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酢酸 イ ソ ア ミ ル 蓄積能 の 高 い 清酒酵母 の 分離

柳 内　敏 靖
＊ ・清川　良文 ・若井　芳則

黄桜酒造  

（昭 和63年 7 月11日受付　平成元年 2 月28日受理）

IsQlatiQn　of 　5盈 6 −ye 旦 st 　strains 　accumulating 　largc　amGunts 　of 　isoa塒 yl　acetate ，†　TosHI −

　　YAsu 　YANAG 【ucH エ＊，　YosHIFuMI　KIYoKAwA
，
　and 　YosHINORI　WAKAI （1（izα1’ura 　Sake

　　Brewing （］o ・丿Ltd・，　223，　Sltiの
，a・‘lto

，　Fushimi一んz’，　K］oto　612）HakkokQgaku　67：　159−

　 　 165．1989．

　　Isoamyl　acetatc 　is　one 　of 　the　 mQst 　i皿 portant　component 　of 　arolna 　and 　Bavour 　Df

sake ．　 To 　increase　the 　contcnt 　of 　isQamyl　acetate 　in　fresh∫曲
，
　we 　have　selected 　mutan 防

having　low 　activlty 　of 　the　esterase 　which 　hydrolyzes　isoamyl　acetate ，　by　diazo　sta ｛ning

of 　colonics ，　 One　of 　the　Inutants ，　K −9Ha ．3
，
　had　weak 　colQr 　by　the　diazo　staining 　due　to

Iow　esterase 　activity ； it　had　low　isoamyl　acctate 　hydrolysls　activity 　and 　accumulated

ahigh 　content 　of 　isQamyl　acetate 　in　the　mash ．　 Thus ，　accumulation 　of 　isoamyl　acetate
depends　on 　the 　ratio 　Qf 　aicohol 　acetyl 　transferase　activity ！isoamyl　acetate 　hydrolysis
aCtlvity ＿

　　Wc 　constructed 　diploids　by　hybrldization　bet、〜・cen 　K −9Ha −3　and 　haploid　clones

isolated　from　 an 　 authentic 　brewing　yeast ，
　 strain 　Kyokai　 no ．10．　 The 　 ability 　of 　fer−

mentation 　of 　the　diploiCls　in　saたe　moromi 　was 　super 三〇r　to　that 　Qf 　K ，9Ha・3　and 　amino 　acid

production 　by 山 e　dlploids　in　sake 　moromi 　was 　lower　than 三n　the　parental 　haploid　ycasts．
Thc 　mashes 　brewcd 　by　thesc　dlploids　cQntain 　large　anlounts 　of 　iSoamyl　acctate ．

　清酒中に 含まれ る エ ス テ ル は，清澑の 香 りを構成す

る 重要な成分の一つ で あり，と りわ け酢酸 イ ソ ァ ミル

は，カ プ ロ ン 酸 エ チ ル とともに 特 に 重 視され る香気 成

分 で あ る．1’2 ）

酢酸 イ ソ ア ミル の 生成 に は，酵母 の ア ル

コ
ー

ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー

ゼ （以 下 AATFase

と 略 す ）が 関 与 して お り，こ れ に つ い て は，石川ら，　3’

Y 。 shi 。ka と Hasllimoto，4
’

