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Breeding　ofhigher 　malic 　acid
−productive　mutants 　from 　Sa‘‘加 アemyces ‘eアevisiae　Kyokai

　
No ．7

　　（K −7）．− Note− 　MoToTsuNE 　AJKAwA ，
＊ TETsuYosH 【SuIzu・E監JI　IcHIKAwA・AKlTsuGu

　　KAwATo ，　YAsuHlsA　ABE ，　and 　SATosHI　IMAYAsu（Research∬競 ガごロ‘ら Gekkafkan　Sake　Coり

　　Ltd．，24，　Shimotobakayanagi−
‘ゐo

，
　Fu∫himi一触，　Klote　612）Hakkoko 巳aku 　70：473 −477 ，1992 ．

　　Higher　malic 　acid −productive　mutants 　of 　Sa‘‘haromptces‘erevtSiae （Kyokai　No ．7）were

isolated　as 　sensitive 　mutants 　of 　di皿 ethyl 　succinate
，　a　speci 且c　inhibitor　of 　succinate

dehydrogenase，　 One 　of 　the 匝 utants ，　No 、2−69 ，　produced　malic 　add 　at　a　leve1山 ree 　times

higher 　than 　the 　parent　strain 　in　a　cuiture 　with 　YEPD 　medium ，　and 　a 亅so 　in　sake 　brewing．

Thc 　productivitics　of　other 　orga 皿 ic　acids
，　such 　as　lactic　acid ，　acetic 　acid ，　citric　acid 　or

pynlvic　acid ，　showcd 　no 　signi 丘cantdifference 　between 由 e　two 　strains ，　 In　sake 　brewing，　the

mutant 　gave　a　fresh　and 　acidic 　taste ，　compared 　with 　that 　of 　the 　parcnt ．　 Lower 　amounts 　of

dimethyl　succ   a ζe　1nhibited　succinate 　debydrogenase　activity 　in　a　cnlde 　extract 　of 　the 　mu ・

