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研究成果の概要（和文）：ヤマブシタケが生産する凝乳酵素を用いて新規なチーズを開発する研究を行った。ヤ
マブシタケの酵素は低温殺菌乳のみならず超高温殺菌乳も凝固した。ヤマブシタケ酵素を用いて作製したカード
の粘弾性は、レンネット由来カードの粘弾性よりも低かった。ホエイ成分分析の結果、ヤマブシタケの酵素はカ
ッパーカゼインの切断に関与しないことが示唆された。国内で分離した８株のヤマブシタケの凝乳酵素には凝乳
活性がみられ、超高温殺菌乳の凝固が５株の酵素に認められた。８株の凝乳酵素由来のチーズは黒コウジカビに
対して抗菌性を示した。よってヤマブシタケが生産する凝乳酵素は新規なチーズ生産に有用であることが分かっ
た。

研究成果の概要（英文）：We developed a new type of cheese unique to Japan using the crude enzyme 
from Hericium erinaceum. The crude enzyme from H. erinaceum could clot not only the low heat milk  
but also the ultra-high temperature milk. The viscoelastic moduli of the curd on the milk 
coagulation process with the crude enzyme from H. erinaceum was lower than that with chymosin. The 
whey analysis revealed that the milk-clotting process by the action of the crude enzyme from H. 
erinaceum might not be dependent on the cleavage of k-casein. The crude enzymes from the 8 strains 
of H. erinaceum isolated in Japan had the milk-clotting activity. The crude enzymes from the 5 
strains coagulated the ultra-high temperature milk. The cheese samples using the crude enzymes from 
the 8 strains showed growth inhibitory activity toward Aspergillus niger. Thus, the crude enzyme 
from H. erinaceum may be useful for the production of a new type of cheese.      

研究分野：応用微生物学

キーワード： ヤマブシタケ　凝乳酵素　チーズ　凝乳活性　抗菌性
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１． 研究開始当初の背景 