栗山ら
5｝

の 報告があ る．
一

方生成 され た酢酸イ ソ ア ミル は エ ス テ ラ
ー

ゼ に よ り

分解され る と考えられ，Parkkinenと Su。 malainen ，
6〕

Schermers ら
7〕

がそ の 報告の 中で 酢酸イ ソ ア ミル の 分

解 に つ い て 他の エ ス テ ル と比較 して 言及 して い る．

　清酒中の 酢酸 イ ソ ア ミル 含量 を 向上さ せ る こ とは，

清 酒 の 香 気 を 高 め る うえ で 重 要で あ り，生成 に 関与す

f 清酒酵母 に お け る 酢酸 イ ソ ア ミ ル 生 成機構（第 工報）

　The 　rnechanism 　of 　isoarnyl　acetate 　 pioduction　by

　 5ake −veast
＊

連絡先，CQrreSPQnding　author

る AATFase 活性の 増大，維持を検討 した 報告の ほ

か ，S’5）

秋 田 ら
S＞

は ア ミ ノ 酸量 が 酢 酸 イ ソ ア ミ ル 生 成 に

影響を及 ぼ す こ とを明 らか に し， 酢酸 イ ソ ア ミル 生 成

を最大に するア ミノ 酸量を検討 して い る．伊藤
9）

は醸

造 工 程 申の 揮散を少なくす る こ と が，清酒中の 酢酸

イ ソ ァ ミル 含 量 を 高 め る上 で 重 要 と して い る．ま た

Ashida ら
10）

は，酢酸 イ ソ ア ミル 生成の 律速因子 は イ

ソ ア ミル ア ル コ
ー

ル で あり， イ ソ ァ ミ ル ァ ル コ
ー

ル の

生成 に 関与す る ロ イ シ ン の ア ナ ロ グ ， 5，5， 5一トリフ ル

オ ロ ロ イ シ ン に対する耐性酵母を分離 し， 酢酸イ ソ ア

ミル 高生産株を取得 して い る．

　本報告 で は ， 清酒 中の 酢 酸 イ ソ ァ ミ ル 含 量 を 向上 さ

せ る こ とを 目的 と して ， 生成 さ れ た 酢酸 イ ソ ァ ミル の

酵母 エ ス テ ラ
ーゼ に よ る 分解に 着 目し，エ ス テ ラ

ー
ゼ

活 性 の 低 い 株 を 選 択 す る こ と を 試 み た ．選 択法 と して ，

寒天平板上 の コ ロ ニ ーに，エ ス テ ラ
ーゼ の活性染色法

を適用 し，得 られ k エ ス テ ラ
ー

ゼ 活性 の 低い 菌株 に つ
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い て 、香気 の 蓄積 に 関連 す る酵索活 性 な ど に つ い て 検

討す る とともに ，清酒醸造試験 に 供 した ．そ の 穡果，

酵母無細胞抽出液中の 酢酸 イ ソ ア ミル 分解活性 が 低 く，

清酒醪 中で の 酢 酸 イ ソ ア ミル 蓄積能 が 高 い 株 が 得 られ

た．そ して ， 酵母 に よ る酢酸 イ ソ ア ミル の 蓄積に は ，

AATFase に よ る生 成系 と と もに ，エ ス テ ラ
ーゼ に よ

る 分解 系が 関与 して い る こ とが認 め られた の で 報告す

る．

実　験　方　法

　使 用菌株および栄養要求性株の 分離　　親株に は 協

会酵母 7 号，9 号，10号，11号，12号，13号、701号，お

よ び901号 を用 い た．栄養要求性株 は，協会10号の 単相

株 ME −H −4u ）

を ， 紫外線 （UV ＞照 射あ る い は cthyl −

methanesulf 。nate （EMS ）
ix

で 変異 処 理 し，　 nystatin

濃縮法 に よ り単離 した．12）

　醪か らの 酵母の 勞画　　醪　500　ml を遠心 分離（6，
0DO

× 820 分） し， 得 られ た 沈澱部分を 滅菌水 に 懸濁後，

ガ ーゼ で 炉 週 した．浜液 を遠 心 分離 し，上 澄 を 捨 て ，

沈澱上層 の 乳白色の デ ン プ ン 層を 取 り除い た ．残 っ た

沈澱下層 の 黄 白色の 酵母部分を滅菌水 に懸濁 して ， 同

様に 遠心 分離 し，デ ン プ ン 層 を 再び 除去 した ．こ の 操

作 を 2 回 繰 り返 して 酵母画分 を 得 た ．

　酵母無細胞抽出液の 調製　　洗浄酵母菌体 109 を

等量の ア ル ミナ と 共 に，氷冷下 ，
0．5mM ジ チ オ ス

レ イ トール を 含 む O．02M リ ン 酸緩衝液 （KH2PO4 −

Na2HPO4 ，　pH 　7．0）中で 45分間乳鉢で 磨砕 した．得 ら

れ た ホ モ ジ ネートを 11
，
000×830 分 の 遠 心 分離 に よ り

分画 し
， 上澄画 分を酵母無細胞抽 出 液と した．

　分 析方 法

　1・　 エ ス テ ラ
ー

ゼ 活性　　Parkkinen 　ら
LS ）

の 方法

を 改変 して 用 い た．反 応 組 成 は O．　05M リ ン 酸緩衝液

（1）H7 ．0＞3ml ，1mMp 一
ニ ト ロ フ ェ ニ ル 酢酸 （P −NPA ）

O．5nil，酵母無細胞抽出液 0．5ml とし，30℃ で 30分

反 応後 ト 1丿ク ロ ロ 酢酸で 反応を停止 し，330　nm の吸

光度を 測定 した．活性 は生成す る P一二 ト ロ フ ェ ノ
ー

ル

の 反 応液中の 濃度 （μM ）で 示 した．

　2． AATFase −
活性　　Yoshioka と Hashimot ♂

｝

の 方法に 従 っ た．acetyl −C 。A 　2．4mM ，isoamyl　alc 。h。1

135mM を含む 150mM リン 酸緩衝液（pH 　7。5）D・5m 】

に，酵母無細胞抽出液 1ml を加 え て 25℃ で 1時間

反 応 後，lg の 塩化 ナ ト リ ウ ム を 加え て 反 応 を 停止 し，

生成 した 酢酸 イ ソ ア ミル を ヘ
ッ ドス ペ ース ガ ス クロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

