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豆豆味味噌噌ののイイソソフフララボボンンアアググリリココンン生生成成にに寄寄与与すするる 

麹麹菌菌 ββ --ググルルココシシダダーーゼゼ遺遺伝伝子子のの同同定定 
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味噌用麹の遺伝子発現量データを取得し、麹菌ゲノム情報から推定した 26 個の β -グルコシダーゼ関連

遺伝子のうち、イソフラボンアグリコン生成に寄与する遺伝子候補を 10 個推定し、遺伝子破壊株を作製

した。AoCel3A 遺伝子 (AO090009000356)の破壊株で調製した豆麹では、β -グルコシダーゼ活性が 80%
以上低下し、イソフラボンアグリコンが 30%以上減少した。この結果から AoCel3A 遺伝子は豆味噌のイ

ソフラボンアグリコンの生成に寄与する遺伝子のひとつであることが示唆された。

11.. ははじじめめにに

大豆や大豆加工食品に含まれるイソフラボン類は、エ

ストロゲン様作用 1)、骨粗しょう症予防作用 2)、抗酸化

作用 3)および抗ガン作用 4)などの生理活性を示す成分と

して注目されている。味噌・醤油・テンペ等の大豆発酵

食品においては、原料大豆のイソフラボン配糖体(グリ

コシド)の一部または全部が β -グルコシダーゼによって

糖が外され、ダイゼインやゲニステインなどのアグリコ

ンに変換されている。変換されたアグリコンは元のグリ

コシドよりも顕著に高い生理活性を示す 5)。愛知県を中

心に生産されている豆味噌(八丁みそ・三州みそ・名古

屋みそ等)では原料大豆由来のイソフラボングリコシド

のほぼ 100%がアグリコンに変換されているとの報告が

ある 6),7)。当センターでも表表 11 のように、県内 A 社の豆

味噌と米味噌に含まれるイソフラボンを分析し、豆味噌

からは配糖体であるダイジンとゲニスチンは検出されず、

それぞれのアグリコンであるダイゼインとゲニステイン

が多く検出されることを確認している。一方、米味噌か

らは配糖体型とアグリコン型の両方が検出されている。

また表表 22 のように、豆麹(豆味噌用の大豆麹)および米麹

(米味噌用の米麹)に含まれる β -グルコシダーゼ活性を測

定したところ、豆麹中の活性は米麹中の活性の 150倍以

上も高かった。これらのことから、豆味噌におけるイソ

フ ラ ボ ン の ア グ リ コ ン 変 換 率 の 高 さ は 、 麹 菌

Aspergillus oryzae が大豆を基質として培養された際に

産生する β -グルコシダーゼ群の働きに起因すると考え

られるが、その詳細は明らかでない。そこで本研究では、

分子生物学的手法を用いて、豆味噌のイソフラボンアグ

リコン生成に寄与する麹菌 β -グルコシダーゼ遺伝子の

同定を試みた。

22.. 実実験験方方法法

22..11 使使用用菌菌株株おおよよびび使使用用培培地地

遺伝子供与菌として味噌用麹菌 A. oryzae KBN630 株

((株)ビオック)を使用した。形質転換用宿主として A. 
oryzae KBN630-P17L90 株(ligD¯, pyrG¯ )8)を使用した。

E.coli DH5α を DNA 断片のクローニングに使用した。

表表 11 県内 A 社で製造された豆味噌と米味噌の

イソフラボン分析値

表表 22 豆麹と米麹の β -グルコシダーゼ活性
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A. oryzae の培養は Czapek 培地を基本とし、染色体

DNA 調製時には GP 培地を用いた。

22..22 味味噌噌用用豆豆麹麹おおよよびび米米麹麹のの遺遺伝伝子子発発現現量量解解析析 

A. oryzae KBN630 株を用いてフラスコスケールで味

噌用豆麹および米麹を調製し、液体窒素冷却下で粉砕し

て RNA 調製に供した。豆麹 RNA の調製には TRIzol 
Reagent(Thermo Fisher Scientific)を、米麹 RNA の調

製には RNAiso Plus および High-Salt Solution for 
Precipitation(Plant)(Takara Bio)を使用し、PureLink
RNA Mini Kit(Thermo Fisher Scientific)で各 RNA を

精製した。独立行政法人酒類総合研究所において cDNA
調製と断片化処理後、麹菌 DNA マイクロアレイ解析

(Affimetrix)に供した。

22..33 AA..oorryyzzaaee 染染色色体体 DDNNAA のの調調製製おおよよびび PPCCRR 

A. oryzae の染色体 DNA は、菌体を凍結乾燥した後

粉砕し、フェノール・クロロホルム法で調製した。

PCR 用酵素は Pfu Ultra II Fusion HS DNA Polymerase 
(Agilent) お よ び SapphireAmp Fast PCR Master 
Mix(Takara Bio)を使用した。使用したオリゴヌクレオ

