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【はじ めに】清酒はわが 国、固有の酒であり 、古来中国より稲作とともに伝わった文化とされており、米を主

原 料と し て麹 菌の 酵 素に よる 米 デン プン の 糖化と清酒酵 母による発酵とが 1つの系で 並行して進行する 並

行 発酵 法 によ り製 造 され る。 清 酒酵 母は 清 酒製 造条 件 下で 良く 生 育し良質の清酒を 造る適性を持った 酵

母とし て選択された―群 であり、ビール酵母 、ワイン酵母、焼 酎酵母、パン酵母 などと共に分類学的には、

いずれ もSacc′餅D田′c館c卵広加 に属することが知 られている。

  近年 、 華や かな 香 りを 特徴 の ―っ とす る 清酒 の― 種 であ る吟 醸 酒が高付加価値商 品として脚光をあ び

るよう になり、香気に特 徴を持った製品も多 様化を目的に種々 開発されている。 また、味においても清涼感

を付与 するりンゴ酸を多 く含む清酒など、有 機酸組成に変化を 加えた製品も種々 開発されている。このよう

に 消 費 者 の 嗜好 に 応じ た清 酒 を提 供す る ため に、 清 酒酵 母の 生 理的 機能 を 微生 物学 的 手法 或い は 分子

生 物学 的 手法 を用 い るこ とに よ り解 明し つ つ、 清酒 酵 母自 身の 持 つ性質に改良を加 える育種が、現在 盛

ん に行 わ れて いる 。 本研 究は 、 上記 目的 に おい て遂 行 され たも の であり、以下に研 究成果を要約する 。

第1章吟醸香を高 生成する清酒酵母 の育種

1． 清酒 中の 吟 醸香 成分 の ーつ であ る 酢酸 イソ アミルを高生成する 株を協会701号（K1701）の変異株か ら

分離し た。酢酸イソアミ ルを合成するアルコ ールアセチルトラ ンスフェラ―ゼは 不飽和脂肪酸により阻害さ

れ る。 ま た、 イミ ダ ゾール系 抗菌剤はエルゴス テロール合成を阻害 し、細胞膜の不飽 和脂肪酸に直接作 用

するこ とにより細胞内の 飽和脂肪酸の比率を 低下させる。本研 究では、これらの 性質を利用してイミダゾ―

ル系抗 真菌剤であるエコ ナゾールに耐性を示 す変異株の中から 酢酸イソアミルを親株より114～2．，4倍高生

成する 株を分離した。単 離したエコナゾール 耐性変異株のアル コ―ルアセチルト ランスフウラーゼ活性は親

株 より 高 くな って い た。更に 、同変異株の細胞 中の脂肪酸組成分析 を行った結果、親 株と比較し不飽和 脂

肪 醸の 割 合が 減少 し ていた。 これらの結果から アルコールアセチル トランスフウラー ゼ活性は不飽和脂 肪

酸 が 減 少 す る こ と に よ り 上 昇 し 、 そ の た め 酢 酸 イ ソ ア ミ ル が 高 生 成 さ れ た こ と が 示 唆 さ れ た 。

2． 清酒 中の 吟 醸香 成分 の カプ ロン 酸 エチ ルを 増 加さ せる た め、 b701の アシ ルCOAシン テタ― ゼの1っ を

コ ―ド す る同 月′ 遺 伝子 を破 壊 した 。S． c鮒ぬ 加に は 少な くと も 5っのア シルCOAシ ンテタ―ゼが存在 し

各 々 夙 4′ ～ 鰯45にコ ― ドさ れて い る。 その う ちの ―つ で ある 朋4′ 遺伝 子 は同 44遺 伝 子と 共に 細 胞内

の ミリストイルCOA及びパルミ トイルCOAの99％を合成する 重要な遺伝子であ る。朋4′ 遺伝子破壊株（K701

△ ba1） のYPD培地 に おけ る増 殖 速度 はセ ル レニン、ミリ スチン酸又はオレ イン酸の存在下K1701と比較 し
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て低下したことからアシルCoAシンテタ―ゼ活性の低下が示唆された。FAA1遺伝子破壊株を用いて60%