に よ り定量 した．活性は 25℃ で 1 時間

に 生成す る酢酸 イ ソ ア ミル の 反 応 液中 の 濃度 Cppm ）

で 示 した．

　3・ 酢酸 イ ソ ア ミル 分解 活性　 酢 酸 イ ソ ア ミル

300ppm
，
　MgCl221 　mM を含む 150　mM リン 酸緩衝

液 〔pH 　7．0）0．5m1 に，酵母無細胞抽出液 1m1 を加

え て 25℃ で 1 時間反 応後 ，
100 ℃ 5分間加熱して 反

応を 停止 し，生成 した 酢酸を酵素法に よ り定量 した ・i4 ｝

活性は 25℃ で 1 時間 に分解す る酢酸 イ ソ ア ミ ル の 反

応 液 中の 濃度 Φpm ）で 示 した．

　4．　 タ ン パ ク質含量　　L 。 wry ら
15）

の 方法 に従 っ

た．

　5．　酵母菌体 の 脂肪酸組成 の 分析　　塩酸一メタ ノ

ール 法に よ り分析した 16）．す な わ ち，凍結乾 燥 酵 母菌

体 20mg に 5％無水塩酸
一

メ タ ノ
ー

ル 0．5m1 を 加

え， 100℃ で 5 時間加熱 した 後， 生成 した メ チ ル エ

ス テ ル を ヘ キ サ ン に よ り抽出 し，ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ

（DEGS 　10％ ，3・lm ガ ラ ス カ ラ ム
， 温度 190℃ ）に

よ り定量 した．

　小仕込 み 試験　　仕込 み 配合 を Tabie　1 に 示 した．

　大量仕込 み に お い て は ，
こ の 配 合割合 に 準 じた．仕

Tab 工e　 1。　 Feeding　 ratio 　 of 　the　 mash 　far　 sake 　brewing．

Addition
Tota玉

1st2nd 　　 3rd

Total　 rice
＊

　　　　 （9）

Steamed　 rice 　　　　（9）

κ・ブガ （as 　 rice ）　 （9）
Wate 【 　 　 　 　 （ml ）

Mash 　temp 巳rature （℃ ）

02

只〕

52

32

　

41

67969匚
04

　

ハ
D

477870Q61Q

り

17013634209

＊ The　 rice 　grains 　used 　were 　polished　to　reduce 　 their　weight 　to

　70％．
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込 み に は精米歩合 70％ の 白米 を使用 し，酵母仕込みで

3 段 に分けて 仕込みを行 い ，醪品温は最高 13℃ で 維

持 した．

実　験　結　果　
゜

　寒天 平板 上 で の エ ス テ ラ
ーゼ

’
活性の 検出　　エ ス テ

ラ
ーゼ の 活性染色法 （ジ ァ ゾ染色法 ） を 寒 天 平 板 上 の

コ ロ ； 一
に 適用す る方法を，協会 7 号酵母 （K −7）を 用

い て 検討 した．寒天平板上 の コ ロ ニ
ー

に
， 染色剤 （α

一

ナ フ チ ル 酢酸 （α
一NA ＞，フ ァ

ー
ス トブ ル

ーB 塩 ） を 含

む軟寒 天を重 層 して 染色す る方法 と，下層培地へ 染色

剤を直接添加 し， 生育 させ な が ら染色する 2 通 りの 方

法を 検討 した が，生育 させ なが ら染色す る 方法で は，

染色剤 に よ り菌の 生育 が阻 害 さ れ，菌 株 の 選 択 に は 適

さな い こ とが明 らかとな っ た。重層法で は ， 上層 寒天

の pH を 低 くす る こ とで 発色 が ゆる やか とな り，酵母

の 有す る エ ス テ ラ
ーゼ 活性 の 識 別 が 可 能で あ っ た ．こ

れよ りジ ア ゾ 染色法を次 の よ うに 設定 した．すな わ ち ，

TTC 下層培地
工7 ’