チドプライマーを表表 33 に示した。

22..44 遺遺伝伝子子破破壊壊株株のの作作製製 
遺伝子破壊用ベクターは次のように構築した。A.

oryzae RIB40 株のゲノム情報 9)から、表 3 の 5’-隣接領

域 1.0kb 増幅用プライマーP1/P2 および 3’-隣接領域

1.0kb 増幅用プライマーP3/ P4 を合成した。形質転換マ

ーカー pyrG 遺伝子断片増幅用のプライマーは、

pyrGN2/pyrGC2 を使用した 8)。A. oryzae KBN630 株

の染色体 DNA を鋳型とする PCR により得られた 3 つ

の増幅断片を、In-Fusion HD Cloning Kit(Clontech)を
用いて pUC18 の BamHI /Sal I 制限サイトに組込んだ。

このプラスミドを鋳型として、プライマーP1/P4 を用い

た PCR により遺伝子破壊用 DNA 断片を増幅し、A. 
oryzae KBN630-P17L90 株をプロトプラスト-PEG 法

により形質転換した。遺伝子破壊の確認は、形質転換体

の染色体 DNA をテンプレートとしてプライマーP1/P4
を用いた PCR を行った。

22..55 遺遺伝伝子子破破壊壊株株評評価価用用のの豆豆麹麹のの調調製製 
22..44 で作製した遺伝子破壊株及び対照として親株の A. 

oryzae KBN630 株を Czapek 寒天培地一面に植菌し胞

子を形成させた。北海道産大豆を約 1.7 倍の重量になる

まで水に浸漬し、オートクレーブを用いて蒸煮(100℃
30 分間、その後に 121℃5 分間)した。蒸煮大豆を直径

10mm、長さ 30mmの玉型に成形し、フラスコに入れ、

121℃5 分間滅菌した。玉型の蒸煮大豆 30g、乾熱滅菌

した香煎 0.3g、麹菌胞子(寒天培地 1cm 角相当)を混合し

67 時間製麹した。

22..66 豆豆麹麹のの酵酵素素活活性性測測定定 
豆麹を凍結乾燥し、粉砕した粉末に 0.01%Tween80-

0.5%NaCl 溶液を加え、20℃で 2 時間振とう抽出し、遠

心分離して得られた上清を酵素液として分析に供した。

β -グルコシダーゼ活性は Esaki ら 10)の方法を若干変更

し、p-ニトロフェニル-β -D-グルコピラノシドを基質と

して 40℃で 30分間反応させて行った。α -アミラーゼ活

性は、α -アミラーゼ測定キット(キッコーマンバイオケ

ミファ(株))を用い測定した。

22..77 豆豆麹麹中中ののイイソソフフララボボンン組組成成のの分分析析 
江崎ら 11)の方法を若干変更して、豆麹を凍結乾燥し、

粉砕した粉末に 70%エタノールを加え、20℃で 16 時間

振とう抽出し、遠心分離して得られた上清を HPLC に

よるイソフラボン組成の分析に供した。HPLCによる分

析は厚生労働省の食安発第 0823001 号別紙の食品中の

大豆イソフラボンアグリコン(アグリコン当量)の試験方

法 12)に従って行った。

33.. 実実験験結結果果及及びび考考察察

33..11 味味噌噌用用豆豆麹麹おおよよびび米米麹麹のの遺遺伝伝子子発発現現量量解解析析

22..22 に示した方法で、味噌用豆麹および米麹における

麹菌の遺伝子発現量を網羅的に解析した。得られた遺伝

子発現量データを活用することにより、目的の遺伝子が

各麹中でどの程度働いているかを推定できる。表表 44 に示

すように、麹菌ゲノム情報から 26 個の β -グルコシダー

ゼ関連遺伝子を推定し、豆麹中の発現量(シグナル強度)

の大きい順に並べた。「豆味噌のイソフラボンアグリコ

表 33 本研究で使用したオリゴヌクレオチドプライマー
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ン生成に寄与する遺伝子は、豆麹で発現量が高く、米麹