tant．

　近 年，消費者 ニ ーズ の 多様化 に と もない 清酒 の 個 性

化が図 られ て お り，その た め の 方法 の
一つ と して ，酸

度の 異な る清酒や ，酸度が同 じで も有機酸 の 組成 の 異

な る清酒 の 醸造が試み られ て い る，1，2）清酒中 に 含まれ

る有機酸と して ，約40種類 が 報告 さ れて お り，乳酸，

こは く酸，りん ご酸などが 主要な有機酸 と して 知 られ

て い る．3〕こ れ ら の うち 乳酸 は 主 に 酖に 由来 し，こ は

く酸 ， りん ご酸 は 醪発酵中に 酵母 に よ っ て 生成 され る

こ とが ，豊 X ，　，）林 田
S）らに よ っ て 示 さ れ た ．清 酒 に

含 まれ る こ れらの 有機酸 の 中で ， りん ご酸 は 官能的 に

高 く評価 され て お り清酒 に さ わ や か な酸味を与 える こ

とが報告 さ れ て い る．6）我 々 は りん ご酸生成能が高 く，

しか も清酒醸造用 酵母 として の す ぐれた形質を 兼ね 備

え た酵母 の 育種 を 目的 に ，Succinate　dehydregenase

（SDH ）の 阻害剤 で あ る．　 dimetl・yl　succinate （DMS ）を

＊

連絡先，Corresponding　author ．

用 い て 実用清酒酵母 の ス ク リ
ー

ニ ン グを行 っ た．そ の

結果，協会 7 号 酵母 の DMS 感受性変異株の 中に りん

ご 酸高生成能 を有す る 株 を 見い だ し，本育種法 で 得ら

れ た菌株が 有機酸生成量や 組成 の 異 な る清酒 の 醸造 に

有効 と 考 え ら れ た の で 報告す る．

　親株 と し て は ，Saccha・omlces 　serevts　iae協会 7 号酵 母

（K −7）を 用 い た ，酵母 の 培養に は，YEPD 培地 （LO ％

酵 母 エキ ス
， 2，0％ペ プ ト ソ ，2．0％ グ ル コ

ース ）を 用

い ，寒天培地は こ れに 1．5％の 寒天 を 加 え調製 した．

　 まず，
DMS の K ・7 に 対す る 生 育 阻 害率 を調 べ る た

め に ，0．5−・3．0％ の DMS を 含 む YEPD 寒 天 培地 を調

製 し，各 プ レ ートに 生育 して くる細胞数を計測 した ．

その 結果，DMS 濃度が 0 ％か ら1．5％ の 範囲 で は，生

育細胞数は DMS に よ る影響を受け なか っ た ．しか し

な が ら，2．0％の DMS で 生育細胞数 は 10％ に 減少 し，

2．5％ で 酵母 の 生育 は 完全 に 阻 止 さ れ た ．以上 の 結果

か ら ， 変異株 の ス ク リ
ーニ ン グ に は ，1．5％ DMS を
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含 む YEPD 寒天 培地 を 用 い る こ と に した ．酵 母 の 変

