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Mechanism of unpleasant odor generation in Zygosaccharomyces rouxii
○Jun Watanabe, Kenji Uehara, Yoshinobu Mogi
(Yamasa Corp.)

【目的】Zygosaccharomyces rouxiiは醤油醸造においてアルコールや様々な香
気成分を生成する重要な微生物である。しかし，一部の株は産膜形成に伴い不
快臭成分（イソ酪酸やイソ吉草酸）を生成することで醤油の品質を著しく損う。
そこで本研究では，この不快臭生成機構を明らかにし，不快臭制御のための知
見を蓄積することを目的とした。
【結果】様々な培養条件を検討した結果，産膜形成株は分岐鎖アミノ酸を含む
培地での好気培養において，産膜形成に必須な FLO11D非依存的に，不快臭
成分を生成した。Z. rouxiiの BAT1（分岐鎖アミノ酸と α-ケト酸との相互変
換を触媒する酵素遺伝子）破壊株はバリン・イソロイシンを要求したが，興味
深いことに Saccharomyces cerevisiaeのそれとは異なり，ロイシン非要求性で
あった。そこで，BAT1と共にロイシン代謝に関与する遺伝子を探索した結果，
BAT1 ARO8の 2重破壊によりロイシン要求性が付与されることを見出した。
この 2重破壊株は親株と同様に産膜を形成したが，不快臭成分の生成は著し
く減少していた。以上の結果から，産膜形成株が生成する不快臭成分は，エー
リッヒ経路を介して醤油中の分岐鎖アミノ酸から生成されると推定された。ま
た，産膜形成は細胞を好気条件に置くことで間接的に不快臭生成に寄与してい
ると考えられた。
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Bioconversion to volatile phenols of Ferulic acid/p-Coumaric acid by 
Bacteria and  Yeast isolated from Koji
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【目的】酒類の香は品質を決める重要な要素であり、異臭があると品質を下げ
る。ワイン等で問題となる 4-ビニルグアイアコール、4-エチルグアイアコー
ル等の揮発性フェノール類（POF）に由来する異臭が清酒においても発生す
るが、発生原因について我々の報告 1,2)以外、詳細な研究はない。清酒中で
の POF発生の原因を解明することを目的とし検討を行い若干の知見を得たの
で報告する。
【方法】麹を県内酒造会社から採取した。フェルラ酸（FA）/p-クマル酸（CA）
および POFの分析を HPLCを用いて行った。麹および分離した細菌 /酵母の
POF生成活性を FA/CA含有緩衝液中で行った。
【結果】麹の細菌数と POF生成活性、清酒中の FA濃度と POF量に高い相関
があった。分離した Pichia属は、高い POF生成活性があり、FA/CAをそれ
ぞれ 4-エチルグアイアコール /4-エチルフェノールに分解した。POF生成活
性の高い麹での小仕込試験により製成酒中に高い 4-VG生成を確認したことよ
り、POFは麹中の細菌 /酵母により生産されることが明らかとなった。
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Construction of the gene disruption system in shochu yeast using LOH
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【背景と目的】焼酎製造に用いられる酵母は 2倍体であり、1倍体である胞子
を形成しにくいという特徴をもつ。そのため、形質転換によって 2つある相
同染色体上の片方の遺伝子に変異を導入しても、もう片方の相同染色体上の遺
伝子は正常なまま残っているため表現型としては現れにくい。そのため焼酎酵
母の形質を変化させるためには相同染色体上の両方の対立遺伝子に変異を導入
しなければならない。本研究では、破壊カセットと LOHという現象に着目し、
繰り返し利用可能な焼酎酵母の遺伝子破壊システムを構築することを目的とし
た。LOHとは Loss of Heterozygosity(ヘテロ接合性消失 )の略称で、相同染
色体間での組換えによりヘテロな遺伝子座位がホモとなる現象である。
【方法】焼酎酵母のゲノムを鋳型とし、PCRによって破壊カセットを作成した。
この破壊カセットには、リジン生合成に関与する遺伝子 LYS5の両側にウラシ
ル生合成遺伝子 URA3をオーバーラップする領域を持たせて二分割したもの
を付加し、さらに分割した URA3の両方の外側に相同な配列をもたせた。本
破壊カセットを用いて焼酎酵母 (ura3Δ/ura3Δ lys5Δ/lys5Δ株 )を形質転換
し LEU2を破壊した。
【結果と考察】本破壊カセットによる LEU2の 2重破壊株を取得した。また破
壊カセット内の相同な配列間での組み換えにより相同領域の内側が抜け落ちる
ループアウトという現象を利用することで、LEU2ダブルループアウト株を取
得することができた。現在はこの株を用いて ADE2など他の遺伝子破壊を進
めている。
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これまで、産業用酵母の倍数性については、アルギニン要求性および芽胞形成
能と発芽率の調査ならびに四分子解析を並行して行う等により調査する方法が
用いられてきた。しかし、これらの方法は経験値あるいは顕微鏡およびマニュ
プレーター等の高い操作技術を必要とされることや、いずれの方法も直接、染
色体 DNA量を測定するプロセスを含まないため二倍体以上の細胞を測定する
ことは難しいとされてきた。
本研究では、フローサイトメーターを用いて酵母の倍数性をより明確に解
析する方法について検討した。研究室酵母を G1期に停滞させる化合物であ
る Rapamycinを用い、2倍体であることが報告されている Saccharomyces 
cerevisiae OC-2およびW-3株、さらに、野生酵母株（3株）を処理し、フロー
サイトメーターによる解析を行った。結果、ラパマイシン処理により産業用お
よび野生酵母においても G1期での停滞が観察されることがわかった。また、
フローサイトメーターによる解析結果から、従来の方法と比較して、ラパマイ
シン処理により倍数（2n,4n）を示すピークが明確に検出されるようになった
ことから、酵母の倍数性を従来よりも正確に推定できると考えられた。
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