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　　It　has　been　belleved　that 三n ∫躍 isoamyl　acetate 　is　one 　of 　thc　ma …n 　compon   t　of

8吻 o一且avor ．　 It　has　been　reported 　that　isoamyl　acetate 　is　fbrmed 　by　alcohol 　 acetyl

transferase （AATase ＞．　 There　are 　many 　reports 　about 　AATase．

　　When 　we 　think 　about 　the 　fbrmation　of 　isoamyl　acetate
，
　we 　can 　suggest 　that 　thc

co ロ centrat 三〇 n　 of 　isoamyl　 alcoho 】 and 　the 　activjty 　of 　AATase 　must 　 affect 　the 　y三eld 　of

isoamアl　acetatc ，　because　acetyl −CoA ，　another 　sourcc 負）r　the　formatiolユ of 　isoamyl　acetate ，
is　contained 　in　the 　ceils 　of　Saccharom！‘es ‘erevisiae ．

　　 In　this　paper，　we 　have　studied 　the 　AATase　activity 　relating 　to　1）the　kinds　of 　yeast，
2）cultivating 　temperatures，　and 　3）thc　methods 　of 　cultivation ．　 We 　fbund　that：

　 LThe 　AATase 　activities 　of 　SaccharomJces　cer砌 耐 α 6　were 　high 負）r 　Kyokai −7　and 　Kyokai ．

701，and 　were 　Iow　f‘）r　Kyokai ・9　and 　Kyokai−10，

　2，When 　 cultivated 　 at 　30°C，　 the　AATase　activity　increased　on 　the 　 lst　day，　 and

decreased　rapidly 　on 　the　2nd 　day ．

　 3．When 　cultivated 　at 　l　5°C
，
　the　 activity 　reached 　a 　maximum 　on 　the 　2nd 　day

，
　 and

gradually　decreascd　thereaf モer ．

　 4．Whcn 　 the　 tcmperature 　 was 　 raiScd 肋 m 　 l　5℃ to　 30°C 　during　 cultivation
，
　 the

acdvity 　of 　AATase 　decreased　rapidly ．

　5，When 　the　temperature 　 was 　 lowered肋 m 　 30℃ to　 l　5°C　during　 cultivation ，　the
activity 　was 　kept　constant ．

　6．The 　AATase 　activ 三ty　decreased　when 　cultivated 　with 　shaking ，

　 7．Thc　AATasc　activlty 　increased　when 　germ 　extract 　was 　added 　to　the　medium ．

　 8．In　thc 　industrial　production，　the 　AATase 　activity 　increased　at 　the 　carly 　periQd　of

the 　main 艶 rmcntation 　and 　decrcased　gradually 　thereafter ．

　　 Fro皿 the　data　obtained 　above ，　we 　can 　say 　that　the　AATase 　activity 　iS　very 　unstable

to　a　T三sc　ofte 皿 perature，　and 　can 　suggest 　that　one 　of 　the 　main 　reasons 　fbr　the 　low　temper −

ature 　operation 　in　g吻 o−fermentation　is　to　keep　the 　activlty 　ofAATase 　at 　a　desirablcユevel ．

丶

　清酒 に おけ る香気 エ ス テ ル は酒質を決定す る重要 な

因子 で あり，そ の 中で も酢酸 イ ソ ァ ミル は極 めて 重

要 な 成分 の一つ で ある．b2 ’ NorClstr6rn
，

3，
　 Ishikawa と

Yoshizawa ，4
） Yoshiok 乱 と Hashimoto5 ｝

は 酢酸 イ ソ ア

ミル が ， ア ル コ ール ア セ チ ル トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ （以

