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近年，食品成分の生理機能が注目されており，その中で糖質についても様々な生理機能があることが明ら

かにされている．清酒やみりんなどに少量含まれるエチル-α-D-グルコシド（αEG）は肌の保湿効果があると

考えられており，機能性素材として期待されている糖である．本研究では αEG が食品や化粧品原料などに利

用されることを目指して，αEG を高生産する微生物の選抜と育種を行った． 

 

 

1. 緒言 

 

近年，国民の健康に対する意識の向上により，食品に含

まれる成分の健康機能性が大きく注目されている．機能性

をもつ食品成分は，素材中に元々含まれる成分に加え，加

工や発酵で生じる成分がある． 

エチル-α-D-グルコシド（αEG）は，日本酒やみりんなど

に 0.2～0.7 %程度含まれることが知られており，即効性の

甘味と遅効性の苦味を呈する成分である 1)．日本酒のもろ

みの中では，麹菌のα-グルコシダーゼの糖転移反応により，

マルトオリゴ糖とエタノールを基質として αEG が生成さ

れる 2), 3) ．この αEGは，肌の保湿や肌荒れ改善，糖質の吸

収阻害，腸内細菌叢の改善，消臭，味質の改善など様々な

機能性が確認されており，新たな甘味素材として期待され

る糖質である 1), 3)～6) ．特に注目されるのが，肌への機能性

で，皮膚の真皮層のコラーゲン量を増加する整肌効果 7)が

あり，冬期に起こりやすいヒビ・あかぎれ，更に加齢やス

テロイド長期服用による皮膚の菲薄化などを改善し，QOL

の向上に役立つと考えられる． 

本研究では，整肌効果をもつ αEG を高生産する微生物の

育成を目的とし，日本酒等に使用する麹菌を中心とした糸

状菌を用いて αEG高生産菌を選抜した．また突然変異処理

で αEG生成能が上がることが期待できる 8)ため，選抜した

菌株を突然変異処理し，αEG 生成能が向上した菌株を得た

ので報告する． 

 

2. 実験方法 

 

2.1 使用菌株 

 選抜，育種に使用した糸状菌は，以下のとおりである．；

Aspergillus oryzae var. brunneus RIB40 株 ， Aspergillus 

luchuensis RIB2005 株，A. luchuensis RIB2501 株，Aspergillus 

niger RIB2013 株， Aspergillus tubingens RIB2036 株，

Aspergillus kawachii SC60 株（以上，（独）酒類総合研究所よ

り入手），A.oryzae HO117株（（株）菱六より入手），A. kawachii 

JCM22250 株，A. kawachii JCM22251 株（以上，（国研）理

化学研究所より入手），A. kawachii MAFF111184 株（（国研）

農業・食品産業技術総合研究機構より入手），Trichoderma 

viride NBRC31337 株（（独）製品評価技術基盤機構より入

手）． 

 

2.2 培地 

 糸状菌の増殖にはポテトデキストロース寒天培地（以下

PDA培地，日水製薬（株）製）を使用した．αEGの生成お

よび酵素活性測定用培地には，MPYC 培地（2 %マルトー

ス，0.5 %ペプトン，0.1 %酵母エキス，0.3 %コーンスティ

ープリカー，0.1 % KH2PO4，0.1 % MgSO4･7H2O）で生育し

た菌体を使用した． 

 

2.3 糸状菌の突然変異 

 菌体を PDA 斜面培地で 30 ℃，7 日間培養したものに

0.01 % Tween 80 を加えて白金耳で分生子を懸濁し，1G3 ガ

ラスフィルターでろ過して分生子を集めた．集めた分生子

の懸濁液をシャーレに 2 mL 入れ，15 Wの UV ランプを 5

分間照射後，暗黒下に 30 分置き，PDA平板培地に塗布し，

30 ℃で 3～4 日培養し，変異株を得た 8)． 

 

2.4 糖化力・α-グルコシダーゼ活性 

 MPYC 培地で培養した菌体 1 g に，0.5 %塩化ナトリウム

を含む 10 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）を加え，5 ℃で一晩浸

出し，3500 rpm, 10 分，遠心分離した上清を酵素液とした．

この酵素液の酵素活性を糖化力分別定量キット（キッコー

マンバイオケミファ（株）製）を用いて測定した．α-グル

コシダーゼ活性は，4-ニトロフェニル α-グルコシドを基質

として 37 ℃，10 分間反応し，反応停止後 400 nmの吸光度

を測定して求めた．糖化力は 4-ニトロフェニル β-マルトシ
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ドを基質として 37 ℃，10 分間反応し，反応停止後 400 nm