に 30℃ ， 2 日間で コ ロ ニ ー
を形成

させ た 後，0．025％ α 一NA ，　 O．25％ フ ァ
ー

ス トブ ル
ー

B 塩 ，
0．05M 酢酸緩衝液 （pH 　4．0）か ら成 る 軟寒天

を 重層 し，約 20分後 に 目視 に よる判定を行 っ た ，

　 こ の 方法に よ り酵母 コ ロ ニ
ーを 染色 した 場合 の ，発

色 の 強 さ と ， 各 酵 母 株 の エ ス テ ラ
ーゼ 活 性 を Table　2

に 示 した．一般 に エ ス テ ラ
ー

ゼ 活性の 強 い ffansenttla

属が 他 よ り強い 発色を 示 した ．ま た協会酵母間で も差

が み られ ，本法に よ り酵母 の エ ス テ ラ
ー

ゼ 活性が 判定

で き る こ と が認 め られ た ．

　エ ス テ ラ
ーゼ 活性 の 低い 単相株の 分離　　香 気生成

に 優れ る協会 9 号酵母 （K
−9）よ り，エ ス テ ラ

ー
ゼ 活性

の 低 い 株を 取得する こ とを 目 的 と して ，ま ず rancloln

spore ・plating 法
ls｝

に 従 っ て 単相株を 取得 した．　 K −9

の 胞子形成率は約10％ で あ っ た．さ らに 得 られ た 単相

株 に つ い て
， 寒天平板上の コ ロ ニ ー

に ジ ア ゾ染色法 を

適用 した．そ の 結果得 られた単相株25株に ， 明 らかな

色調 の 違 い が 観察 され た．

　小仕込み 試験　　得 られた 単相株 を用 いて ，総米

170g の 仕込 み試験を 行い ，得 られ た 上槽酒の 香気 成

分を ヘ
ッ ドス ペ ース ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
法で 分析

した．そ の 結果を Table3 に示 した が，ジ ァ ゾ染色時

の 色調が 薄い K −9，お よ び K −9 よ り得 られ た 単相株

で ある K ・9Ha ・3，　 K ・9Ha −8，　 K −9Ha −10，　 K −9Ha −15 を

用 い る と，酢酸 イ ソ ア ミル 濃度の や や 高い 上槽酒 が 得

られ ， 特 に K −9Ha −3 で は高く，
　 K −9 の 場合の 2．5倍

と な 7 た．ま た こ の 株 を 用 い る と酢 酸 イ ソ ブ チ ル 濃 度

も高 か っ た．

　酢酸 イ ソ ア ミル蓄積に 関する酵素活性の 酵母 間 の 比

較　　酢酸 イ ソ ア ミ ル 蓄積 に関 与 す る と考え られ る 酵

素活性，お よ び小仕込み 試験上槽酒 の 酢酸 イ ソ ア ミル

含量 に つ い て ，
K −9Ha −3 と協会酵母 7 株，　 K −7 の 変

異株 1 株 と の 比 較を 行 っ た 結果を Table　4 に 示 した．

な お，酵素活性の 測定 に は 麹汁培地 で ，20℃ ，3 日間

静置 培養した菌体 の 無細胞抽出液を用 い た．K −9Ha −3

は ，
AATFase 活性は さ ほ ど高 くな い が，エ ス テ ラ

ー

ゼ 活性，酢酸 イ ソ ア ミル 分解活 性 が他 の 株に 比 べ て 低

くな っ て お り，そ の 酢酸 イ ソ ア ミル 含量は、小仕込 み

Table　2．　Diazo　staining 　of　colonies 　and 　esterase 　activity 　of

　　 variOUS 　yeast　strains ・

Strain
　 　 Esterase＊

p−NPA 　hydrolysis

（FM ／mg 　prOtein）

Colony　colQr ＊ ＊

K −7K
−9K
−10K
−11K
−12K
−135

α‘‘harom ］ces 　 uval
『
um

ffansenuJa　 anomal α

4．64

．OL97

．95

，84

．85

．320

．2

　十 十 十

　 　 十

　 　 ±

　 十 十 十

　 十 十 十

　 　 十

十 十 十 十

十 十 十 十 十

＊ Esterase　 activity 　was 　measu τed 　usiDg 　cell　 extracts ．
＊＊

　Color　intensities　are 　as 　follows：　十 4−十 十 十　（lntense　dark　red ＞

　 〉 ＋ ＋ ＋ ＋ 〉 ＋ ＋＋ 〉 ＋ ＋ 〉 ＋ 〉 士 （Weak 　 red）
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Table 3. Diaze staining  of  celonies  and  flavor compenents  in fresh sake  brewed  using

  isolated haploid yeast strains･

Strain ColonvcolDri]uOH*  iBuOAci  iAinOH*  iAmOAc*  EtOCapr*
(ppn,) (ppm) (ppni) (PPM) (PPM)

K-･9K-9Ha-

 2

K-9Ha-  3

K-9Ha-  4

K-9Ha-  8
K-9Ha-IO

K-9Ha-13

K-9Ha-15

K-9Ha-20

K-9Ha--21

+++

±

++

±

+++

±

++++

19014526885207177174175ll9],50O. 41O.
 071.

