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黒麹菌の分類と安全性について
ーその分子生物学的な解析-

泡皇室・焼酎製造菌である黒麹菌。乾博士によって黒麹萄が分離・問定されて以来，主に形態観察によって

分類が行われてきた。多様な黛麹菌は黒カビ Aspergillusnigerとは類縁ではあるが，分類的関係は明確で

はなく混沌としていた。本稿では由来の巽なる多様な黒鶏萄を対象に，最新の分子生物学的手法を取り入れ

た累麹菌の再分類について解説していただいた。菌菌黒麹菌は“Aspergi/lusluchuensis" とすることを提

唱している。

はじめに

黒麹菌は，沖縄の泡盛造りに使われている有用糸状

菌であり，製麹中に大量のクエン覇支を生産することで

もろみを酸性にし，暖地での醸造に適しているとされ

ている。また，平成 18if. 10月12日， 日本醸造学会

において，黄麹蕗Aspergillusoryzae，議油豪華滋A.

sojaeなどとともに我が簡を代表する微生物としてf国

蕗」に認定されている1)。九州でも始めは賞麹菌を利

用した焼酎製造が行われていたが，黒麹菌が導入され

るや広く使われるようになった。その後その黒い色が

嫌われたのか，黒麹習の変異株とされる白麹菌A

kawachiiが一般的に使われていた 2)。しかし近年で

は，黒麹療が復活して「黒なんとか」の名称で親しま

れ焼酎の製造に利用されている。黒麹菌として報告さ

れた菌株は，A. luchuensisを始めとして， 10数株に

のぼる。また，黒麹一街は，欧州でクエン酸生産に用い

られている A.1Zigerの異名同種とする報告もあるな

ど，その分類には混乱が見られる。そこで，黒麹菌の

分類学的位置を確認するために分子生物学約な解析を

行い，黒重量E富は沖縄由来の純国産菌株であるという結

果を得たので紹介したい。

山田 修

1，黒趨菌の黒塵史

黒麹E蓄は， 1901年に乾がA.luchuensisを分離し，

f本障は麹中の主要なる紙状衝にして胞子黒色なるを

以て麹をして固有の黒色を帯はしむ澱粉糖化の作用は

王手ら本葱によるもにしてjとして報告された 3)。同年，

宇佐見は泡E皇室主中より 2種類の黒色 Asρergillusを分

離し，うち lつは A.lztchuensisであろうと報告して

いる。 1907年，草野藤は八丈島の芋焼酎製造に関与す

る糸状菌として A.batataeを発表した。 1911年以来，

中津は泡盛麹から糸状蘭を分離しこれらは分生子頭

にメトレ及びフィアライドがあり，先の乾らはフィア

ライドの存在のみを報告していたことから，A. lu-

chuensisとは別種であるとして，A.aωamorz及びA.

aureusを報告した九一方，イrhomand Church及び

Thom and Raperらは，数多くの菌株の分類表を提示

し黒色AsρergillusをA.niger groupとし，メトレ

の有無により 2大別し，A. awamoriは前者に A.lu勾

chuensisは後者に入るとした 5，6)0 1951年，坂口らは，

沖縄，八丈島，九州南部より 1000株を越える黒色

As)りergillusを分離し胞子墜に刺を持つ A.1Ziger群

とその平滑または粗な黒麹菌若手に大別し，乾の A.lu-

chuensisに相当する株としてほとんどの株にメトレが

あるがフイアライドのみの株もある A.inuiを報告し

Molecular Biological Researches of Kuro-Koji Molds， Th巴irClassification and Safety. 

Osamu Y AMADA (Nationα1 research institute 01 bre山ng)

200 援協 (2012)



た7)。また， 1979年，村上も， 20種の菌学的性震を

用いた多変量解析により ，A. niger群と黒麹菌群とは

対立し，黒麹菌群は醸造場の麹由来の株のほとんど全

てを含むことを見いだすとともに，黒要望菌を A.au 

reusとA.awamoriに大別し，A.aωamorzのうち分

生子頭がオリーブ色のものを A.luchuensisとした 8)。

さらに， 1991年 Kustresvan Somerenらは， RFLP 

解析から A.niger groupが形態的には[K別できない

A. nigerとA.tubingensisとに分類できるとした 9)

Accensiらも ITS田5.8SrDNA RFLPノfターンより同

様の報告をするとともに，カピ毒 ochratoxinA 

(OTA)の生産菌 6株は全て A.nigerに属すると報告

している 10)。このように黒麹菌を含む黒色Aspergil-

lusの分類は混乱しており，その解明には，より広範

な分子生物学的な解析が必要と考えられた。

2. 黒麹菌及び黒色 Aspergillusの分子生物学的

解析

黒麹菌の分類学的{立霞を確認するため酒類総合研究

所保存の 37株， (株) トロピカルテクノセンター(沖

縄県うるま市)保存の醸造現場由来巣麹菌 12株

(TTC株)，自麹菌A.加wachiiNBRC 4308株，A

1Ziger ATCC 10151*， A. tubingensis ATCC 10550;f米

及び OTA生産性と報告されている NBRC萄株 5株，

合計 57株を解析株とした。まず¥顕微鏡によりメト

レの有無を観察したところ，会株においてその存在が

確認され，形態による分類の難しさが改めて実感され

た。そこで，Apsergillus、属の分子生物学的解析に有

効と報告されている ribosomalDNA internal tran-

scribed spacers (ITS) ， D1-D2領域， ヒストン 3，ベ

ーターチュープリン及びチトクローム bi宣伝子部分

配列約 2，500塩去をシークエンス解析し系統解析を

行った。その結果，これまでの分類名とは関わりなく

3つの菌群に大別された(第 l国)。醸造現場由来黒

麹菌 TTC株 12株と，白麹菌とは解析した約 2，500塩

基が完全に一致し，白麹簡が沖縄原産の泉麹菌由来で

あることを裳付ける結果となった。また，酒類総合研

究所の 37株中日株も，うち l株が I塩基の違いがあ

るのみで，ほほ完全に一致しその由来を遡ると半分

以上が稜麹や麹から分離されたことが確認された(第

1表)。現在は A.nigerに分類されているが，元は A.

