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固定化麹菌Aspergillus oryzaeによる溶液中の

アクリルアミド低減技術の開発
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Developed technique for reducing acrylamide in liquid solution 
by immobilized Aspergillus oryzae — Note —
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Acrylamide (AA), a probable human carcinogen, is formed during the cooking of many commonly

consumed foods and drinks. Accordingly, AA concentration reduction is an important issue for human

health. In this study, methods of decreasing AA concentration by Aspergillus oryzae spores entrapped in

alginate were investigated. Immobilization of A. oryzae spores by culture in yeast potato dextrose medium

decreased AA concentration in roasted green tea batch culture and bioreactor under aerobic conditions.

On the other hand, AA-degrading amidase was found in A. oryzae mycelia cultured using AA as the only

carbon source in minimal medium. Compared with AA-added potato dextrose medium, this modified

minimal medium showed a slight decrease in AA concentration in roasted green tea bioreactor.
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アクリルアミド（以下，AAと記す）は，主にポリアク

リルアミドの製造原料となる化合物であるが，遺伝毒

性および発がん性が報告され 1–3)，国際がん研究機関は

AAを「ヒトに対して恐らく発がん性がある物質（2A）」

に分類している 4)．この AA が 2002 年に The Swedish

National Food Administrationとストックホルム大学に

よって，炭水化物を含む食品を高温で加工・調理した食

品（ポテトチップス，フライドポテト，ビスケットなど）

に含まれることが報告された 5)．2005年には食品汚染物

質のリスク評価を行う国連食糧農業機関（FAO）と世界

保健機関（WHO）合同専門家会議は，食品から摂取す

るAAの健康への影響を否定できないため，食品中のAA

濃度を低減するための取り組みを継続するように勧告し

ている 6)．2006年には EU食品飲料業連合が低減化のガ

イドラインを，2009年7月には食品規格作成を行う国際

機関であるCodex委員会がじゃが芋加工品と穀類加工品

を対象とした食品中の AA低減のための実施規範を公表

した．しかし，それらの方法によってすべての食品で十

分な AA低減を実現することは困難である．また，設備

追加，高価な酵素 7)および抗酸化剤などの使用は低価格

食品では実用困難である．日本では食品中の基準値が設

定されていないために，緊急性はないが，低減困難な食

品などに利用できる安全で安価な AA低減化方法が開発

されることで，食品製造事業者はその利用性を検討する

ことができる．

一方，AAを分解する土壌細菌は報告されている8–11)が，

それらの微生物は食品製造には使用できない．きわめて

安全性が高く，食品製造や酵素製造に使用されている微
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生物から AA分解性能を示す微生物を見つけ，その基礎