 69O.

 05O.]5O.

 19O.

 17O.

 07O.

 05O.

 07

216113282106279288256243951025. 601,
 8214.

 82O.

 624.

 183.

 814,

 754.

 73O.

 55O.

 65

O, 97O,
 81O.

 62O.
 32O.

 91O.

 83O.

 611.

 37O.

 38O,
 46

K-9Ha-2.v21  were  hapleid  strains  iselated frem  K-9.

Symbols  for colony  color are  the  same  as  in Table 2.
*
 Abbreviatiens: iBuOH,  isobutyl  alcohol;  iBuOAc,  isobutyl acetate;

 a]cohol;  iAmOAc,  isoamyl acetate;  and  EtOCapr,  ethyl  caproate,

  Table 4- Enzyme  activities  of  various  yeast strains  and  iseamyl

     in the  fresh sake.

iAmOH,  isoamyl

acetate  content

Strain
Esterase

P-NPA  hydroly$is iAmOAc  hydrolysis
(iLMIrng pretein) {ppmlrng protein)(,,.f,>".T,FS,S.e,,i.)"f'ifpTlrn,g,VS.Ailc,,,

 
't>il,10.")C

K-7K--9K-10K-11K-12K-l3K-701K-901Mu7-3Bu

K-9Ha-3

4.64.0l.9Z95.84.84.95.03.02.2O. 644O,
 622O.
 496O,

 752O.
 882O,

 616O.

 774O.

 969O.

 633O,
 362

1. 3572.
 3632.3154.

 1623.

 8572.

 9465.
 4584,

 8833.8973.226

2. 1073.

 7994.

 6675.

 5334.

 3734.

 7827.

 0525.

 0396.

 1568.

 912

3. 163.

 413.031.

 963.

 963.
 555.

 625,

 067,

 4411.

 75

Mu7-3Bu  is a  mutant  of  K-7. Enzyme,activities were  measured  using  cell  extracts,

      Tab]e  5, Correlatien analysis  for various  factors in isoamyl acetate  accumulation,

                                                  (n == 10)

h.P.aP.7>"i, tl.)tdm,.O/yA,fi･, AATF.,,TIH iAmOAc

P-NPA  hydrolysis

iAmOAc  hydrolysis

AATFase

T/HiAmOAc

*

Oa 696 O.373O.

 582

.O. 256-O.
 311

 O. 565

**

-O. 555-O,

 436
 e.2I8

 O,799

S*,
 significant  at  1%  level; *, significant  at  5%  level.
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上 槽酒で も高 い 値 とな っ た．また Table　4 の 各測定項

