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出芽酵母 に お ける分 裂寿命 は 一
つ の 細胞が 死 ぬ まで に出 芽す る回 数 を数 え る こ

と に よ り、経 時寿 命は細胞 が 増殖 を停止 した 状 態 で 生 存で き る期 間 を計 る こ と

に よ り決 め ら れ る 。こ れ まで に 、ビール 酵母の 分裂寿命は 実験 室 酵母 よ りも短

い こ と、ワ イ ン酵 母の 経時寿 命は 実験 室酵母 と同 じで あ り、カ ロ リー制限 に よ

り寿命が延長 する こ とが報 告 され た 。本研 究で は 、代表的 な清酒酵母の 分裂寿

命 と経時寿命 を測 定 した。また 、これ らの 清酒酵母の 代謝 と寿命の 関係 につ い

て 検討 した。清酒酵母 き ょうかい 7号 （K7）株、9号 〔K9 ）株、10号 （KIO ）株

お よび K7株 由来の 泡 な し酵母701号 （K70D 株に つ い て 寿命 を測定 した 。分裂

寿命は YPD （2％ グル コ
ー

ス ）培 地で の 出芽回数か ら、経時寿命 はSD （2％グル

コ
ー

ス ）培 地中で の 生存率か ら評価 した。K7 株、　K701 株 および KIO 株 の 分裂

寿命は、実験室酵母 X2180株 の 平均 29．7世代 とほ ぼ 同 じで あ っ た 。しか し、　 K9

株の 分裂寿命 （平 均25，8世代）は 清酒酵母の 中で は顕著 に短 か っ た。一方、経

時寿命 に 関 して 、K7 株 と KIO 株 の 細胞生存率 は、　 X2 且80 株 と 同様 に、10 日目ま

で 緩や か に減 少 した が 、K9 株 と K701 株の 細胞生 存率 は 6 日目か ら急激 に下 落 し

た 。プ ロ ト ン核磁 気 共鳴法に よ り測定 し た代謝プ ロ フ ァ イ ル につ い て 判別分析

を行 うと 、K9 株の ク ラス ターが 他の 株の ク ラ ス タ ーか ら 分離 した。以 上 の結果

か ら、K9 株の 短寿命 は K9 株 に特 有の細 胞内代謝 と関連する こ とが 示唆 され た 。

【背景 ・目的 】
食糧 資源 と競合 し な い 木質系 バ イ オ マ ス か らの バ イ オ エ タ ノ

ー
ル の 生産が注 目

さ れて い る。そ こで 我 々 は 糸状菌が 微好気条件下 で エ タ ノ
ー

ル 発酵 を行 うこ と、
麹 菌Aspergiilus　er）uae は 固 形状の セ ル ロ

ー
ス や ヘ ミセ ル ロ

ー
ス の分解 能を もち、

五 炭 糖 を 資化 す る こ と、遺 伝 子組 換 の た め の技 術 基 盤 が 備 わ っ て い る こ とに着

目 し詔 ．orylae に よ る エ タ ノ ール生 産 を検討 した。この シ ス テ ムが 確立す れ ば 、
液化

・
糖 化と 発酵 の 2 段階の 工 程 を ワ ン ス テ ッ プ で 行え る こ とか ら、バ イ オ エ

タ ノール 生 産工程 の 大 幅な短 縮に つ なが る 。 そこ で 本研究で は A．oryzae が 生 産

したエ タ ノ ー
ル 測 定 シス テ ム の 確 立 の た め 、A．　oryzae を使 っ て 固形状の バ イ オ

マ ス 資源からワ ン ス テ ッ プ で バ イオ エ タノ ー
ル を生 産 させ る た め の 麹の 作製条

件 及び A、ooeae の 生育の 最適 条件 の 検討 を行 っ た 。
【方法

・
結果】

まず固相 マ イ ク ロ 抽出 SPME と GC −FID を 用い た 固形状 の 麹 に 含 ま れ る エ タ

ノ ー
ル の 測定シ ス テ ム の 検 討を 行 っ た 。検 討の 結果、相関係数 0．96 以 上 で 検量

線 を作成 で き 、固 形状 の麹 に 含 ま れ る エ タノ ール の 濃 度 の 定 量 シ ステ ム を確立

した。次 に実 験 室 規 模 で の A．Owae を 用 い た 米麹 の 作成 を 行 っ た 。以 上 の シ ス

テ ム を用 い て 米麹 に含 ま れ る エ タ ノール濃 度 を 測 定 した と こ ろ、1860 土 664mg ／

kg （n
＝3，平均値 土標準誤差 ）と定量 で きた 。現在、麹菌に よる エ タ ノール発酵の

最適条件 を検 討す る た め に、酸素濃度や温 度、時間な どの 条件を 変えて 米麹 を

作成 し SPME −GC −FID を 用い て 麹菌の エ タ ノール 生 産量 の 分析 を行 っ て い る 。
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焼酎醸造 に お い て 、白麹菌Aspergiltus　imachii は 、糖質加水分解酵素を分泌 し

