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【背景】清酒酵母にはガラクトースを代謝できない酵母のあることが知られて
おり、その原因としてきょうかい 7号のゲノム解析結果から、転写制御因子
に存在する変異が原因ではないかと推定されている。酵母のガラクトース代
謝は転写因子 GAL4、リプレサー GAL80，調節因子 GAL3の 3つの遺伝子で
制御されているが、清酒酵母では、実験室酵母との比較から GAL4，GAL3の
両方に変異が入って翻訳が中断されており、そのどちらが原因かわかってい
なかった。1) 我々は、清酒酵母きょうかい 901号を親株に取得した変異株群馬
KAZE酵母の網羅的発現解析を行ったが、ガラクトース代謝に重要な 3つの
遺伝子（GAL1，GAL2，GAL7）の発現が大幅に上昇していることを見出した。
【目的と結果】原因解明のため群馬 KAZE酵母の 3つの代謝制御遺伝子の配列
解析を行ったところ、GAL4の遺伝子にのみ変異が入って実験室酵母の GAL4
遺伝子配列に戻っていることが確認された。YPD培地のグルコースをガラク
トースに変えて培養した結果、この変異により群馬 KAZE酵母は、ガラクトー
ス代謝能を回復していた。このような変異が現在清酒業界で利用されている各
種きょうかい酵母にどの程度存在するかを調べたところ、いくつかの酵母に変
異が存在し、変異とガラクトース代謝能は相関していた。本変異は発現形質と
直接関連しており清酒酵母の分類・判別同定に資すると考えられる。
1) T. Akao et al., DNA R. 18, 423-434 (2011)
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【目的・背景】アルコール発酵環境下においても酵母ミトコンドリアが醸造特
性に重要な役割を持つことを我々は多数報告してきた。そこで本報告において
は、好気環境から嫌気環境に移行させた時の酵母ミトコンドリア活性の変化及
びその活性変化の他の物質代謝への影響について調べた。

【方法・結果】嫌気環境移行時のミトコンドリアの形態を調べた結果、焼酎酵母、
実験室酵母がフィラメント状から断片状の形態に移行したのに対し清酒酵母は
フィラメント状の形態を長く維持し、高い活性を保っていると考えられた。こ
の結果から嫌気環境移行時には複数の経路で少ない酸素を競争的に消費してい
ると仮説を立てた。この仮説が正しければミトコンドリア活性が強い醸造酵母
では酸素を使う他の代謝経路の活性が低下するはずである。酸素消費の代表的
な経路として脂肪酸の不飽和化がある。そこで同条件で醸造酵母の不飽和脂肪
酸含量を解析した結果、清酒酵母では他の醸造酵母と比べ不飽和脂肪酸の含量
が統計的に有意に低下していた。以上の結果から、嫌気環境移行時に酸素がミ
トコンドリアと他の物質代謝経路で競争的に使われ、この経路間のバランスに
醸造酵母間で多様性があると考えられた。
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【目的】清酒中に存在する有機酸の大半は酵母により生産され、有機酸の量や
組成は味に大きな影響を及ぼす。それらを変化させることで、バリエーション
に富んだ清酒を醸造することが可能となる。しかし、発酵性を維持させつつ、
有機酸の量を減少させる株を取得するのは容易ではなかった。そこで我々は、
寡酸性酵母の新規育種技術の開発を試みた。
【方法・結果】清酒中の主な有機酸であり、過剰に存在するとエグ味につなが
るコハク酸の低減に着目した。コハク酸は TCAサイクル内の α-ケトグルタ
ル酸デヒドロゲナーゼ Kgd1によって大半が合成される。kgd1Δ株は酢酸ナ
トリウムを単一炭素源とした栄養豊富な培地（YPA培地）においては生育で
きないことが報告されている。そこで酢酸ナトリウムを単一炭素源とした培地
（YPA培地）で生育できない株をネガティブスクリーニングにより取得した。
また、kgd1Δ株は酢酸ナトリウムを単一炭素源とした最小培地（YNBA培地）
では生育可能であることから、二次スクリーニングとして YNBA培地で生育
可能な株を取得した。その結果、約半数の株において発酵性に影響は出ず、酸
度およびコハク酸が低下した。さらに、YPA培地・YNBA培地における生育
の違いにより異なる有機酸組成の株を取得できることも示唆された。これらの
ことから、本育種法を用いることにより、効率よく寡酸性酵母を取得できるだ
けでなく、異なる有機酸組成の株を選抜することが可能であることが明らかと
なった。
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【背景と目的】我々は清酒の消費低迷を打破するために、エタノールを高生産
する清酒酵母の開発を目指している。高木らはこれまでに、プロリンがエタノー
ルなどのストレスから酵母を保護することを見出し、セルフクローニング法で
作製したプロリン蓄積清酒酵母が、親株に比べて良好な醸造特性を示すことを
報告している。（JBB, 103, 377,2007）。そこで、本研究では遺伝子組換え体を
用いずに、従来の清酒酵母よりもプロリンを細胞内に蓄積し、かつエタノール
耐性の高い変異株を分離した。また、得られた変異株を用いて小仕込み試験を
行い、エタノール生産性をはじめとする醸造特性を解析した。
【方法及び結果】協会酵母 901号を EMS変異処理後、プロリンアナログのア
ゼチジン -2-カルボン酸（AZC）を含有する SD寒天培地で生育できる株を分
離した。次に各株を SD液体培地で 2日間培養後、細胞内のプロリン含量をア
ミノ酸アナライザーで測定し、親株よりも 5倍以上蓄積した株を選抜した。さ
らに、寒天培地でのスポット試験によって、親株よりもエタノール耐性の高い
4株を選抜した（プロリン含量は親株の 6.2～ 10.4倍）。得られた 4株を用い
て、総米 200gの小仕込み試験を 15℃、一段仕込みで行った。毎日もろみ 1g
を採取し、アルコメイトでエタノール濃度を測定したところ、4株中 3株は常
に親株よりもエタノール濃度が高く、特に一番高い株は親株よりも 0.7%程度
上回った。
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