目間で 相関分析を行 っ た 結果を Table　5 に示 したが，

上槽酒中の 酢酸 イ ソ ァ ミル 含量と AATFase 揺性 に は

有意 な 相関 は認 め られず，AATFase 活性／酢酸イ ソ

ア ミル 分解活性 （Transferase／HydrQlyase； 以下 T／H

と略す） と の 間 に 強い 正 の 相関が認 め られ，酢酸 イ ソ

ア ミル の 醪中濃度 に は AATFase に よ るそ の 生成系と

ともに ，エ ス テ ラ
ー

ゼ に よ る分解系が関与 して い る こ

とが判る．また p−NPA を基 質 とした エ ス テ ラ
ーゼ 活

性 と酢 酸 イ ソ ア ミル 分解活性 の 間に も有意 な正 の 相関

が 認 め られた，

　醪にお ける酵母の 香気蓄積関連酵粢活性の 変化

K −7
，
K −9 お よ び 酢酸 イ ソ ア ミル 高蓄積株 の K −9Ha ・3

を用 い て ，総米 2．5kg の 小仕込 み試験を 行 い，経時

的 に醪 か ら酵母を 分離 した後酵母の 有す る AATFase

活性， 酢酸 イ ソ ア ミル 分解 活 性を 追跡 した 結果 を

Fig．1 に 示 した．　 K ・9Ha・3 は K −7，
　K −9 よ り AATF

ase 活性が 高 く， 酢酸 イ ソ ア ミル 分解活性 は低 い レ ベ

ル で 推移 した・Fig・　2 に は ，
こ の 醪の T ／H 値と酢酸

イ ソ ア ミル 含量 の 経時変化を示 した．K ・7，
　K −9 で は ，

T ／H 値が 0．3〜0．4で 推移 し，酢酸 イ ソ ア ミル 含 量 も

2〜4ppm 　と ほ ぼ一
定で あ っ た． こ れ に 対 して ，　 K −

9Ha・3 で は T／H 値は醪経過 と と もに減少す る傾向に

あ る が ，
K ・7，　 K ・9 よ り終始 2 〜4 倍 の 高い 値で 推移

した，ま た酢酸イ ソ ア ミル 含 量 は醪前半の T／H 値 の

高い 時期 に 急激に 増加 し， そ の 後 T／H 値の 低下とと

もにそ の 増加 は鈍 くな っ たが，最終的に は K ・7，K ・9

の 約 3 倍高 い 値とな っ た．こ の よ うに 醪 の 経時 的 な酵

　？
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Fig，1．　Changes 　in　AATFase 　 and 　isoamyl　 acetate

　　hydrolysisactivities　of ア
east 　cells 　in　sake 　brewing．

　　（．
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），AATFase ； （一），　 Isoamyl　 acetate 　 hydro−
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Fig．2．　 Changes　i皿 isoamyl　acet 飢 e　 conten しin　sake

　　 moromiand 　activity 　ratio 　ofAATFase ／hydrolysis

　　activity 〔T ／H ）of 　yeast　 cells ．

　　（
一

），Isoamyl　 acetate ； （一一一一），　T ／H ； （O ），　K −7； （● ），
　　K ・9； （△）野

K −9Ha −3．

素活性等を測定し，検討するこ とで ，T ／H 値 が酢酸 イ

ソ ア ミ ル 含量に 影響を 及 ぼ す こ とが よ り明 白に な っ た．

　醪中の 酵母 の 脂肪酸組成　　酵母細胞膜に 存在する

不飽和 脂肪 酸 は ，
AATFase 活性 を 抑制す る とと もに ，

生成した エ ス テ ル の 膜透過 も抑制 し，菌体外 に エ ス テ

ル が放出され に くい こ とが 報告され て い る，19）

そ こ で

酢酸 イ ソ ア ミ ル 高蓄積株 K ・9Ha・3 の 菌体脂肪酸組成

を K −7，K −9 と比較 した ．測定値は示 さ な い が ，
い ず

れの 酵母も醪経過 とともに 飽和度は増加す る傾向 に あ

っ た が ，酵母間に 脂肪 酸組成の 極端な 違い は認 め られ

ず，K ・9Ha ・3 の 酢酸 イ ソ ァ ミ ル 高 蓄積性が 脂 肪 酸組成

に 依存 して い る の で は な い こ とが 推察 さ れ た．

　交雑株による小仕込み試験　　醸造用酵母 は二 倍体

あ る い は 高次倍数体が多 く，また 単相株 よ り二 倍体 の

ほ う が 増殖 能 や 発酵能 に 優れ ， ア ル コ
ール 耐性 も 強い

と予 想され る，こ の た め，開放発酵を 主 とす る清酒醸

造 に おい て ， 野 生酵母 の 汚染を受け に くい こ と や ，
ア

ル コ ール 濃度の 高くな っ た 醪末期で の
， 酵母 の 死 滅に

よ る ア ミノ 酸の 増加
2°）

が 少な い な ど の 利点 が 考えら

れ る．そ こ で ，酢酸 イ ソ ア ミル 高蓄積株 K −9Ha −3 を

用 い て ，交 雑 に よ り酢 酸 イ ソ ア ミル の 蓄積 能 が 高 く，

増殖能，発 酵能の よ り優 れ た 二 倍体株の 取 得を試み た．

K −9Ha −3 （α 接合型）は リジ ン
，

メ チ オ ニ ン の 栄養要

求性があ i）　，こ れ と協会IO号の 単相株 ME ・H ・4 （a 接

合型）
“ ）

の
，

ア ル ギ ニ ン あ る い は ロ イ シ ン の 栄養要求

性変異株を集団交雑法 で交雑させ た．得 られ た交雑株

N 工工
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Table　 6．　 General　 cDmponents 　 and 　 content 　 of 　isoamyl　 acetate 　in　fresh　 sa 　lee

