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【 目 的 】 富 山 県 内 の 酒 造 会 社 で 、 主 に 使 用 さ れ て い る 協 会 酵 母
（k701,901,1001,1401,1801）および金沢酵母 kz4 の PCR を使用した判別法を開発
し、清酒醸造工程の管理や菌株の保存に供することを目的とした。

【方法】協会酵母（k701,901,1001,1401,1801）および金沢酵母 kz4 を用いた。プ
ライマーとして、高泡遺伝子 AWA1 を検出するプライマー※1 および Ty1 delta
エレメント特異的プライマー※2 を用いた

【結果と考察】Ty1 delta エレメントの PCR 解析では、協会酵母 5 株および金沢
酵母 1 株のバンドパターンに差は認められなかった。k701 および k1001 の AWA1
の大きさは、それぞれ約 6.3kb,5kb の長さのバンドが認められた。一方、
k901,k1401,k1801 および金沢酵母 kz4 は、約 4kb のバンドが認められた。さら
に、これら 4 種の酵母を区別するために、2 種類の制限酵素（EcoRⅠ,PvuⅡ

（10U/μl）を用いて AWA1 の PCR 増幅産物を消化したところ、k901,k1401 号は、
EcoRⅠ消化によるバンドの長さ(約 2kb)と数が同じであったが、PvuⅡ消化によ
る長さは k1401 が約 2kb, k901 は、約 2.2,1.8kb と長さと数が異なった。また、
金沢酵母 kz4 および k1801 の EcoRⅠ消化によるバンドの長さは、それぞれ約
1.6,1.2kb および約 2.2,1.8kb であった。これらの結果から 6 種の酵母を PCR-RFLP
法で分類することが可能となった。今後、清酒醪からの回収酵母に関して、検
討する予定である。
※1 Shmizu,M. J.Biosci.Bioeng.,100,678-680(2005).
※2 Hayford,A.E. and Jespersen,L.,J. Appl.Microbiol.,86,284-294(1999)
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焼酎酵母は二倍体であり、一倍体である胞子を形成しにくいと考えられてきた。
しかしながら、焼酎酵母を胞子形成培地に画線し、30℃で 5～7 日間インキュ
ベートしたところ、比較的高効率で胞子形成を行うことが観察された。そこで
栄養細胞を除去する目的で、胞子形成に用いた菌体を細胞壁を溶かす Zymolyase
と界面活性剤で処理を行った後 YPD プレートに塗布した。YPD プレートに生
育したコロニーについて PCR により MAT 座位の確認を行った。その結果、ほ
とんどが MATa, MATα をもつ二倍体であった。これらのことから、焼酎酵母鹿
児島二号 ( K2 ) はホモタリック株である可能性が示唆された。次に、接合型変
換に関わる遺伝子である HO の一方をカナマイシン耐性遺伝子である Kanr に
よって置き換えたヘテロ破壊株 ( HO / ho :: Kanr ) を構築し、再度胞子形成を行っ
た。胞子を含む菌体を、Zymolyase と界面活性剤で処理を行い、YPD プレート
に生育したコロニーについて MAT 座位の確認を行ったところ、接合型が MATa,
あるいは MATα である一倍体焼酎酵母を取得することができた。
現在、取得した一倍体酵母について解析を行っている。
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【目的】大吟醸酒醸造には、カプロン酸エチル（CE）を高生産する清酒酵母が
使用されている。CE 高生産性酵母の育種は、一般的に、変異剤などを使用す
るが、この方法は、目的以外の遺伝子にも変異が生じる可能性がある。このリ
スクを軽減した自然発生的変異株の選抜が望まれるが、その場合、目的の変異
株の効率的識別法が求められる。今回、我々は、CE 高生産性変異株を効率的
に識別する方法を確立し、自然発生的変異株の分離に成功した 1)。

【方法・結果】（１）分離：新潟清酒酵母（G9）から、以下の３段階により、CE
高生産性の自然発生的セルレニン耐性酵母を単離した。一次では、自然発生的
セルレニン耐性株を 3056 株、分離した。二次では、培養液中に遊離脂肪酸を高
生産する酵母を 14 株、選抜した。三次では、分離株の FAS2 遺伝子の DNA 塩
基配列を調べ、CE 高生産性の FAS2-G1250S 株を 1 株、分離した（以降 G9CR）。

（２）醗酵試験：親株 G9 と CE 高生産性清酒酵母・協会 1801 を対象として、工
業規模の醗酵試験を実施した。その結果、G9CR は、G9 よりも高い CE 生産性
を示し、かつ、優れた発酵特性を持つことを確認した。
1) Tamura H. et al., Biosci. Biotechnol. Biochem.,
Doi-10.1080/09168451.2015.1020756 (2015)
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【背景と目的】焼酎酵母は 2 倍体であり、1 倍体である胞子を形成しにくいた
め、形質転換によって 2 本ある相同染色体上の片方の遺伝子に変異を導入して
も、もう一方の対立遺伝子は正常なままであるため表現型としては現れにくい。
そのため変異株の取得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 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。今回、同様の破壊カセットを
用いてこの株の ADE2 を破壊した。

【結果と考察】本破壊カセットによる ADE2 の 2 重破壊株を取得し、さらに ADE2
ダブルループアウト株を取得した。今回の結果から、同じ破壊カセットを用い
た繰り返し利用可能な遺伝子破壊システムが構築できたことが示された。
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