精白米の清酒小仕込試験を行い、FAA1遺伝子の清酒中カプロン酸エチル生成への影響を調べた。その

結果、FAA1遺伝子破壊株のカプロン酸エチル生成量はK-701の1.6倍に増加した。この結果よりFAA1遺

伝子がカプロン酸エチル生成に関わっていることを明らかにした。

第2章清酒酵母の有機酸生成経路の解明

1．清酒には約40種類もの有機酸が含まれており、その中でも乳酸、リンゴ酸、コハク酸の3種類で全有機

酸の80％を占める。乳酸は添加或いは乳酸菌由来であり、リンゴ酸及びコハク酸のほとんどは清酒酵母

により発酵期間中に生成する。清酒発酵時の中期以降においては嫌気的状態になるため、リンゴ酸およ

びコハク酸は細胞質に局在する酵素群によりTCA回路の逆反応（還元的方向）で主に生成すると考えられ

ていた。しかしながら、発酵初期の好気条件におけるピルビン酸からクエン酸、イソクエン醸を経てば―ケト

グルタル酸に至るTCA回路の酸化的方向での有機酸生成については、今迄あまり知見がなかった。そこ

で、この有機酸生成経路を調べることを目的として清酒酵母のNAD特異的イソクエン酸デヒドロゲナーゼ

ODH)を破壊しその影響を調べた。オ―レオバシジン闘．lオ性遺伝子(AURl-・C）をマ―カ―としてK一701から作

製した―倍体株（a型： a10ぱ型：d41）のIDH1遺伝子又はIDH2遺伝子を破壊した。得られた株はIDH活

性を消失し、グリセロ―ルを炭素源とする培地では生育しなかった。清酒小仕込試験を行った結果、親株と

比較しクエン酸、リンゴ酸、酢酸が増加し、コハク酸は約半分に減少した。また、lDH遺伝子破壊株のコハク

酸生成は発酵初期に大幅に減少していた。このことから醪中では、コハク酸の約半分は発酵初期にTCA

回路の酸化的方向で生成されることが明らかとなった。

2．ミトコンドリアのTCA回路の酸化的方向において有機酸が生成されていることを更に確認するためにイ

ソクエン酸デヒドロゲナーゼの次に働くd一ケトグルタル酸デヒドロゲナ―ゼ複合体（ぱウートグルタル酸から

サクシニルCoAを触媒）を構成する酵素遺伝子の1つである´mD′遺伝子の破壊を行った。作製した遺伝

子破壊株を用いて清酒小仕込試験を行なった結果、´旧D′遺伝子を破壊することにより酸度は減少しコハ

ク酸は約半分に減少した。これらの結果から、コハク酸の約半分近くは発酵初期においてミトコンドリアに局

在 す る 酵 素 に よ り Tく ニ A回 路 の 酸 化 的 方 向 で 生 成す るこ とが より 明瞭 にな った 。．

第3章有機酸生成の変化した清酒酵母の育種

  マルト―ス低資化性変異株からりンゴ酸高生産株を分離した。K-701をエチルメタンスルホン酸で変異処

理後、ナイスタチン濃縮を行い、レプリカ法によルマルト―ス低資化性株を分離した。取得した42株を麹汁

培養試験に供した結果、ほとんどの株が親株と比較してりンゴ酸を高生成した。清酒小仕込試験の結果、

これら変異株のうち数株は親株と比較して 2.3～ 6.7倍のりンゴ酸を生成し、酸度は1.5～2．1倍を示した。し

かしながらこれら変異株は清酒酵母において既存のりンゴ酸高生成株の取得方法であるシク口ヘキシミド

耐性、ジメチルコハク酸感受性といった表現型を示さなかった。取得株の中で最もりンゴ酸を高生成した変

異株（M20)のMDH遺伝子、FUM1遺伝子の発現量をノーザン解析にて調べた。清酒醸造中におけるM20

のFUM1遺伝子の転写レベルは低く、親株のK―701とほとんど同じであった。しかしながらM20の4日目、

8日目におけるMDH2遺伝子の転写レベルはK-701より高かった。
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吟醸香または有機酸生成の変化した