　　brewed 　using 　parental　hapleid　sしrains 　and 　their　diploid　hybrids．

Strain Sak8　 meterAcidity 　　Formol　 N 　　iAmOAc
（n〕1）　　　　　　（ml ）　　　　　 （ppm ）

K −9K
＿9Ha−3

ME −H −4　 UV ＊

ME ・・H ・・4　El ＊＊

ME −H −4　 E2 ＊＊

K −9Ha−3× ME −H −4　 UV

　 　 KZ ＿03＿1

　 　 KZ −03−2

K −9Ha−3× ME −H −4　 El

　 　 KZ ＿03＿3

　 　 KZ −03−4
　 　 KZ −03−5

　 　 KZ −03−6

K −9Ha −3× ME −H −4　 E2

　 　 KZ −03−7

十 14．5

十 4．5

十 12．5

十 13，0

十 13．0

÷ 4．0

十 5．0

十 10．　5

十 8．0

十 8．0

　 0．0

十 9．5

2．62

．52

．12

，32

．1

2．62

．65

5匚

」

（
0

【
0

ρ
O

a
幺

22
「

2，5

ユ．82

．32

．12

，11

．9

2．052

．1

1．952
．02

．　052

，2

2．0

8．91
ユ9．810

．469

．38
，07

15．79

］3．8

14．4414

．2813

．6924

．51

22．32

＊ ME −H −4　 UV 　is　 a　 mutant 　induced　 by　UV 　irradiation．
＊＊ ME −H −4　EI　 and 　 ME −H −4　 E2　 are 　 mutants 　induced　by　 ethyl 　methane 　 sulfonate ．