異 処 理 は Lindegrenら の 方 法 に 準 じt7 ）0．3％ ethyl

methane 　sulfonate （EMS ）溶液中で 6G分間行 っ た．変異

処 理 後 YEPD 寒天 培地 に 生育 して きた コ 卩 ニーを ，

DMS を含む YEPD 培地 に レ プ リカ し，こ の プ レ
ー

ト

に 生育 で きな い 株を DMS 感受性株 として 52株分離 し

た 、

　以 上 の よ うに し て得 られた 変異株 52株 に つ い て 酸生

成能 を調 べ る た め に ，10％ グル コ
ース を 含む YEPD

培 地 で 30 °C
，
3 日間静置培養 し，培養 液 に つ い て 滴

定酸度 と有機酸組成 を 測定 した．滴定酸度の 測定法は

国税庁所定分析法に 準 じた ．8＞また ，有機酸組成分析

は 島津製高速 液体 ク 卩 マ ト グ ラ フ 有機酸分析 シ ス テ ム

を 用 い て，ボ ス ト カ ラ ム pH 緩衝化電気伝導度検出法

に よ っ て行 っ た．変異株 の うち 7 株 に つ い て ， 滴定酸

度 の 測定結果を TabLe　1 に 示 し た ，こ の 中で 酸生成能

が 高 い 4 株 N ・ ．1−45 ，N 。 ．1・85 ，N ・ ，1−96 ，　N ・．2−69 の

各変異株 に つ い て 有機酸組成を調 べ た ．そ の 結果 ，

Table　2 に 示す よ うに ，
ピル ビ ン 酸 ，乳酸，酢酸等 に

つ い て は 若干 の 増減 が見 られ る もの の ，株間に 大 きな

差 は 見 られ な か っ た ．しか しなが ら，TCA 回 路関与

の 有機酸 で あ る，こ は く酸，りん ご 酸 は 変異株 に お い

て い ず れ も増 加 が 認 め られ ，中 で も No ．2−69 株は

も っ と も りん ご 酸 の 生 成 が高く，K −7 の 約 3 倍生成 し

て い た．生 成 した りん ご 酸に つ い て の 光学活性 は 測定

して い な い の で 不 明で あ る．

　次 に ，清酒醪 に お け る りん ご酸生成能，お よ び実用

性 を検討す る た め 小 仕 込 試 験 を 行 っ た．小 仕 込 試 験 は

難波ら の 方法 に 準 じ，9）精米歩合 72％ の 日本晴 を 用 い ，

総米 4．5kg
，麹歩合20％ ，汲水歩合 130％ の 三 段 仕込 で ，

発酵温度は 15°C 一定 で 行 っ た．上槽酒 の
一般成 分 は

国税庁所定分析法に 準 じて 測定 した ．S）また ，香気成

Table　 1．　 Acid　prQduction　ofmutants 　from　Kyokai

　 　 No ，7．

Strain Titration　acidity （m1 ）

K −71
−451
−851
・961
・1172
−522
・692
−90

1．702

．041
．952

．02L561

．972

．081
．29

　 Yeast　 strains 　 were 　 cultivated 　in　300　m ］−fiasks　 at 　30 °C

for　3　d　in　 130ml 　of 　YEPD 　 rnediurn 　 containing 　IO％

glucose，　 Titration　acidity 　was 　measured 　by　the 　method

of 　thc 　National　Tax 　Administration．a）

分 は ，ヘ
ッ ドX ペ ーX 法 に ょ る ガ ス ク ロ マ b グ ラ フ

ィ
ー

で 測定 し た ．10）

　小仕込 試験の 結果，No ，2−69 は 発酵中期 ま で は 親株

と比 較 して 発酵能 に 差は 見 られなか っ た が ， 中期以降

発酵 が 緩慢 に な っ た （Fig．1）。滴定 酸度の 経時 的 変化

は Fig．2 に 示 す よ うに ， 5 日 目で は No ．2−69 株 は K −7

よ りも約 0．3m1 ほ ど高 い 酸度を 示 した に す ぎず，大

き な 差 は 見 られ な か っ た が ，以後 の 経過 で は K −7 は

わ ず か に 酸度 が 上昇 し た の に 対 し，No ，2−69 株で は 経

時的 に 酸度 が 増加 し，最終的 に は K −7 の 約 1．5倍 の 滴

定酸度を示 した．こ の 時 の 各有機酸 の 経時的変化 に つ

い て 調 べ た と こ ろ ，ほ と ん ど の 有機酸に つ い て は，

No ．2−69 株 は K −7 とほ ぼ 同 様 の 生成 パ タ ーン を 示 し

た ．し か しなが ら，りん ご酸 は ，Fig．3 に 示す よ うに ，

発酵 日数 と共 に 生 成量 の 差が顕著に な り，上槽時に は

K −7 の 200ppm に 対 し，　N 。 ，2−69株 で 620ppm とな り，

約 3 倍 の りん ご 酸を 生成 し た ．以上 の 結果 よ り，No ，

Table　 2．　Organic　acid 　contents 　in　cuhure 　broth．

Content　 of 　organic 　 acid （ppm ）

Strain Pア
ruvic

　 acid

Lacticacid Aceticacid Citricacid Succinic
　 acid

Furnaric
　 acid

Malicacid

K −71
−451
−851
−962
−69

132．7136

，6135

，9133

，3

ユ23，3

32．528

．15

  ．125

．631

．8

42．350

．341

．343
，734

，0

4 ．7

コ0，76

，712
，65

．5

102 ．3140

．4116

．7111

．5112

．0

DDDDDNNNNNa 55，095

．1105

．8110

．1152

．0

　AU 　strains 　wcre 　cultivated 　under 　the　same 　condition 　as 　in　Table　l　in　300　ml −flasks　containing 　130　ml 　of 　a　YEPD
medium 　with 　10％ g］ucose ．　 Organic　acids 　were 　mcasured 　by　the　method 　rcfcrreCl 　to　in　the　text．
瓧ND ； not 　detected．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1992 年　第 6 号 りん ご酸生成能 の 高 い 酵母の 育種 475

20（
3
）

　

　

　

　

　

　

田

騾

O
冨

唱」一
匸

OO

＝

OO

一
〇

⊆

弱

‘

苗

00
10 20

600

｛
E
長
）　40D

羃
td

，。。

oo
10 20

Fermentation　time （d ）

Fig，1．　 Timc 　 courscs 　 of 　e止 anol 　product量on 　in　moromi

　　 mash 　by　KyQkai　No，7and　mutant 　strain ，2−69．
　　Sake　brewing　with 　both　strains 　were 　carr 重ed 　out 　by

　　the　metliod 　ef 　Namba 　et　al ．9） 4680 　g　ofsteamcd 　ricc ，
　　1080gof 　rice 　koli，6075　ml 　of 　tap 　water ，0．3m 】 of

　　Iactic　 acid 　 and 　 1 × 1090f 　ycast　 werc 　 mixed ，　 and

　 　incubated　at 　150C 　f｛）r　23　d，　The 　e山 anol 　co ロ centra −

　　tion 　 of 　 each 　 moromi 　 mash 　 was 　 rncasured 　by　 thc

　 　 method 　of 　 the　 National　 Tax　 Administration、8）

　　Symbols ： Q ，K −7；● ，mutant 　stmin ，2・69．

2−69 株 は 醪中 に お い て も りん ご 酸高 生 成 能 を 示 す こ

とが確認 で き，本 変異 株 で 醸造 した 清酒 の 滴定酸度が

高 い の は ，主 に りん ご酸 の 増加 に よ る もの で あ る と考

え られ る．Table　3 に 上 槽酒 の
一

般成分お よ び 香気成
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旨
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　 　 　 　 　 　 Fermentation　time （d ）