的知見を得ることができれば，新たな AA低減化方法の

開発を進めることができる．著者らは，これまでにきわ

めて安全性が高く「国菌」とも言われる麹菌 Aspergillus

oryzaeがAA分解性能を示すことを報告した12)．また，コー

ヒーよりも AAを高含有するほうじ茶 13)を食品モデルと

して，AA低減化を検討したところ，AAを30-40 ng/ml含

有するほうじ茶浸出液および AAを 200 µg/ml 添加した

ほうじ茶浸出液で AA低減が可能であり，外観および香

りの変化は許容範囲内であることを確認している 14,15)．

AA分解生成物としては，アクリル酸が一時的に増加し，

その後は減少することを確認している12)．また，AAより

も遺伝毒性および発がん性の高いグリシドアミドは検出

されなかった 12)．アクリル酸は安全性を評価するための

十分なデータがないため，食品中に蓄積されることは避

けるべきである．菌体抽出液を用いるとアクリル酸の分

解は進まず，蓄積されることから，AA低減化方法の研究

には菌体を利用した．しかし，菌体を用いることは，処

理時間が長くなることで味への影響が懸念されることか

ら，微生物発酵が進まない短時間で AA分解処理をする

ことが重要になる．また，処理後の菌体を食品から分離

する必要もある．よって，バッチ式ではなく連続式処理

を可能にするリアクター式での利用がより実現性がある

と考えられた．また，前報14) のバッチ式処理では非常に

多くの菌体を使用したために，短時間で AA分解が進ん

だが，少ない菌体量で処理できる方法が望ましい．麹菌

のバイオリアクターでは，有機酸の製造，食品排水処理

の報告はあるが，それらはエアリフト型であり 16,17)，ま

た，固定化法ではヘチマ繊維体18)やセルロース担体を利

用している．ゲル包括法により固定化した菌体を利用し

たリアクターによる有害物質の分解・低減，あるいは有

用物質の生産を明らかにした報告は少ない．

よって，本研究では，アルギン酸カルシウムで包括固定

化したA. oryzae分生子をバッチ式およびリアクター式で

使用し，ほうじ茶浸出液中のAA分解低減処理を検討した．

また，菌体のAA分解性能にamidase活性が関係している

ことを明らかにし，固定化菌体をamidaseが誘導されやす

い培地で培養し，AA分解処理時間の短縮化を検討した．

ドイツでは，加工食品13品目について実態調査結果か

らその 90パーセンタイル値（上限 1.00 µg/g）を各々の

低減目標値に設定している．13品目にほうじ茶は含まれ

ていないため，水上らの報告13)を基に90パーセンタイル

値を算出した結果，17.1 ng/mlであったので，この値を

低減目標濃度とした．高濃度品は41.2 ng/mlであること

から，低減目標濃度以下のほうじ茶浸出液を製造可能に

するためにはAA低減割合が60％以上であればよい．よっ

て，本研究ではAA低減目標割合を 60％と設定した．実

際のほうじ茶に含まれる低濃度の AA の測定には gas-

chromatography-mass spectrometryが用いられるが，試

料検体の前処理には，AAを固相抽出後，さらに誘導体化

を行わなければならないため13)煩雑である．一方，1 µg/

ml 以上の濃度であれば high-performance liquid chro-

matography（HPLC）によってAA低減効果が検討可能

である．著者はこれまでの研究14,15)によって，約40 ng/ml

から 200 µg/mlの範囲では低減傾向は大きく変わらない

ことを知り得ている．よって，本研究では，モデル飲料

としてAA約 10 µg/ml添加したほうじ茶浸出液を使用す

ることで実験の迅速化を計り，AA分解処理方法の開発を

行った．

供試菌株には，A. oryzae KBN1010株（ビオック社保

有；AA高分解株），A. oryzae No.100株（樋口松之助商店

保有；AA高分解株），A. oryzae M-01株（樋口松之助商店

保有；AA低分解株）を使用した．

試薬は，AAは東京化成社製，その他は和光純薬工業社

製を使用した．培地は，Difco社製 potato dextrose agar

培地（PDA培地，組成：ポテトエキス 0.4％，グルコー

ス2％，寒天1.5％，いずれもw/v），yeast peptone dextrose

培地（YPD培地，組成：酵母エキス1％，ペプトン2％，

デキストロース2％，いずれもw/v）を使用した．各培地の

調製法は次の通りである．PDA培地は，PDA培地39.0 g

を蒸留水 1 lに溶解して作製した．YPD培地は，YPD培

地 50.0 gを蒸留水 1 lに溶解して作製した．Czapek-Dox

培地（CD培地）は，Sucrose 30.0 g，NaNO3 3.0 g，MgSO4・

7H2O 0.50 g，KCl 0.50 g，K2HPO4 0.10 g，FeSO4・7H2O

0.01 gを蒸留水に1 lに溶解し，pHを0.1N-NaOHで調整

して作製した．すべての培地は常法に従い，121°C15分

間オートクレーブ殺菌して使用した．なお，AA添加は水

溶液を作製し0.22 µmフィルターでろ過滅菌した後，各

培地に添加した．ほうじ茶は，2008年に石川県内のスー

パーで購入し，ティパック2袋（茶葉15 g）に沸騰したお

湯1 lを加え，室温程度になるまで放置して浸出液を得た．

分生子の固定化は，アルギン酸カルシウムによる包括

法で行った．各菌株をPDA培地に植菌し，30°Cで7日間

静置培養後，0.01％-Triton X-100含有滅菌水を加えて分

生子を分散させ，分生子懸濁液を作製した．分生子密度

をトーマの血球計算盤で検鏡し，滅菌水で1×107 spores/

mlになるように希釈し，この分生子懸濁液1 mlを滅菌済

みの2.0％（w/v）アルギン酸ナトリウム水溶液9 mlとよ

く混合した．混合液を滅菌済みの0.5％（w/v）塩化カル

シウム水溶液に滴下し，30分間冷蔵保存後，目開き約 1

mm2のビニール製網でゲルビーズ（直径約2–4 mm）を

回収した．

菌体抽出液は，菌体を液体窒素で凍結させ，乳鉢でよ

くすり潰し，菌体湿重量の2倍量の0.1M-Mcllvaine緩衝
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液（pH 7.0）を加えてよく撹拌して，氷上で 30分放置