下 AATase と略記す る）に よ っ て 生成され る こ とを報

告し，最近小泉 ら
6，

も AATase に つ V、て 検討 して い る ．

＊
清酒 に関す る酵素の 研究 （第 4報）

　The　enzymatic 　studies 　of 　sakg 　brewing〔IV）

　また，AATase の 精製 ，
な らび に諸性質 につ い て は ，

Yoshieka と Hashimoto5’7） の 報告が あ り， 酢酸 イ ソ

ァ ミル の 増減は細胞膜 に 存在す る 不飽和脂肪酸に よ っ

て コ ン トロ ール さ れて い る こ とが 明 らか に さ れ て い る．

　 しか し，清酒醪 に お い て AATase を酵素 レ ベ ル で

解析 した 報告は見当た らな い ．そ こ で 香 の 解析の
一

指

標 と して AATase を 取り上 げ，活性 の 動態 ，
な らび

に実際の 翫およ び醪にお ける酵素 レ ベ ル で の 解析を行

っ た結果， 若干 の 知見を得たので 報告す る．

N 工工
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実　験　方　法

Table　2．　 Effects　of 　acetyl ・CeA 　on 　the　formation　of

　isoamyl　acetate 　by　S・cerewisiae （Kyokai・7）．

　 蒸し米糖化液お よ び培地の 調製　　蒸 し米 130g に

0・IM リ ン 酸 1カ リウ ム 溶液 150　ml と 1％糖化酵素

溶液 （コ ク ミ ラ
ーゼ 剣）50ml を加え ，

55℃ で ユ8時間

以上放置し， ろ 過 して 糖化液を得た．ま た，蒸し米糖

化液を糖濃度 5％ に な る よ うに 希釈 し，pH 　4．0 に調整

後 ，
オ ートク レ ープ （120℃ ， 1気圧 ， ユ0分）して 培地

とした．

　 Cel1　free の 調 製　　大型 試 験管 に 酵母懸濁液 と酵

母破砕用 ビーズ を加え ， 冷却しな がら試験管 ミキサー

で 破砕 し，
ビ ー

ズ および intact　cell を 除去 し，　cell　free

溶液 を 得た．

　 AATase の 活性測定　　活性測定 は Yoshioka と

Hashimoto5） の ヘ
ッ ドス ペ ー

ス ガ ス クロ マ トグ ラ フ ィ

ー
法を改良 して 用 い た．活性測定 の 組成を Table　1 に

示 した ．

　反応溶液 を 10m1 の リア クテ ィ フ ラ ス コ に 入 れ ，

25℃ で 1 時間ゆ っ くり振 と う して 反 応 させ ，
ユg の 塩

化 ナ ト リウ ム を 加 え て 反 応 を停止 し，
n ・ブ タ ノ

ー
ル を

内部標準として 加え た．

　 これを 50℃ で 30分間加温 し，ヘ
ッ ドス ペ ー

ス ガ ス

ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー法 で 酢酸 イ ソ ァ ミ ル を定量 した ．

　活牲は ，
100mg の 酵母が 1時間に 生成する酢酸イ ソ

ァ ミル の 量で示 した．

　 トレ
ー
サー実験 　　ロ イ シ ン・“ C を ニ ン ヒ ド リン に

よ り酸化 し，イ ソバ レル ア ル デ ヒ ドー14C とし，次に 水

素化 リチ ウ ム ア ル ミニ ウ ム に よ り還元 して イ ソ ァ ミ ル

ァ ル コ
ー

ル ・14C を調製 した．反 応は， 活性測定 と同様

の 方法で 行い ， イ ソ ア ミル ア ル コ
ー

ル
ー1℃ および酢酸

イ ソ ァ ミル ・エ℃ の 確認 は，ラ ジ オ ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ー（Shimazu　GC −7A ［FID ］十 Aloka 　peak　analyzer ）

で 行 っ た．

・… y1−CdA　
ls°a

駕諸
etate

Intact　cells

CeIl　free　 extract

十

十

17．617

．80

，02
．9

一
lnot 　added ；　十

，
　 added ．

つ で ある ア セ チ ル CoA に つ い て 検討 した．協会酵母

7 号，7 号泡な し，9 号 ，
10号 にお い て cell　freeで

は，反応系に ア セ チ ル C。A を加 え な い と酢酸 イ ソ ァ

ミル は生成 さ れな か っ た が，intact　ce11 で は，　Table　2
に示す よ うに ア セ チ ル CoA を 添加 しな くて も酢酸 イ