の吸光度を測定して求めた．  

 

2.5 αEG の生成試験 

MPYC 培地で培養した菌体をろ過して集め，生理食塩水

で洗浄し，菌体を乳鉢ですり潰した．すり潰した菌体 0.5 g

に，30 %エタノールに 5 %マルトース（以下，マルトース

基質）または 5 %デンプン（以下，デンプン基質）を加え

た反応液 5 mLを入れ，30 ℃, 24 時間反応させた 9)．反応後

3500 rpm, 10 分間遠心分離し，上清と等量のアセトニトリ

ルを加え，フィルターろ過後，5 倍希釈して UPLC（Waters

社製）で分析した．分析条件は以下のとおりである．カラ

ム：ACQUITY UPLC BEH Amide 2.1 × 150 mm ID，検出器：

ELSD (Gain 200, Pressure 40psi, ドリフトチューブ 40 ℃)，

溶離液：A: 80/20 アセトニトリル/水，0.2 %トリエチルアミ

ン, B: 30/70 アセトニトリル/水，0.2 %トリエチルアミン，

グラジェント：A:B = 80:20 → 30:70 流速：0.12 mL/min., カ

ラム温度：35 °C． 

 

3. 結果および考察 

 

3.1糸状菌のαEG 生成量の比較と選抜 

A. oryzae var. brunneus RIB40 株，A.oryzae HO117 株，A. 

luchuensis RIB2005 株，A. luchuensis RIB2501 株，A. niger 

RIB2013 株，A. tubingens RIB2036 株，A. kawachii SC60 株， 

T. viride NBRC31337 株の菌糸体を用いて，マルトース基質

とデンプン基質により，αEG の生成量を比較した． 

 

図 1  糸状菌８種類のαEG 生成量 

 

結果を図 1 に示す．マルトース基質で αEG生成量が最も

多いのは A. kawachii SC60 株（6750 ppm），次いで，A. 

luchuensis RIB2005 株（4960 ppm）であった．一方，デンプ

ン基質で αEG生成量が最も多いのは A. luchuensis RIB2005

株（2150 ppm）で，マルトース基質の 1/2 以下の生成量に

留まった．使用菌株の比較では，7菌株と異なる Trichoderma

属の NBRC31337 株は，マルトース基質，デンプン基質と

も αEGの生成量が著しく少なかった．同種の菌株間の比較

では A. oryzae では 2 菌株間での αEGの生成量に大きな違

いが見られず，A. luchuensis では，白色変異株である 2501

株はマルトース基質，デンプン基質ともに 2005 株の 1/5 程

度の αEG 生成量であった．以上からマルトース基質で A. 

kawachii SC60 株が αEG高生産菌株であると判断した． 

αEGの生成試験では菌体をろ過して集めるが，このとき

自然ろ過により集菌したため，実験ごとに菌体に含まれる

水分のばらつきが生じた．A. kawachii SC60 株について，同

一菌株で同一条件で反応させたにも関わらず，αEGの生成

量は図 1 の実験では約 6750 ppm であったが，図 2 や図 7 の

実験では約 3200 ppmであった．一方，図 9 の実験では SC60

株の αEG測定を複数回行ったが，吸引ろ過により菌体に含

まれる水分がほぼ同等になったため，ばらつきが少なく，

いずれも約 7900 ppmとなった．  

 

3.2 Aspergillus kawachii の菌株間のαEG 生成量の比較 

A. kawachii SC60株がαEG高生産菌株であることから， A. 

kawachiiの菌株間でαEGの生成量を比較した．その結果を図

2に示す． SC60株はマルトース基質で約3200 ppm，デンプ

ン基質で約1500 ppmのαEGを生成し，今回比較した4菌株で

最も多い生成量であった．JCM22250株はマルトース基質で

SC60株の2/3程度の量であった．JCM22251株は，マルトー

ス基質とデンプン基質の差が少なく，いずれも2000 ppm弱

のαEGの生成量であった．MAFF111184株はαEGの生成量が

200～300 ppmと非常に少なく，JCM22251株と同様に基質の

差が少なかった．この結果よりA. kawachiiの菌株間では

αEGの生成量の差が大きく，A. kawachii SC60株をαEGの生

成量の多い菌株として次の実験に使用した． 

 