後，遠心して上清を使用した．

Amidase活性測定は，菌体抽出液0.4 mlにAA 2000 µg/

ml含有0.1M-Mcllvaine 緩衝液（pH7.0）0.4 mlを加え，

30°Cで30分間反応後，0.5N-HCl 0.2 mlを添加して，反

応を停止させた．この反応液を0.45 µmメンブレンフィル

ターでろ過し，生成したアクリル酸量をHPLCで定量した．

比活性はタンパク質1 mgあたり1分間に生成したアクリ

ル酸量で表した．タンパク質濃度の定量はバイオラッド

社製Bradford法（プロテインアッセイ）を用いて行った．

AAおよびアクリル酸の定量はHPLCを用いた．HPLC

は島津製作所社製 LC-2010AHT HPLCシステム，カラ

ムは資生堂社製 CAPCELL PAK C8（type SG120, 5 µm,

4.6 mmI.D.×25　0 mm），移動層は0.1％（w/v）リン酸

水溶液，測定条件はカラム温度：40°C，検出波長：200

nm，送液速度：1 ml/minで行った．

バイオリアクターは，内径12.9 mmのポリエチレン製

反応器にゲルビーズ 10.0 g（湿重量）を充填し，上部に

液循環用のテフロンチューブとエアレーション用の除菌

フィルター付テフロンチューブを取り付けたシリコン栓

を付け，下部には液循環用のテフロンチューブを接続し

て作製した．

はじめに，固定化分生子の AA分解性能を明らかにす

るため，固定化分生子を栄養培地で培養した後，フラス

コ培養によるバッチ式で AA分解試験を行った．具体的

には，A. oryzae KBN1010株，No. 100株，およびM-01

株分生子を含むゲルビーズ10.0 g（湿重量，分生子1×106

spores含有）を，YPD培地で 30°C，3日間振盪培養後，

吸引ろ過により回収し，ゲルビーズの10倍量の滅菌水で

洗浄した．このゲルビーズを 100 ml振盪フラスコに入

れ，AA添加ほうじ茶浸出液30 ml（AA添加濃度8-12 µg/

ml）を加えて30°Cで振盪（100 rpm）し，1，2，3日後

にAA濃度を測定した．その結果，AA濃度は2日後まで

はすべての菌株でわずかな低下であったが，3日後には

A. oryzae KBN1010株，No. 100株の2株はそれぞれ4 µg/

ml，2 µg/mlまで低下した（Fig. 1）．A. oryzae KBN1010

株でAA濃度の低下がみられなかったことから，ゲルビー

スに吸着によるAA濃度の低下はないことが確認された．

一方，栄養培地で培養した A. oryzae KBN1010株，No.

100株の2株は，3日後にAA濃度の低下を示した．2日後

まではAA分解が低下せず，3日後には急激に低下がみら

れた原因として，菌体内もしくはゲルビーズ内に存在し

たYPD培地成分が 2日以内に枯渇したことで，A. oryzae

はAAを炭素源もしくは窒素源として利用するためにAA

分解酵素を産生し，AA分解が進んだと推測された．一

方，前報12) では，AA添加ほうじ茶浸出液30 mlにA. oryzae

No. 100株の分生子を3.0×107 spores加えることで，約1

日でAA濃度は低減目標に達したが，本報の分生子量（30

分の1）であっても，固定化後にYPD培地で培養するこ

とで菌糸が増殖し，3日以内に低減目標に達したと推測

された．しかし，一般に麹菌などの糸状菌はゲルビーズ

中ではその表面のみで増殖して，固定化深部では増殖し

にくいことから，さらに菌糸の増殖向上を図る検討が必

要であると考えられた．

次に，栄養培地で培養した固定化分生子（ゲルビーズ）

を利用してリアクター式での AA分解試験を行った．使

用したバイオリアクターの概要を Fig. 2に示した．バッ

チ式同様に YPD培地で培養したゲルビーズをバイオリ

アクター反応器に充填し，AA添加ほうじ茶浸出液80 ml

（AA添加濃度約9 µg/ml）を流量150 ml/hで循環させ，1，

2，3日後にAA濃度を測定した．エアレーション量は15

ml/minで行った．その結果，エアレーションを行わな

Fig. 1. Acrylamide concentration decrease by immobilized A.

oryzae spores in batch-type culture. A. oryzae KBN1010 ( ),
A. oryzae No. 100 ( ), A. oryzae M-01 ( ).