Fig．3．　 Time 　courscs 　of 　malic 　 acid 　content 　 of 　meromi

　　mash 　by　Kyokai 　No ．7and 　 mutant 　 strain ，2−69．
　 　 Each　strain 　 was 　brewed　undcr 　the　same 　conditions

　　as　described 　in　the　］egend 　of 　Fig．1．　 Thc 　content 　of

　　malic 　acid 　was 　measured 　by　thc　method 　desc曲 ed

　　in　the 　text ，　 Symbo 】s： O
，
K ・7；O

，
mutant 　stra エn ，

　 　 2−69．

分量 を 示 す．No ．2−69株 は ，　 K −7 に 比べ 発酵が 遅 れ た

た め に ，
ア ル コール は 約 2 ％低 い 値 に な っ た．滴定酸

度 は りん ご 酸 の 影 響 に よ b，K −7 の 約 1．5倍 の 4．03 皿 1

と高い 値 を示 した ，ア ミ ノ 酸度 は 株間 に 大 きな 差 は 見

られなか っ た ．香気成分 で は ，イ ソ ブ チ ル ア ル コ ール ，

イ ソ ア ミ ル ア ル コ ール
， 酢酸イ ソ ア ミ ル が K −7 よ り

若 干 高 い 値 を 示 した が，官能試験 の 結果酒質に は影響

は な か っ た ．上 槽 酒 の 有機酸組成 （Tab 置e　4）よ り明 ら

Table 　3 ，　 General　analysis 　and 　arorna 　compounds

　 　 in　fcrmentcd　sake ，

General 　analysis

Strain

10

K −7 2−69

20

　　　　　　 Fermentation　time 　（d ）

Fig．2．　 Time 　 courses 　 of 　acidity 　production　in　moromi

　　mash 　by　Kyokai　 No．7and 　mutant 　 strain
， 2−69．

　　The 琵mentation 　 test　 was 　 performed　 under 血 e

　　same 　 condit 量ons 　 as 　 dcscribed　in　 the　legcnd　 of 　Fig．

　　 L　Titration　acidity 　 was 　measured 　by　the 　 method

　　ofthe 　National　Tax　Administration．B｝ Symbols： O ，
　 　 K ・7； ● ，mutant 　strain ，2−69．

　 Sake　meter

　A ］cohol （％）

　 T 。 tal　acidity （m1 ）

　 Amino 　acidity （ml ）

Aroma 　compound

　 Isobutyl　alcoho1 （ppm ）

　 Isoamyl　alcohol （PPm ）

　 Isoamyl　acetate （ppm ）

　 Ethyl　caprQate 　（PPm ）

十 1．019

．7

　 2．68

　 2．45

87200

　 3．71

．1

一3，017

，6

　 4．03

　 2，65

138268

　 6．9

　 1，2

　Sake　meter ，　alcohol，　total 　acid 三ty，　 and 　amino 　acidity

were 　assayed 　by　measuring 　as　Clescribed　by　the　National

Tax 　Administration．s） Aroma 　co 皿 peunds 　 werc 　meas −

ured 　by　head　space 　gas　chromatography 、io）
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Table　4．　Organic　acid 　contents 　in　sake 　brewed 　by　K −7　and 　mutant 　s亡rain ，2−69．