清酒酵母の育種に関する研究

  清酒はわが国、米を主原料として麹菌の酵素による米デンプンの糖化と清酒酵母による

発酵とが1つの系で並行して進行する並行発酵法により製造される。本研究は清酒酵母自

身の持つ性質に改良を加える育種を最終目的として，清酒酵母の生理的機能を微生物学的

手法或いは分子生物学的手法を用いることにより解明し，新規酸化的経路を明らかにし

た。

1．吟醸香を高生成する清酒酵母の育種ー酢酸イソアミル，カプロン酸エチル高生成清酒

    酵母の育種ー

  酵母において酢酸イソアミルを合成する主体となっている酵素はアルコールアセチルト

ランスフェラーゼ(AAI．ase）である。AATaseはイソアミルアルコールとアセチル（X）Aを基質

として酢酸イソアミルを生成する膜結合型の酵素でありる。本研究ではイミダゾール系の

抗菌剤の1つであるエコナゾールに着目し，イミダゾール系抗菌剤に耐性を示す株の中か

ら細胞中の飽和脂肪酸に対する不飽和脂肪酸の割合が低下した株の取得し，酢酸イソアミ

ルを高生成する株の選択を試みたところ，酢酸イソアミルを1．4～2．4倍高生成する株を4株

（E18，E27，E37，E43）分離できた。更にこれらを解析し，取得した変異株4株は不飽和脂肪

酸の割合の減少が原因でAATase活性が高くなり、そのため発酵中の酢酸イソアミル濃度が

高くなったことが示唆された。

  次に同様な手法で，カプロン酸エチル高生成清酒酵母の育種を目的として，カプロン酸

工チル精製経路中のE4A竚貴伝子を破壊しカプロン酸エチルへの影響を調ぺた。その結果，

K．701のF44ヱ遺伝子破壊株はEむlj遺伝子破壊株のカプロン酸工チル生成量はK．701の1．6倍

に増加することを明らかとした。
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2．清酒酵母の有機酸生成経路の解明

  清酒には約40種類もの有機酸が含まれており、その中でも乳酸、リンゴ酸、コハク酸の3

種類で全有機酸の80％を占める。乳酸、ルンゴ酸及びコハク酸のほとんどはTCA回路の逆

反応（還元的方向）で主に生成すると考えられていたが、発酵初期の好気条件におけるピ

ルピン酸からクエン酸、イソクエン酸を経てa-ケトグルタル酸に至るTCA回路の酸化的方

向での有機酸生成については、今迄あまり知見がなかった。本研究では、清酒酵母のミト

コンドリアに局在するTCA回路中の酵素遺伝子の破壊を行い、その遺伝子破壊株の清酒発

酵期間中での有機酸生成変化を分析して酸化的方向での有機酸生成機構を明らかにした。

  まず，イソクエン酸デヒドロゲナーゼ遺伝子(IDH1丶IDH2)破壊を作成し，清酒小仕込

試験（総米200g)を行ったところ，DH1またはIDH2遺伝子のどちらか片方の遺伝子を破壊

するとIDHの酵素活性は消失し，てクエン酸（イソクエン酸を含む）とりンゴ酸が増加し、

コハク酸は約半分に減少した。以上から，発酵初期においては、コハク酸の約半分は主に

発酵初期において酸化的方向で生成することが明らかとなった。

  更にTCA回路の酸化的方向において有機酸が生成されていることを更に確認するため

に、イソクエン酸デヒドロゲナーゼの次に働くa-ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ複合体

（a-ケトグルタル酸からサクシニルCoAを触媒）を構成する酵素遺伝子の1つであるKGD1

遺伝子の破壊を行い、その遺伝子破壊株の有機酸生成を検討した結果，コハク酸の約半分

近 く は 発 酵 初 期 に お い て 酸 化 的 方 向 で 生 成す る こ とが 明 らか と な った 。

3．有機酸生成の変化した清酒酵母の育種

  有機酸生成の変化した清酒酵母の糖資化性が変化していることに着目し、マルトース低

資化性株から有機酸生成の変化した清酒酵母を分離することを目的とし，上記の方法と同

様にマルトース低資化性株を分離し解析した，その結果，MDH2がM20のりンゴ酸高生成に

深く関わっていることが示唆された。

  以上の結果は遺伝子改変法による清酒酵母の改変とその解析は，新規代謝経路を明らか

にしたぱかりでなく，安くておいしい酒の製造に応用可能であることから，学位論文にふ

さわしく，薬学博士とし浅野忠男を推薦するものである。
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