ソ ァ ミル を生成 した．すな わち ， 菌体内 に ア セ チ ル

CoA ある い は，そ の 前駆体等が存 在 して い る こ とが

示唆された．

　Yoshioka と Hashimotos ’

は ， 本 AATase を利用 し

て 菌体内の ア セ チ ル C 。A の 測 定 に 成功 して い る，

　
Intact 　cell に お け る イ ソ ア ミル ア ル ⊇

一ル の 濃度
の 影 響　　intact　Ce11 にお い て ， もう

一
つ の 基質で あ

る イ ソ ア ミル ア ル コ ール の 濃度 の 影響を検討した とこ

ろ，Fig・1 に示す結果 と な り，50〜60　mM の 比較的高

濃度まで イ ソ ア ミル ア ル コ
ー

ル の 濃度 に応 じて 酢酸 イ

ソ ア ミ ル の 生成は増加 した．実際の 醪 に お い て イ ソ ァ

ミル ア ル コ ー
ル は 約 2mM 程度であり，明らか に こ

れ が酢酸 イ ソ ァ ミル 生成 の律速 とな っ て お り，酢酸 イ

ソ ア ミル を増加させ る ために は，醪中の イ ソ ァ ミ ル ァ

ル コ
ー

ル の 濃度を高め る こ と が重 要 で あ る．

　石川ら
a

は ， 醪 に おい て 添加 したイ ソ ァ ミ ル ア ル コ

ー
ル は酢酸イ ソ ァ ミル に ならな い と報告 して い る が ，

筆者らは トレ
ー

サ ー実験を行 い，本反 応 系 にお い て は ，

実験結果 お よ び考察

酵母 の 菌体内の ア セ チル CoA 　　まず，基質 の一

Table　l．　 Assay　 system 　for　AATase．

Acetyl・CoA

王soamyl 　 aleohol

pH 　7．5　Phosphate　buffer

IntaCt　Cel1S 　Or 　Cell一丘ee 　extraCt

0．8mM45

．OmM67

，0mM

　

　

0
　
　

　
　

5

（
E
＆）
2

岳
8

蒼
8
叨日

　　　　
　　　　　　　　　 1SOσ myl 　aLcohr）1〔mM ｝
Fig．1．　Effects　of 　isoamyl　alcohol 　concentration 　Qn

　　the　fbrmation　of 　isoam
ア王acetate ．

Total　 vol ．1．5m 】
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（B ）

工 ∬

　 　 　O　　　　　　　IO　　　　　　 20

　　　　　　　　 Time （min ）

F三g．2　Radiogaschromatogram 　 of 　 isoamyl　 acetate ．

　 、（A），radioactivity ； （B），　flame三〇 nizat 三〇 n 　detector；

　　 1
，
isoamyl　 acetate ； 1工

，
　isoamyl　 alcohoL

確か に添 加 した イ ソ ア ミル ア ル コ ー
ル は，酵母 に よ り

酢酸イ ソ ァ ミル とな る こ と を確認 した （Fig．2）．

　各 種 酵 母 の AATase 活性　　30°C で 1 日 静 置

培養した 各酵母 の AATase 活性 を 比較 した 結果を

Table　3 に 示 した．協会酵母 7 号 ， 7号泡な しの 活性

は高 い が，吟醸仕込 み に よ く使用 され る 9 号，10号で

は逆 に低 くな っ た，

　また
， 各酵母 を 30℃ で 静置培養した時の 経時的変

化 を見 た と こ ろ Fig・3 の よ うに な り，各酵母 に よ り

若干差が 見 られたが，いずれも本酵素活性は初期 に高

Table　3．　 Cemparison　 of 　AATase 　activity 　of 　yeasts．

「5

ゆ

5

5

（
匿
3

　

　