は親株の 栄養要求性を相補 し， 胞子の 形成も良好で あ

っ た．

　つ ぎに，交雑株 7株 と親株で ある 単相株を 用 い て 小

仕込 み 試験を行 い
， そ の 醸造 特性を 検討 した．Table　6

に ，そ の 上槽酒 の一般成分お よ び 酢酸 イ ソ ア ミル 含 量

を 示 した．K ・9Ha −3 は 単相株で ある た め 発酵経過が遅

れ る傾向が み られた，こ の た め 日本酒 度も K −9 に 比

べ 低 い 値 と な っ て お り，
ア ミ ノ 酸度も高か っ た．こ れ

に 対し， もう
一

方 の親株で あ る ME ・H −4 の グル
ー

プは ，

単相株で あ る に もかかわ らず K ・9 と同程度 の 発酵能

を示 した ．こ れ ら単相 株 に対 し交雑株で は両 親株 の 中

間型 の 発酵能を有す る もの が多く， ア ミノ酸度は 両親

株 よ り少な い 株 も得られた ．酢酸 イ ソ ア ミル 含量 は 両

親株 の 中間 型 が 多か っ た が，親株を 越え る もの も見い

だ さ れた．特に KZ −03・7 は発酵能 も比較的強く， ア

ミノ 酸生成 も K ・9Ha −3 より少な く， 酢酸 イ ソ ァ ミル

蓄積能 は非常 に 高い 性質を も っ て い た．こ の よ うに 両

親 株 の 長 所を 併せ 持 つ 実用化可能 な 株を 選択する こ と

が で きた ．

考 察

酵母 の エ ス テ ラ
ーゼ 活性 に つ い て は，P一ニ ト ロ フ ェ

ニ ル 酢酸，
α
一ナ フ チ ル 酢酸を基質と して 研究が進め ら

れ，Wheeler と Rose21） は細胞質 に 局在する として い

る．Parkkinen と Suoma ユainen は酵母 の エ ス テ ラ
ー

ゼ 活性 が 外部 の pH に 影 響 され ず，22｝

基 質 と して 用 い

た α
一
ナ フ チ ル 酢酸 は 細胞膜を 透 過 す る た め，細胞を

破砕す る こ とな く，細胞質中の エ ス テ ラ
ー

ゼ 活性 の 測

定が 可能 で ある こ とを 報告 して い る．23 ｝
こ の こ とから，

今 回 寒 天 平 板 上 の コ ロ ニ ー
に お け る ジ ア ゾ 染色法を 検

討 し，設 定 した ジ ァ ゾ染色法 に よ っ て ，
Table　2 に 示

した よ うに ，細胞質中の エ ス テ ラ
ーゼ 活性を色調 の 差

と して 判定 す る こ とが で きた．一
方 エ ス テ ラ

ーゼ に よ

る醸造物中の 香気成分の 分解 につ い て も， 種 々検討 が

加え られ ， 酵母菌株に よ る違 い や ， 脂肪 酸 エ チ ル エ ス

テ ル と酢 酸 エ ス テ ル に対す る基 質特異性 の 違 い が報 告

されて い る．7’23，
また 栗山ら

24）
は，カ プ ロ ン 酸 エ チ ル

が エ ス テ ラ
ー

ゼ に よ り分解 され る とともに ，合成 も行

わ れ て い る こ とを報告して い る、

　酢酸 イ ソ ア ミル に 関 して ，今回の 染色法で エ ス テ ラ

ーゼ 活 性 の 低 い ，酢 酸 イ ソ ア ミ ル 高蓄積性 の 株 を取 得

で き た．得 られ た 菌株 と協会酵母を 用 い た，香気蓄積

関連酵素活性 を 比較 した 結果 （Table　4，5）や，醪 に お

け る酵母 の 酵素活性を検 討 した結果 （Fig ，1，
2）か ら，
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醪中の 酢酸 イ ソ ア ミル 含量 は AATFase 活性／酢酸 イ

ソ ァ ミル 分解活性 （T ／H 値）と強 く関連す る こ とが

明 らか とな っ た．AATFase は、主 に 酵母細胞膜 お よ

び細胞内膜構造体に 結合した状態で 存在す る こ とが 報

告されて お り，3｝ 酢酸 イ ソ ア ミル 分解活性 は，細胞質

内に 存在す る こ とが 認 め られ て い る．2s） AATFase に

より菌体内で 生成された酢酸 イ ソ ァ ミル は ， 細胞質内

の 酢酸 イ ソ ア ミ ル 分解酵素に よ り分解を受けて い ると

考 え られ，こ れ ら酵素の 局在 性 も，酢酸 イ ソ ァ ミル の

蓄積に 影響を及 ぼ して い る と推察 さ れる．また エ ス テ

ラーゼ 活性 と酢酸イ ソ ア ミル 分解活性 に は有意 な正 の

相 関 が 認 め られ て お り （Table　5），清酒酵 母 に よ る酢酸

イ ソ ァ ミル の 蓄積 に は，AATFase に よ る合成系 だ け

で な く，エ ス テ ラ
ー

ゼ に よ る分解系 も深 く関与 して お

り，両酵素 活 性 の 量 比 （T ／H 値 ）は，清酒酵母の 酢酸

イ ソ ア ミル 蓄積能の 指 標 と して 重 要 な 意味を持つ と考

え られた ，

要 約

　 1． 清酒中に 含まれ る 重要な 香気成分の
一

つ で あ る

酢酸 イ ソ ア ミル は，エ ス テ ラ
ーゼ に よ り分解 が 行 わ れ

て い ると考 え られ る．清酒酵母 よ り酢 酸 イ ソ ア ミル

高蓄積株 の 取得 を 目 的 と し， 協会 7号酵 母 （Saccfiaro−

myces 　cerevisia の を 使 っ て 寒天 平板上で の エ ス テ ラ
ー

ゼ 活性 の 識別方法を 検討 し，ジ ア ゾ 染色法を 設定 した ．

　2． 設定 した ジ ア ゾ染色法 を ， 協会 9号酵母 よ り得

られ た単相 株の 選 択 に 適 用 し，色調 の 薄い 株の 中か ら

酢 酸 イ ソ ア ミ ル 高蓄積性株 K −9Ha −3 を 得 た ．

　3．　K ・9Ha −3 の 香気蓄積 に 関わ る酵素活性を 検 討

した と こ ろ ，
エ ス テ ラーゼ 活性 ， 酢酸 イ ソ ア ミル 分解

活性が 低 く，ア ル コ
ー

ル ア セ チ ル トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ

活性／酢 酸 イ ソ ア ミル 分解 活 性値が ， 酢 酸 イ ソ ア ミル

蓄積能 に 強 く関連す る こ と が示唆 され た．

　4． 醪 に お い て も K −9Ha −3 は 酢酸 イ ソ ア ミル 分解

活性 が低 く，か つ ア ル コ ール ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ

ーゼ 活牲が 高く推移し ，
ア ル コ ール ア セ チ ル ト ラ ン ス

フ x ラ
ー

ゼ 活性／酢酸 イ ソ ア ミル 分解活性値が 香 気蓄

積 に 大 きな影 響を与 え て い た．

　5．　 K −9Ha ・3 の 菌体脂肪酸組成 は 協会 7 号，あ る い

は 9 号酵母 と大差 な く， 脂肪 酸 に よ る影 響は 考え に く

か っ た ．

　6・　 二 倍体化 に よ る 実用 酵母 の 取 得 を試 み，発 酵能

が優れ ， ア ミノ 酸度の 低 く，香気蓄積能 の 高い 株を得

る こ と が で きた ．
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