▲

● ◆

Fig. 2. Schematic view of bioreactor. R, reactor vessel; SB, test
solution stock base; B, gel beads; SP, silicon plug; AI, air in;
AE, air exit; RGT, roasted green tea infusion; P, internal
pump; SF, sterilization filter.
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かった場合は，3菌株ともAA濃度の低下はわずかであっ

た．一方，エアレーションを行うと，3菌株ともにAA濃

度の低下がみられ，A. oryzae No. 100株では，1日後に約

7 µg/ml，2日後には約2 µg/mlまで低下した（Fig. 3）．以

上の結果から，固定化分生子を栄養培地で培養した後，

バイオリアクターに充填し，エアレーションを行うこと

で好気条件を保つことによって AAの分解処理が可能で

あることが明らかになり，バッチ式と比べて AA分解時

間の短縮がみられた．しかし，最も AA分解が進んだ A.

oryzae No. 100株であっても低減目標に達するためには2

日近くを要するため，さらに AA分解時間短縮を検討す

る必要がある．

次に，前報 15)では AAを唯一の炭素源として添加した

最少液体培地で菌糸体を培養することによって AA分解

能の顕著な向上がみられたことから，菌糸体抽出液の

amidase活性を測定し，AA分解性能との関連性を調査し

た．すなわち，A. oryzae KBN1010株，No. 100株，およ

びM-01株の 3株の分生子を YPD培地 30 ml に 1×106

spores/ml 植菌し，30°C，2日間振盪培養（120 rpm）し，

生育した菌糸体を回収した．この菌糸体を，さらに CD

培地あるいはAA 200 µg/ml添加改変CD培地（Sucrose 0

％，NaNO3 0％，以下誘導培地と記す）で30°C，2日間

振盪培養（120 rpm）した．各菌糸体から抽出液を調製

し，amidase活性を測定した．その結果，CD培地で培養

した菌糸体抽出液ではアクリル酸は検出されなかった

（data not shown）．一方，誘導培地で培養した菌糸体抽出

液では，A. oryzae M-01株のアクリル酸産生は低値であっ

たが（比活性0.12 nmol/min/mg），A. oryzae KBN1010株，

No. 100株の2株のアクリル酸産生は高値であり，その比

活性は，それぞれ 21.42，29.72 nmol/min/mgであった

（Table 1）．以上の結果から，A. oryzae菌糸体を AAを唯

一の炭素源とする最少液体培地で培養することで，AA分

解を示す amidaseが産生することを初めて確認した．菌

糸体抽出液が amidase活性を示したことから，A. oryzae

の amidaseは菌体内あるいは膜結合酵素であることが示

唆された．しかし，菌株によって amidase活性に差異が

みられたことは今後検討が必要である．

次に，AA分解時間短縮のため，誘導培地で培養した固

定化分生子を用いてバイオリアクターで AA分解試験を

行った．A. oryzae No. 100 株のゲルビーズ 10.0 g（湿重

量，分生子1×106 spores含有）をYPD培地で3日間培養

後，さらに誘導培地で 2日間培養した．このゲルビーズ

をバイオリアクター反応器に充填し，AA添加ほうじ茶浸

出液80 mlまたはAA水溶液80 ml（添加濃度約10 µg/ml）

を循環し，循環開始直後および24時間後のAA濃度を測

定した．比較のため，AA添加YPD培地を用いて同様に

試験を行った．その結果，24時間後のAA分解率は，AA

添加YPD培地で培養したゲルビーズでは，ほうじ茶浸出

液および AA水溶液で，それぞれ 16.9％，15.5％であっ

た．一方，誘導培地で培養したゲルビーズの AA分解率

は，ほうじ茶浸出液および AA水溶液で，それぞれ 45.3

％，50.1％であった（Table 2）．以上の結果から，誘導

培地によって amidase産生が促進されたことでバイオリ

アクターでも AA 分解性能が向上することが明らかに

なった．しかし，24時間以上の処理では顕著ではないが

微生物発酵が進むため，さらに短時間処理の必要がある．

酵素を利用することでより短時間で AAを低減できると

考えられるが，アクリル酸の蓄積が懸念される．著者ら

はこれまでの研究 12,14,15)で，分生子および菌糸体がアク

リル酸も分解することを確認しているので，AA分解処理

には酵素を使用するよりも菌体利用が適していると考

え，菌体利用法を検討した．

本研究によってアルギン酸カルシウムによって包括固

定化することで AA低減が可能であったことから，固定