luchuensisの標準株として保存されていた RIB2604 

株もこのグループに含まれた。一方，A. niger A TCC 

1015を含む菌群は， TTC株を含む菌群とは別のグル

A.oryzae 

第 1函 黒麹菌の分子生物学的系統解析
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第 1表 黒麹務主流派はほとんど醸造現場出来

RIB2016 A. aωamori NBRC4123く叩 GRIF.R. Nakazawa 

RIB2051 A. awamori NBRC6086く-Higuchi Co" from tanekoji 

RIB2061 A. awamori RIB K-2. Shinzato shuzo Co" S. Sugama et al. (1975) 

RIB2601 A. awamori NBRC4033くー GRIF.R. Nakazawa. from amamori-koji 

RIB2604 A. awamori NBRC4314く-HUT 2105 <ー CLlvIR乙 S.Usami 

RIB2605 A. aμamori NBRC4116く GRIF.R. Nakazawa 

RIB2004 A. Ztsamii from Kawachi kuro-koji by K. Noshiro (1957) 

RIB2005 A. Ztsamii from Kawachi kuro-koji by N. lvIiyauchi (1966) 

RIB2501 A. shiroZlsamii from Kawachi shiro-koji by K. Noshiro (1957) 

RIB2502 A. shirousamii from Kawachi shiro-koji by K. Noshiro (1957) 

RIB2503 A. shirousamii from Kawachi shiro-koji by K. Noshiro (1957) 

RIB2505 A. shirousamii PrでS巴rvedover 50 years 

RIB2506 A. shirousamii from Kawachi shiro-koji by N. lvIiyauchi (1966) 

RIB2642 A. niger NBRC4281 <-T. Inui Ex type of As戸ergillusluchue17sis 

RIB2019 A.foetidus NBRC4338く-HUTく CBS103.l4く-A. Blochwitz 

NBRC4308 A. kawachii 白麹菌

TTC241 ~ 246 TTC菌室造現場近年分縦6株

N仏2201~ 2701 TTC醸造現場 30i手前分隊6株

ープを形成し，当所保存の 19株が含まれたが，うち

2株のみが麹由来であった。また.OTA生産性と報

告されている NBRC菌株 5株は全てこのグループに

含まれた。 A.tubingensis ATCC 10550株を含むグル

ープには，さ当所保存の 3Th¥T株が含まれ， この磁群は

A. nigerを含む菌群よりは TTC株を含む菌群により

系統的には近いが別のグループを形成した。

以上の結果は，黒色 Asρergillusの形態などによる

分類の困難さと.その再分類の必姿ttとが改め示され

たものと考えている。また村l~醸造現場由来泉麹菌

TTC株，自麹菌及びその半数以上が醸造現場由来と

確認された当所保存 15株を含むグループこそが，少

なくとも現在の醸造産業に利用されている黒麹磁の主

流派と 11乎んでもよい菌群と考えられたJl)。

3. 黒重量菌の OTA非生産性の遺伝子レベルでの

確認

OTA生皮菌である A.ochraceusにおいて.OTA

生合成lこ必姿な遺伝子はクラスターを形成しており，

クラスター内の polyketid巴 synthase遺伝子 (Aoch_

pks) の破壊により OTA生合成能を失うことが報告

されていた 121。一部の A.nigerも.OTAを生産する
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ことが報告されている。 2007 年 • A. niger CBS 

513.88株のゲノム解析結果が発表され，そのゲノム中

に. Aoch_pksホモログが見いだされたが，遺伝子発

現は見られないという 1:11。この pksホモログが.A.

mgerの OTAlJ:=.合成に関与するかを解析するために，

OTA生産性の NBRC6082株の遺伝子破壊を行った。

その結来，破壊株は OTA生産性を完全に失っており，

この pksホモログ遺伝子がA.nigerの OTA生合成

に必須であることが示された(第 2図)。そこで¥こ

の遺伝子の分布を PCR及びサザ、ンWt析により系統解

析に用いた会 57菌株について検討した。 A.niger IJJ 

i洋は，この pksホモログ遺伝子を持つものと持たな

いものとが混在していたが，窯麹Th¥i主流派及びA.

tubingensisグループの菌からは検出されなかった(第

l罰)。さらに，現在泡盛の街業生産に最も広く用い

られている黒麹葱 ISHl株及びISH2株について，次

世代シーケンサ SOLiDによる全ゲノム解析を行った

ところ，同様にこの pksホモログ遺伝子は検出され

なかった 1.11。なお• A. Iliger CBS 513.88 t1eのように

pksホモログ遺伝子を有する株が全て OTA生産性で

はないということも，興味深い。いずれにせよ.A.

7ligerの OTA主主合成に必須な遺伝子が泉麹菌主流派

醸協 (2012)
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OTA 関連遺伝子 (pks) は OTA~ミ I~互に必須

?生と接j去における霊安性から，黒麹I箔主流派を乾が最

初jに黒麹恋として提案した A.luchucllsisと呼ぶこと

を提案したい。

〈独立行政法人

第 2密

から検出されなかったことは，遺伝子レベルでも黒麹

菌主流派が OTA~Iô生産性であることを示しており，

黒麹ihliの安全性が改めて確認されたものと考えている。

醸造技術応用研究
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おわりに
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