て 原料で ある 麦や 米など に含まれ る多糖類を単糖類へ 分解する。また、ク エ ン

酸 を高生 産 し、もろみ の pH を低 く保ち雑菌の 増殖を防ぐ役割を持つ 。本研 究で

は、，f．　kawaehiiの 特徴的な機能を解析するた め に、高頻度相同組換え株、お よ

び栄養要求性株の 開発を行っ た 。

黄麹菌と黒麹菌に おい て 、非相同末端結合に 関与する ligD遺伝子 を破壊す る と

遺伝子 タ ーゲ テ ィ ン グ効率が 劇的 に上昇する こ とが 報告され た。そ こ で、同様
に A．ha｝vachii 　lFO　4308 の ligD遺伝子をピ リチ ア ミン 耐性遺伝子 に よ り破壊 し

た。得 られた △tigD株は野生株 と同様の 表現型 を示 したが 、　 DNA 損傷を誘導す

るMMS に対 して 高感受性 を示 した。よ っ て 、△ligi）株は非相 同末端結合 に よ る

DNA 修復 に 異常 をもつ こ とが示唆 された。次に 、野生株とNigl）株に お け る相
同組換 え効率を、argB 遺伝子 の破壊 に よ り比較 した。そ の結 果、野 生株に お け

る△argB 株 の取 得効率は0％ で あ っ たの に対 して 、△ligD株を宿主 とし て用 い た

場合 は90％ に上昇 した。さらに 、△ligD株 を宿 主 として pyrG 　M伝子を、5−FOA
の 選択圧 に よ り取得 した。得 られ た△ligDApyrGveは 、ウ ラ シ ル ・ウ リ ジ ン 要求
性 を示 した。本研 究 にお い て 構築 した △ligDAargB株 と△ligD4pyr（｝株は、それ

ぞ れ argB 　me伝子 とrvrG 遺伝子 をマ ーカ ーと して 利用出来 る高効率遺伝子組換

え宿主 と して 、白麹菌を特 徴付け る機能の 解析や 分子育種 に利用で きる と考 え

られる。

酵母 ∫accharomyces 　cerevisi αe は 、食品やエ タ ノ
ー

ル な ど様 々 な発酵生産 に用い

られ、それ ぞれ 多様 なス トレ ス に曝 され なが ら有用機能 を発揮 して い る もの の 、
ある状 況に達 する と発酵が ほ ぼ 停止する。我 々 は こ れ まで に、プ ロ リ ン や アル

ギ ニ ン の ア ミノ酸含量 が増加 した 酵母が、様 々 な ス トレ ス に対す る耐性が向上

す る こ と を報 告 して きた。今回、こ れ らの 知見が泡盛醸造に 与え る影響 を評価

した D

ア ミノ酸を 高生 産す る産業酵 母 （清酒、パ ン 、パ イオエ タ ノ
ー

ル ） を用い て 泡

盛小 仕込み 試験を 実施 し、発酵特 性解析 と香気 成分の 網羅的分析 を行った 。そ

の 結果、プ ロ リン
・

ア ル ギ ニ ン代 謝関連酵素 〔Prol
・MprD の 発現が泡盛香気

成分に影響を与える こ と、そ の 影響は親株の 種類 に よ り異 なる こ と を見出 した。
また、味認識 装置を用 い た 分析か ら、味に 有意な差異がある こ と、ア ミ ノ 酸高

蓄積酵母 を用い る こ とで風 味全体が増 強 して い る こ とが示唆 された。こ の 結果

は、酵母 が 有用 ア ミノ 酸を 蓄積し、ス トレス 耐性が向上 した こ とで ．醸造過程

に お ける 香味生産能が 高ま っ た 可能性を示 唆して い る。
以 ．ヒの 知見をもとに ．泡盛醸造へ の 応用を 目指 し実用泡盛酵母の ア ミ ノ 酸高生

産変異株を分離した 。 こ れ らの 変異株を 用い た小 仕込み 試験 を行い 、泡盛の 風

味成分を比較 した 。 さ らに 、次世代シ ーケ ン サ に よる 全ゲ ノム 解析 を行い 、各

菌株の 変 異点につ い て比較解析を行っ た の で併せ て 報告する 。
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