化菌体を利用できる可能性が確認された．しかし，さら

に AA低減処理時間を短縮し，食品の風味変化を最小限

に抑えることが重要であると考えられた．Escherichia coli

Fig. 3. Aeration effect on acrylamide degradation in bioreactor
by immobilized A. oryzae spores. A. oryzae KBN1010 ( , non
aeration; , aeration), A. oryzae No. 100 ( , non aeration;

, aeration), A. oryzae M-01 ( , non aeration; , aeration).

▲

△ ●

○ ◆ ◇

Table 1. Amidase activity of A. oryzae.

Strain
Protein 
(mg/ml)

Acrylic acid 
(µg/ml)

Amidase activity 
(nmol/min/mg)

KBN1010 2.5 289.6 21.42

No.100 2.3 369.6 29.72

M-01 1.6 1.0 0.12

Modified Czapek-Dox medium (sucrose- and NaNO3-deficient,
AA200 µg/ml, pH 7.5) at 48 h.
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では固定化によって amidase産生最大時間の短縮が報告

され 10)，Rhodococcus sp.ではアルギン酸で包括した菌体

をAA含有HEPES緩衝液中で冷蔵保存することで，AA分

解性能が著明に向上することが報告されている 11)．これ

らの方向からも固定化菌体の利用は AA分解性能の誘導

促進に有益であることが推測された．よって，現在，固

定化菌体のAA分解性能を向上させる最適誘導条件検討，

固定化方法，担体強度およびリアクターの種類を検討し

ている．また，amidase高生産株の育種も検討している

ので，今後，より現実的な処理方法を提案していきたい．

要　　　約

アクリルアミド（以下，AA）は食品を加熱することで

生じる遺伝毒性および発がん性が懸念される有害化学物

質のひとつであり，食の安全性確保のため，低減方法が

研究されている．本研究では，麹菌A. oryzaeによるAA低

減処理方法の開発を目的に，アルギン酸カルシウムで包

括固定化したA. oryzae分生子によるAA低減が，バッチ式

および循環式で可能かを調査した．また，A. oryzaeがAA

低減を顕著に示す条件下で amidase活性を測定し，同条

件で固定化分生子を培養し，循環式によって AA低減時

間が短縮可能か検討した．その結果，栄養培地で培養し

た固定化分生子は，バッチ式でAA濃度の低下を示した．

また，循環式ではエアレーションなしでは AA濃度の低

下はわずかであったが，エアレーションを行うことでAA

濃度の低下がみられ，A. oryzae No. 100株では約1.5日で

AA濃度を60％低減可能であった．また，A. oryzae菌糸体

を唯一の炭素源として AAを添加した最少液体培地で培

養することで，AAを分解するamidaseの誘導を初めて確

認した．さらに，同条件で培養した固定化分生子は，循

環式でAA低減時間の短縮がみられた．しかし，AA低減

時間短縮は更なる検討が必要である．
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Table 2. Effect of decreased acrylamide concentration in the culture medium used for induced cultivation.

Medium Sample
AA concentrations (µg/ml) Degradation rate 

of acrylamide (%)0 h 24 h

AA-added YPD
AA solution 14.4 ± 1.2 12.2 ± 4.4 15.5 

Roasted green tea infusion 23.8 ± 1.0 19.8 ± 5.9 16.9 

AA-added CD
AA solution 12.6 ± 1.4 6.2 ± 2.7 50.1 

Roasted green tea infusion 11.9 ± 1.2 6.4 ± 2.7 45.3 

Modified Czapek-Dox medium (sucrose- and NaNO3-deficient AA, 200 µg/ml, pH 7.5) at 48 h. The results were
obtained from three independent replicates. The data points represent means and standard deviations.