図 2  A. kawachii 4菌株のαEG 生成量 

 

3.3 突然変異処理によるαEG生成の変化と高生産株育成 

マルトース基質で最も多く αEG を生成した A. kawachii 

SC60 株とデンプン基質で最も多く αEGを生成した A. 

kawachii JCM22251 株を用いて紫外線照射により突然変異

処理を行った．変異株は SC60 株では 39 個体，JCM22251

株では 36 個体得られた．これらの酵素活性を糖化力分別

定量キットで測定した． 

変異株の α-グルコシダーゼ活性を図 3～4 に示す．酵素

活性は SC60 株，JCM22251 株共に親株より低くなっている
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ものが大半であったが，親株より α-グルコシダーゼ活性が

高い菌株が，SC60 株由来の変異株で 8 個体，JCM22251 株

由来の変異株で 1 個体得られた．特に SC60 株由来の変異

株では親株の 5.2 倍の酵素活性をもつ菌株（SC60UV-2 株）

が得られた．次に，変異株の糖化力を図 5～6 に示す．なお 

 

図 3  SC60株由来変異株のα-グルコシダーゼ活性 

 

図 4  JCM222521株由来変異株のα-グルコシダーゼ活性 

 

図 5  SC60株由来変異株の糖化力 

 

図 6  JCM22251株由来変異株の糖化力 

糖化力はグルコアミラーゼとα-グルコシダーゼをあわせた

活性である．親株より糖化力が高い菌株は，SC60 株由来の

変異株で 9 個体，JCM22251 株由来の変異株で 6 個体得ら

れた． 

徳田らの報告 9)では α-グルコシダーゼ活性と αEG 生成量

の相関は低いとの結果が得られているが，酵素活性が高い

ものは αEGの生成量が多い傾向があるので，酵素活性が元

株の 1.1倍以上あった変異株について αEGの生成量を測定

した（図 7～8）．SC60 株由来の変異株では，親株より多く

αEG を生成した菌株が 2 菌株，同等であった菌株が 2 菌株

であった．α-グルコシダーゼ活性が元株の 5.2 倍あった

SC60UV-2 株は，多くの αEG が生成されることが期待され

たが，親株の 1.1 倍の増加に留まった．JCM22251 株由来の

変異株では，αEGの生成量は親株とほぼ同等か，それ以下

であった．親株とほぼ同等であった菌株が 1 菌株

（JCM22251UV-11 株）あったが，JCM22251UV-11 株はデ

ンプンを基質とすると親株の半分程度の αEG 生成量であ

った． 

 

図 7  SC60株由来変異株のαEG生成量 

 

図 8  JCM22251株由来変異株のαEG生成量 

 

 そこで SC60UV-2株よりも多くの αEGを生産する菌株を

得るために，SC60UV-2 株を親株として再度紫外線照射を

行い，55 個体の変異株を獲得した．この 55 個体の αEGの

生成量を分析したところ，SC60 株よりも多く αEG を生成

する菌株が 23 個体得られたものの，SC60UV-2 株よりも多

くの αEGを生成したものは 1 個体（SC60UV-2-53 株）のみ
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であった（図 9）．SC60UV-2-53 株は，SC60 株と比較する

と 1.6 倍以上の αEGを生成し，反応液中に約 13000 ppm含

まれた．SC60UV-2-53 株の αEG 生成能力の向上のメカニズ

ムの解明については今後の検討課題であるが，αEGは α-グ

ルコシダーゼの糖転移反応により生成するので，高生産性

の変異株においてはα-グルコシダーゼのアミノ酸置換など

により糖転移反応が進みやすくなったか，転写制御の変化

が生じて酵素量が増加している可能性が考えられる． 

 

図 9  SC60UV-2株由来変異株のαEG生成量 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 結言 

 

本研究で機能性の糖類である αEG を高生産する糸状菌

の選抜と育種を行った．主な結果は次の通りである． 

(1) 発酵食品で使用する糸状菌を中心に 6 種 8 菌株の糸状

菌の αEGの生成量を比較すると A. kawachii に属する菌

株が高生産であった． 

(2) A. kawachii の 4 菌株では SC60 株が αEG を最も多く生

産する菌株であった． 

(3) A. kawachii SC60 株の紫外線照射で，αEG生成能が親株

の 1.6 倍に向上した変異株を得た． 
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