チーズ生産において一般的に用いられる

凝乳酵素はカーフレンネットである。しかし、

この酵素を得るための動物愛護問題および

BSE 発症による価格の上昇が問題となってい

る。そこで解決策として Rhizomucor miehei

などのカビから生産される微生物レンネッ

ト、および微生物にレンネット遺伝子を組み

込んで生産させる遺伝子組み換えレンネッ

トが存在する。しかし、Rhizomucor miehei

は食用に適する微生物ではないため、毒性試

験が必要である。また、微生物レンネットは

カード収量が低く、遺伝子組み換えレンネッ

トは安全面で消費者に受け入れられにくい。 

一方、酪農・乳業界では酪農家の減少、生

乳生産量の減少、バターや脱脂粉乳など乳製

品の需給変動、TPP など自由化の流れなどの

中で、「持続可能な農と食」の維持は我が国

の喫緊な課題である。このような状況におい

て現在、ナチュラルチーズは消費期限の限ら

れた外国製品に依存しており、保存安定性に

欠けるのが現状である。このため、国際競争

力のある日本独自の製品化技術と用法が切

望されている。 

食用きのこ由来凝乳酵素は消費者イメージ、

食の安全性および健康面における優位性が期

待できることから、研究代表者は本格的な研

究に着手した。その結果、高い凝乳活性を有

する酵素を生産する食用きのこ株のヤマブシ

タケ NBRC100328 株を初めて見出した（日本食

品科学工学会誌、61、444-447（2014））。    

さらに本酵素は低温殺菌乳からのカードの

生成能が充分に存在することに加えて、超高

温殺菌乳も凝固できる新規な酵素の特徴を示

した。また、本酵素を用いたチーズは乳酸菌

を添加していないにもかかわらず、滑らかで、

かつ保存中においても雑菌繁殖が認められな

いことがわかった。 
 
２．研究の目的 
これまでに食用きのこのヤマブシタケの１

株に凝乳酵素生産能が存在し、きのこの酵素

を用いたチーズには抗菌性がありかつ滑らか

な食感であることがわかったので、新規な日

本独自の製法によるチーズの創製を目標にし

て、以下の点を明らかにする。 

1）ヤマブシタケ株の凝乳酵素生産方法の最適

化、2）きのこ酵素の凝乳過程の解明、3）き

のこチーズの食品物性の解明、4）チーズ抗菌

性の解明 

 
３．研究の方法 
（１）凝乳酵素生産の最適化とチーズ作製 

ヤマブシタケの分譲株および国内で分離

した Hericium 株の菌糸体を、フスマ固体培

地に接種し、25℃、14 日間培養した。培養物

から酵素を抽出した。スキムミルクを基質と

してカード粒子が形成されるまでの時間を

測定して凝乳酵素活性を測定した。 

選抜株を用いたフスマ静置培養における

最適酵素生産条件を決定した。低温殺菌牛乳

または超高温殺菌牛乳に酵素液を添加し凝

固させた。凝固物をカッティングしたのち、

ホエイを排出してカードを作製した。カード

を加塩してから 13℃で一か月間熟成してチ

ーズを作製した。 

（２）カード生成過程における力学的特性の

測定  

 牛乳にヤマブシタケの酵素を加えて凝乳

反応を開始し、カード生成においてカゼイン

ミセル集合体が形成される凝乳過程を、温調

システムを装備したレオメータを用いて動

的粘弾性を測定することにより評価した。さ

ら温度変化に伴う貯蔵弾性率（G’）および

損失弾性率（G”）を測定して、きのこ酵素

で作製したチーズの滑らかさを解析した。 

（３）ホエイ成分の分析 

 カード生成時に生ずるホエイを、逆相高速

液体クロマトグラフィー（RP-HPLC）を用い

て分析し、ホエイ中にグリコマクロペプチド

（GMP）を検出した。 

（４）チーズの抗菌性測定法 



Aspergillus niger

平板培地上の穴にチーズ試料を埋め込み

養後、阻止円サイズを測定し、抗カビ性を評

価した。

 

４．研究成果

（１）凝乳酵素生産方法の検討

 分譲株

ころ、

素生産性に優れていたので、本菌株を

研究を進めることにした。

 酵素生産条件を検討した結果、培養温度

25℃、培地水分含量

最適であった。

（２）カード生成過程における

 低温殺菌乳

を添加した。

た結果、

シン（レンネット）

乳過程を数値化できた。一方、ヤマブシタケ

の凝乳粗酵素の特異的な凝乳は超高温殺菌

乳の凝固において認められた。この結果から

従来のレンネット

素であることがわかった

（３）カードの粘弾性に及ぼす温度の影響

 図１にヤマブシタケ酵素とレンネットを

用いて作製したカードにおける粘弾性の温

度依存性を示した。

付近に

は試料中の乳脂肪球の

象であった。

来のカード

小さく、酵素によって

らかとなった。

 図２にきのこ酵素由来カードとキモシン

由来カードの

依存性を示した。

ンの試料はきのこ酵素の試料よりも

が小さく、

が明らかであった。この結果から、きのこ酵

Aspergillus niger

平板培地上の穴にチーズ試料を埋め込み

養後、阻止円サイズを測定し、抗カビ性を評

価した。 

４．研究成果 
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酵素生産条件を検討した結果、培養温度
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を添加した。乳の粘弾性の時間経過を測定し

た結果、急激な粘弾性の上昇が起こり

（レンネット）

程を数値化できた。一方、ヤマブシタケ

の凝乳粗酵素の特異的な凝乳は超高温殺菌

乳の凝固において認められた。この結果から

従来のレンネット

あることがわかった

（３）カードの粘弾性に及ぼす温度の影響

図１にヤマブシタケ酵素とレンネットを

用いて作製したカードにおける粘弾性の温

度依存性を示した。

付近においてすべての試料に

は試料中の乳脂肪球の

象であった。弾性率の大きさは、
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らかとなった。 

図２にきのこ酵素由来カードとキモシン

由来カードの tan 
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（１）凝乳酵素生産方法の検討

株について酵素活性を測定したと

ヤマブシタケ MAFF435060

素生産性に優れていたので、本菌株を

研究を進めることにした。 

酵素生産条件を検討した結果、培養温度
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（２）カード生成過程における

にヤマブシタケの凝乳粗酵素

乳の粘弾性の時間経過を測定し

急激な粘弾性の上昇が起こり

（レンネット）における凝乳と同様に凝

程を数値化できた。一方、ヤマブシタケ

の凝乳粗酵素の特異的な凝乳は超高温殺菌

乳の凝固において認められた。この結果から

従来のレンネットとは異なる

あることがわかった。 

（３）カードの粘弾性に及ぼす温度の影響

図１にヤマブシタケ酵素とレンネットを

用いて作製したカードにおける粘弾性の温

度依存性を示した。弾性率曲線の変化が

おいてすべての試料に

は試料中の乳脂肪球の固体化に起因する現

弾性率の大きさは、

よりもきのこ酵素由来カード

小さく、酵素によって大きく異なることが明
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とは異なる新規な凝乳酵
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がピーク１（12.9min

）に検出された。キモシンにおけ

る凝乳反応ではホエイ中に

図３ｂ)が、ヤマブシタケ酵素

による反応では検出されなかった
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この結果から、

の作用によって生成せず、カゼイン内に残っ

ていると考えられた。よって、きのこ酵素は

κ-カゼインを分解せずに凝乳することが明

らかとなった。

 以上のことから、新しい凝乳過程の推定お

よび超高温殺菌乳を用いた新しいチーズの

生産への応用が期待できた。

（５）分離株の同定

 国内で採取

領域の分析結果を表１に示した。全て

Hericium

07, 08,

H.erinaceu

ヤマブシタケと確認した。

H.abietis

sp.であった。

（６）粗酵素の凝乳活性と超高温殺菌乳凝固
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 分離

示した。

が存在し
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には存在しなかった。よって超高温殺菌乳の
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の作用によって生成せず、カゼイン内に残っ
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らかとなった。 
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