でも一定の発現量が見られるもの」と仮定し、網掛けで

示した 10 個の遺伝子(AoCel1A、AoCel3A、AoCel3D、

AoCel3E、AoCel3F、AoCel3G、AoCel3I、AoCel3L、

AoCel3N、AoCel3O )を次の試験候補として選定した。

33..22 遺遺伝伝子子破破壊壊株株のの作作製製

33..11 で選定した 10 個の β -グルコシダーゼ関連遺伝子

について、22..44 の方法で破壊株を作製した。PCR による

確認を行った結果 (図図 11)、 ΔAoCel3A(ΔAoCel3A は

AoCel3A 遺伝子破壊株)から ΔAoCel3O の 10 株ではい

ずれも目的遺伝子のバンドのみがシフトしており、目的

の遺伝子破壊株であることが示された。P1 プライマー

の更に上流で作製した P5 プライマーと P4 プライマー

の PCR によっても確認した(データ省略)。

33..33 遺遺伝伝子子破破壊壊株株をを用用いいたたフフララススココ豆豆麹麹のの酵酵素素活活性性 

33..22 で得られた 10株の遺伝子破壊株および親株を用い

てフラスコスケールで豆麹を調製し、β -グルコシダー

ゼ活性および α -アミラーゼ活性を測定した(表表 55)。β -グ
ルコシダーゼ活性は、ΔAoCel3A で親株の 16%と大きく

低下し、その他の 9 株の遺伝子破壊株ではほとんど低下

しなかった。この結果から、AoCel3A 遺伝子は豆麹中

の主要な「p-ニトロフェニル-β -D-グルコピラノシドを

基質とする β -グルコシダーゼ活性」を担う遺伝子であ

ることが示唆された。α -アミラーゼ活性は、10 株の遺

伝子破壊株と親株でほとんど差がなかったことから、

選定した遺伝子の破壊は豆麹の α -アミラーゼ活性にほ

とんど影響を与えないことが示唆された。

33..44 遺遺伝伝子子破破壊壊株株をを用用いいたた豆豆麹麹ののイイソソフフララボボンン組組成成

次に各豆麹のイソフラボン組成を分析した(表表 66)。
ΔAoCel3A において、配糖体であるダイジンが親株に対

して 196%、同じく配糖体であるゲニスチンが 181%と

増加した。更に、アグリコンであるダイゼインが 72%、

同じくアグリコンであるゲニステインが 60%に減少し

た。ΔAoCel3N では配糖体型イソフラボンが約 140%に

増加したがアグリコン型イソフラボンは減少しなかった。

その他の 8 株の遺伝子破壊株においては、いずれも大き

な変化は認められなかった。この結果から、豆麹中では

Soybean-koji Rice-koji
AoCel1A AO090003000497 8760 628
AoCel3A AO090009000356 7215 1065
AoCel3B AO090103000120 6374 14
AoCel1B AO090113000148 5559 14
AoCel3C AO090012000135 4467 14
AoCel3D AO090701000244 3661 398
AoCel3E AO090166000090 3640 157
AoCel3F AO090701000274 3490 246
AoCel3G AO090003000741 1841 1158
AoCel3H AO090011000140 1424 26
AoCel1C AO090120000075 951 48
AoCel3I AO090005000337 832 251
AoCel3J AO090701000841 725 1
AoCel3K AO090038000223 559 22
AoCel3L AO090001000544 523 185
AoCel3M AO090026000123 261 2
AoCel3N AO090103000019 255 433
AoCel3O AO090009000554 242 381
AoCel3P AO090003001511 69 10
AoCel3Q AO090010000034 25 26
AoCel3S AO080521000341* 15 20
AoCel3T AO090001000266 9 99
AoCel3U AO090103000127 9 6
AoCel3V AO090166000048 6 6
AoCel3W AO090012000003 5 2
AoCel3X AO090038000425 5 26
AoCel1 group ; Glycoside Hydrolase Family 1
AoCel3 group ;  Glycoside Hydrolase Family 3
*CAoGD13)による

Gene name Gene ID (AspGD9) )
Signal intensity

Gene name Gene ID (AspGD9) )
Signal intensity

表表 44 麹菌が有する 26 個の推定 β -グルコシダーゼ

関連遺伝子の発現量

図図 11 PCR による遺伝子破壊の確認
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表表 55 遺伝子破壊株を用いたフラスコ豆麹の酵素活性 
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AoCel3A 遺伝子産物が配糖体であるダイジンおよびゲ

スチンに作用し、アグリコンであるダイゼインおよびゲ

ニステインに変換する働きを担っていることが示唆され

た。ただし、アグリコンの減少は約 30~40%に留まって

いたことから、AoCel3A 遺伝子以外にも他の遺伝子産

物が両イソフラボンのアグリコン化に寄与する可能性が

示された。すなわち ΔAoCel3A において他の β -グルコ

シダーゼ関連遺伝子の発現量が上がり補完的に働いてい

る可能性、あるいは 8 遺伝子以外の別の遺伝子が別途働

いている可能性の両方が考えられる。

44.. 結結びび 

本研究の結果は、以下のとおりである。

(1) 味噌用豆麹および米麹の遺伝子発現量データを取得

し、麹菌ゲノム情報から推定した 26 個の β -グルコ

シダーゼ関連遺伝子のうち、イソフラボンアグリコ

ン生成に寄与する遺伝子候補を 10 個推定した。

(2) (1)で選定した遺伝子の破壊株を作製し、 PCR によ

る遺伝子破壊の確認を行った。

(3) AoCel3A 遺伝子(AO090009000356)の破壊株で調製

した豆麹では、β -グルコシダーゼ活性が 80%以上低

下し、イソフラボンアグリコン(ダイゼインおよび

ゲニテイン )が 30%以上減少した。この結果から

AoCel3A 遺伝子は豆味噌のイソフラボンアグリコン

の生成に寄与する遺伝子のひとつであることが示唆

された。
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