O
の

ち
お
OO5

一
詮
8
呂

［5

Io

5

｝ω

9 ー（

）に

　 　 　 　 　 　 　 　 2　　　　　　4 　　　　　　6

　　　　　　　　　 丁irne （days）

Fig．3．　 Changes 三11　AATase　activity 　in　medium ．

　　（A），
Kyokai−7　；（B），　Kyokai −9 ；（c），

　Kyokai −10．
　 　 Static　 culture 　 at 　30°C．

Strain Is。a  yl　 acetate （ppm ）

1（yokai・2
Kyokai ・6
Kyokai・7
Kyokai ・701

Kyokai −8

Kyekai・9
Kyokai −10

Kyokai−11

14．423

．623
．621

．48

．19
．216

．38
．6

These　yeasts　were 　statically 　cultured 　at　30℃ for
lday ．

くな っ て お り，本酵素活性の 増加に は，初期 の 培養条

件が極 め て 重 要 で ある こ とが 示 唆 さ れ た．

　温度の 影響　　協会酵母 7 号を 高温 （30℃ 〉で 静置

培養 した場合は ， 1 日 目 に 活性が高くな る が ， 2 日 目

で 急激 に 低下 した （Fig．4）．こ れ に対 し 15℃ の 場合

は 2 日 目で 最大 とな り以後徐 々 に低下す る が ， かな り

活性が 維持 さ れ る こ とが 明 らか とな っ た ．

　ま た ， 培養温 度を 15℃ か ら 30°C に 変化 させ る

と こ の 活牲 は 急激 に 低下 した が，30℃ か ら 15℃ に

変化 させ る と こ れ は か な り維持 される こ とが わか っ た

（Fig・4）・

　石川 ら
9｝

も報告 して い る よ う に本酵素活性は ， 熱に

対 して 非常 に 不安定で あ り，従来吟醸造 りは ， 低温 で

発酵させ なければな らな い とされて い た理由の
一

つ は，

本 AATase 活性の維持 に あ っ た と考え られる，

　振 と う培養と静置培養 　　石川 ら
ユ゚ ）

は，本活性 は半

嫌気培養の 菌よ りも好気培養 の 方 が高 い として い る が，

筆者 らが 振 と う培養 と静置培養を 比較した とこ ろ ，

Table　4 に示すよ うに振 と う培養す る と酵母は良 く生

育したが ， 本活性は静置培養に 比 して 約 1／10とな り，

本酵素 は振 と う培養で は増加 しな い こ とを 明 らか に し

N 工工
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Table　5．　 Effects　of 　germ 　 extract 　 on 　 AATase

　　
activity

　b｝
・ S．‘ 8プ6τ富血 6　（Kyokai ・7）．

Added　reagent

　 Ca−panto−　　 Casamino
　　thenate 　　　　　　acids

＿　（377ppb）　　　（ppm ＞

　　　　　　Isoamyl

P。tassium 　
acetate

（30。ppm ）
（ppm）

十

十

十

」

十

Added 　germ 　 extract

十

十

17．219

．220

．225
，328

．930
．4

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　2　　　　4 　　　　6

　　　　　　　　　　　 Time （d。ys）
Fig・　 4・ Eff・cts ・f　t・mp ・rat ・ ・ e ・ n 　AATase ・ ・ ti・ i・y
　　of 　S・cerevisiae 　（Kyokai・7）．
　　（A ），