Contents　of 　organic 　acid （PPm ）

Strain PyruVic
　 acid

Lacticacid AceticaciCl Citricacid Succinic
　 acid

Fumaric
　 acid

Malicacid

K −72
−69

51．976

．8

542．1526

．3

150．4121

，5

116 ，8109

，0

507 ，6587

．4

DDNNa 201．4617

．3

Organic 　acid 　was 皿 easured 　by 山 e　method 　referred 　to　in 匸he　text ．
aND

： not 　deteCted．

か な よ うに ，N 。．2−69株 の 上 槽酒 は 対照 と比較して ，

こ は く酸と りん ご 酸が 高 い 特徴を有 し て お り， 官能試

験 の 結果酸味 の きい た さわ や か な 酒質で あ っ た ．以上

の よ うに ，今 回 得 られ た りん ご 酸高生 成 能 を 有す る 変

異酵母 の 使用 に よ っ て ，従来と は異 な る酒質の 清酒を

醸造す る こ とが 可能 に な っ た．変異株 N ・ ．2−69 株の

DMS 感受性 変異 は SDH が 変異 し て い る た め と予 想

され る．こ の こ とを 明らか に す るた め に ，SDH 活性

に 及ぼ す DMS の 影響 に つ い て in　vitro で 調べ た．まず，

10％の グル ＝ 一
ス を含む YEPD 培地 に て 30 °C ，48時

間振 と う 培 養 し た 菌 体 を 200mM 　phosphate　buffer

（pH 　6．0）に 懸濁 し，フ レ ン チ ブ レ ス （Aminco 社製）

で菌体を 破砕 した ．次 に ，こ の 破 砕液 を 3000Xg，
10分間遠心分離 して得た上 澄を 10mM 　ph。 sphate 　buf −

fer（pH 　6．0）で
一

晩透析後 ，3000 × g，
10分間遠 心 分離

し， 上澄液を得 て こ れ を菌体内粗酵素液 と し た ．粗酵
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Fig，4．　 Effect　 of 　 DMS 　 concentration 　 on 　 Succinate

　　dehydrogenase　 act 三Vity　 of 　 cell−free　 extracts 　 from

　 　Kyokai 　NG ．7and 　mutant 　strain ，2・69．　 Both　strains

　 　 were 　cultivated 　at　300C 　for　2　d　in　500　m1 一且asks 　con −

　　taining　100　ml 　of　YEPD 　medium 　with 　the　shaking ．
　　The 　 enzyme 　 actMtles 　 of 　 cell−free　 extracts 　 were

　　assayed 　by　rneasuring 山 e ｛nitial 　rate 　of 　FAD 　oxida −

　　tion ，　as 　descr三bed　in　the　text、且2〕　Symbols： ○，K ・7；
　 　 ● ，mutallt 　 strain ，2−69、

素 の タ ソ パ ク 量 は Bradford ら の 方法 に 準 じ て 測 定

し，MSDH は Veegerらの 方法 に 準 じて 活性 を 測定 し

た ．12｝

　K −7 と N ・ ．2−69 株よ りそれぞれ菌体内粗酵素液を調

製 し，DMS に よ る SDH の 阻害を調 べ た 結果 （Fig．　4），
K −7 で は 酵素反応液 中 に 1 ％ DMS を添 加 す る こ とで ，

SDH 活性 は 約50％ に 低下 し，2．5％DMS の 添加 で 完

全 に SDH 活性 は 阻害 され た ．しか しな が ら，　N 。．2−

69 株 で は 1 ％ DMS の 添加 で SDH 活性 は 100 ％阻 害

され ，粗酵素 に お け る SDH 活 性 の DMS 感受性 が 高

くな っ て い る こ とが 示唆 され た．こ の よ うに ，本変異

株 は SDH に 変異 が 存在 し て い る もの と推測 さ れ た

が，他 の 部位 に も変異が 存在 して い る可能性 も考えら

れ る た め ，今後，さ らに 詳細に ，本株の りん ご酸高生

成能 の 機作を明 らか etして い く予定 で あ る ．

要 約

　協会 7 号酵母を用 い て りん ご酸生成能 の 高 い 酵母 の

育種 を行 っ た ．協会 7 号酵母 を EMS 処理 し，1．5％
DMS を 含 む YEPD 培地 に 生育 しない 株を DMS 感受

性株 と して単離 した ．得 られ た DMS 感受性株の 中で

酸生成能 の高い 株の 有機酸組成を調 べ た結果，りん ご

酸の 生成 が 顕 著 に 増 加 して い た．DMS 感受性株の 中

か ら N ・．2・69株 を 選択 し，小仕込試験を行 っ た結果，

清酒醪 に お い て も No ．2−69株の 特徴 で あ る りん ご酸

高生成能が 認め られ た ．上 槽 酒 の 滴定 酸度 は ，K ・7 の

約 1．5倍 で ，4．03m1 で あ っ た ．　 bん ご酸は 620　ppm で

あ っ た．今回得られ た DMS 感受性変異酵母 は粗酵素

液 に お け る SDH の DMS に 対す る 感受性 が 高 くな っ

て い た．
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