は増却】の傾向を示した  

が，ヌクレオチドは酒樽，醍ともに経時的に大きな変化は示していない．   

前職1）において，ヌクレオチドの中の3′一塑のものは，麹成分申に見出しており．，また麹粗軽業  

液による酵母RNAの酸性側における分解生成物中のヌクレオチドも5′一型よりも3′－型を主休とし  

ていたので，栖鳳 酵経過巾の3′－ヌクレオチドの生成には麹も影華して旦、るものと考えられる．   

麹，荊母，慣の核酸分解酵素系およぴそれら相互の関連について見ると酒母，愕の粗酵素液によ  

る酵母RNA分解生成物申に，毛利らS），国中9），猿野lO）の報告など1）に示されているような，麹の  

deaminaseによってAMPから生成されたと思われる1MPが見出され，麹の核酸分解酵素系が影  

管していることが考えられる．   

一方商母，園の租酵素汲によるATPおよび結団RNA分解生成物中にほ，地租梓柔液を用いて  

分解したときにほ見出されなかったADP，CMP，およぴUMPがそれぞれ見出されて奉り，また  

RNa5e活性のアルカリ側最適pHのピークも麹のRNa父には明らかでなかったが，酒母，雷には  

見出されているので，これらは嶺以外のものの影啓によることが考えられる．   

酵素活性の経時的変化を見るとRNa父活性が商母，雷ともに工程の途中でわづかに増加してい  

る．これについてはNakoら12）の尺如ゐ紬〃血のRNa父に関する報告もあろので，清酒蓉母に  

由来するRNaseが影響したものと推察される．これらについてはPDase，PMase活性の減少に対  

するリン成分の影管などともに後報でのペる．   

以上の培果から酒母と，慣中の核酸分解酵素系はともに麹と筍以外のもの，影密とを受けている  

ものと考えられた．これらについては後報でさらに検討を加える．  

要  

1）雨母，醍の核破系成分および核鱒関連酵素系の経時的変化，ならびに粗酵素液の諸性質を調  

べつぎの結果を得た．   

2）酒樽のり成分の中で酸可溶牲リンは経過日数と共に増加し，RNAリンは減少した．またヌ  

クレオチドの変化は少なかったが，グアニン系，アデニン系，アデニン系物質を主体とする塩基，  
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ヌクレオシドは増加した．   

3）醸のリン成分，核酸系成分の変化は酒母と大差がなかった．塩基，ヌクレオシドにはグアニ  

ン系，アデニン系物質の外にシトシン系物質を放出した．   

4）宿将のRNa父活性はフクレ後までやや増加し，以後減少した．PDase，PMase活性は次第  

に減少した．醍のRNa鑓活性ほ本泡末期頃までやや増加し，以後減少したPDa紀，印血便は次第  

に減少した．   

5）酒母ぉよび霞の粗酵素液のRNぴe所性の最適pHは4．0付近と7．0～8．0付近とに見出さ  

れ，PDa父括性は3．0～4．0，PMase活性は4．0～5．0にあり，最適温度はRNa父，PDa父活性は  

600c，PMase性は50～55Ocであった．RNase活性は100Oc，10分間加温してもかなり活性が  

っていたが，PDase，PMase活性ほ700cでほとんど失活した．またRNaseほCu’”，Zn＋＋，  

PDaseおよびPM加治はNaF，Na2HPO4により阻害された．   

6）酒母および謬の粗酵素液違働母RNAに作用させるとGMPICMP，AMP，UMPを生成  

し3′一型が多かった．またATPに作用させるとADP，5′－AMP，5’IMPを生成し，5′－AMPに作  

用させると塩基，ヌクレオシドと5′－IMPを生成した．  

終りに蔭み本研究の初校閏を闘わった阪大寺本数段，照井教授に，釦接助を戴きました東洋食品研究所々長稲  

木常務理事，東洋食品短期大学恵理学長に深謝致します．また澄五郷両道組合の研究設備を伎房させて頂きまし  

た．なお木研究の発表をお許し頂いた社長安福武之助氏に深謝します．  
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に次の文章を入れる．「国中りほ第2報において“弗化ソーダはRN－depolynleraSeには軽微な阻害しか示  

さない凱 RN－pbosphataseに対し完全阻害する”ことを述べている．筆者らの清酒麹の場合もよく類似  

した結果が得られた．」  
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