30℃ and 　IQwered　fro皿 30℃ to　15℃ ； （B ）s

　　ユ5℃ and ・ai・ed 　fr・ m ユ5°C　t。 30℃ ； （●一一一● ），
　　1sec；　（O − ○），30

°C．
　 　Static　 culture ．

た．

　胚 芽抽出液の 影響　　北本らIV
は，胚芽を添加す る

と酢酸イソ ア ミル が 増大す る こ と を 報告 して お り， そ

の原因として 胚芽中の マ グネ シ ウム ，リン 酸， カ リウ

ム が酵母 の ア ミ ノ 酸取 り込 み能を 増大させ
， 取 り込ま

れ た ア ミノ 酸に よ り酢酸 イ ソ ア ミル が 増大する と説明

して い る ．

　しか し筆者らは，胚 芽 は AATase 活性に も作用 し，
酢酸イ ソ ア ミル の増大 に 寄与して い る と考え，胚 芽 に

6 倍量 の 水を入れ，乳酸酸性 で 抽出し，胚 芽抽 出液 が

10％ に な る よ う に 培地 に 添加 し，
30℃ で 1 日静置培養

して ， そ の 抽出後の AATase に及 ぼ す影響 に つ い て

T ・ bl・ 4・ C 。mp ・・i・・n ・f　AAT ・・e　 a ・ti・ity　b・・

　　tween ・h・king ・ultu ・e　and ・t・tic　culture 　by

　　5 　eerevisiae 　（Kyokai −7｝．　．

Wet 　weight 　of 　 Isoamyl　acetate

　 アeast （9）　　　　　　　（ppm ）

一，nQt
’
added ；　十，　 added ．

検討 した．そ の 結果，Table　5 に示すよ うに，蒸 し米
糖化液 に胚芽抽出液を添加す る こ とに よ り約 2倍近 く

AATase は増加 した．こ の 胚芽抽出被中の AATase
に作用する成分に つ い て は，各種 ビ タ ミン ，各種金属

などを胚芽抽出液を添加 した場合と同 じ濃度 に な るよ

うに添加 して 検討した とこ ろ，胚芽中に 含まれる成分

の 中で ，
パ ン トテ ン 酸，ア ミ ノ 酸，カ リウ ム の 3成分

が AATase の 増加ある い は活 性化 に 作用 して い る こ

とが 明 らかとなり， こ の 三 者を加え る とほ ぼ胚芽抽出

液添加と同様の 効果が 認 め られた．

．翫 お よ び醪の AATase 活性　　実際の 翫 お よ び 醪

に お け る本酵素活性の 経時的変化を検討 した （Fig．5）．

糖化液 と同様に初期 に 活性が高く， 以後徐 々 に 低下し

た．

　また，協会酵 母 7 号の 普通仕込みと協会酵母 9号の

吟醸仕込みを行 っ た．吟醸仕込み に は精白歩合 SO％ の

山田錦の 白米を利用 した．吟醸醪 の AATase 活性が

高 くな っ た （Fig．6）．

　実際の 醪 に お い て 酢酸 イ ソ ァ ミル を増加させ る た め

に は ， 初期の AATase 活性をで き る だ け増大させ る

こ と と，イ ソ ア ミル ア ル コ
ー

ル が生成 さ れ て くる時期
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ま で低 温 に保 つ こ と に よ っ て ， そ の 活性 を 維持す る こ

とが重要 で ある．

要 約

（1） 本 AATase 活性は協会酵母 7号 ， 7号泡な しで

　 は 高く，9 号，10号で は低か っ た．

（2｝ intact　 ceU で は，本活性測定 に ア セ チ ル C。A は

　必要な く， 菌体内に ア セ チ ル CoA あるい はそ の 前

　駆体等の プー
ル が 存在する．

（3〕 醪の イ ソ ア ミ ル ア ル コ ール は 2mM 程度の 非常

　に 低い 濃度で あり，醪 に お け る酢酸 イ ソ ア ミル 生成

　の 増大に は イ ソ ア ミル ァ ル コ
ー

ル の濃度を高 め る こ

　 とで ある．

（4） 本酵素 は ， 熱 に よ っ て 急激 に 失活 し，低温 の 発 酵

　で 活性が維持された．

  　振とう培養で は 静置培養 に比 べ て 本酵素活性 は約

　 1／ユ0に 低下 した．

（6） 本活性の 増加は増殖時に 見られた ．

（7） 胚 芽抽 出 液 は AATase 活 性を 増大 さ せ る が ， そ

　 の 有効成分 はパ ン トテ ン 酸 ， ア ミノ 酸 ， カ リウ ム で

　あ る と考え られた ．

（8） 実際 の 翫お よ び醪 に お い て 初期 に活性が 増加 し ，

　以後徐 々 に低下 した ．

本研究 は昭和57年度 日本醗酵工 学会大会お よび 日本農装化学会昭

和58年度大会で 発 表 した ．
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