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シクロヘキシミド耐性清酒酵母(M7-14)のりンゴ酸生成に関する遺伝子の発現量を調ベ

た結果, M7-14は親株の日本醸造協会7号酵母(K・フ)よりトリカルボン酸(TCA)回路の

リンゴ酸デヒドロゲナーゼをコードするMPH1やMDH2,グリオキシル酸回路のイソクエ

ン酸りアーゼをコードするICι1の発現量が増加したためにりンゴ酸高生産酵母となったと

結論した.また,実地醸造試験ではりンゴ酸を通常の清酒の3倍から5倍多く含み,エタ

ノール12%程度の清酒が酸造された.仕込みの大きさや酒母の種類などに関係なくりンゴ

酸が高生産され,さわやかな酸味を有する低アルコール清酒の開発が可能と示唆された

ノ

1.はじめに

清酒中の有機酸は呈味成分として重要な因子であ

リ,特にりンゴ酸は「さわやかな」「すっきりした」味

を与えると言われているD.りンゴ酸高生産酵母に関

しては,相川らはジメチルコハク酸感受性株より分

離しの,水野らは2、デオキシグルコース耐性株より.),

Asan0 らはマルトース低資化能株より分離している

..また吉田らはシクロヘキシミド耐性株よりりンゴ

酸高生産株を分離している幼,本研究ではさわやかな

酸味を有する清酒の開発を目的として,シクロヘキ

シミド而村生株の中からりンゴ酸高生産酵母(M7-14)

の分離を行った.前報')では, M7-14はTCA回路の

ミトコンドリアのりンゴ酸デヒドロゲナーゼ活性や

グリオキシル酸回路のイソクエン酸りアーゼ活性が

強くなったためりンゴ酸生成能が向上したと推察し

た.そこで,りンゴ酸生成に関与する遺伝子の発現量

を調ベた.また,前報では, M7-14での清酒の小仕込

み試験を行ったところ,日本醸造協会7号酵母(K・フ)

に比ベ2.8倍量のりンゴ酸を含み,エタノールが12.4

%の低アルコール清酒が醸造された.そこで, M7・N

の低アルコール清酒用ヘの実用性を検討するため清

酒の実地醸造試験を行ったので報告する

ルコール清酒の実地醸造試験を行った.A酒造場は70

%精白米のレイホウを,B酒造場は65%精白米の山田

錦を,C酒造場は65%精白米のレイホウを, D酒造場

は70%精白米のレイホウを使用した.仕込み配合を

Table1に示す. A酒造場は速醸酒母で50地仕込み,

2.実験方法

2.1遺伝子発現量の比較

YPD培地で30゜C,2日問静置培養し, Gentra社製

のRNA単離キットを用いて全RNAを調製しDNAマ

イクロアレイを用いて全遺伝子の転写レベルでの発

現量の比較を行った、

22清酒の実地醸造試験

佐賀県内の4酒造場において,M7-14を使った低ア

Table l
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温糖化酒母で50okg仕込み, D酒造場は酵母仕込みで

210kg仕込みとした
23分析法
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製成酒の一般成分は国税庁所定分析法に基づき測

定した.有機酸は高速液体クロマトグラフ(島津有機

酸分析システム)により分析した

3.実験結果及び考察

3.1リンゴ酸生成に関する遺伝子発現解析

前報')でシクロヘキシミド耐性株よりりンゴ酸高

生産清酒酵母(M7-14)を分離し,さらにりンゴ酸の

高生成機構について検討した結果,1CA回路のミト

コンドリアのりンゴ酸デヒドロゲナーゼ活性及びグ

リオキシル酸回路のイソクエン酸りアーゼ1舌性が高

くなったためにりンゴ酸高生産株となったと推察し

た.そこで,りンゴ酸生成と酵素活性との関連を明ら

かにするためDNAマイクロアレイを用いて遺伝子の

発現量の変化を調ベた. DNAマイクロアレイは網羅

的な遺伝子の発現解析手法として1998年頃より急速

に広まってきた力.酵母の約6400種類の遺伝子に対応

できるマイクロアレイは市販されている力W,今回は

九州大学の久原研究室で作成したマイクロアレイ0}を

回路とグリオキシル酸回路,エタノール生成に関与

する酵素と遺伝子の発現量を示す.りンゴ酸デヒド

d
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用いて解析した

TCA回路及びグリオキシル酸回路のりンゴ酸生成

に関与する酵素と遺伝子をFig.1に示す.これらの遺
伝子の発現量をK、7とM7-14で比較した. Fig.2のA
にK、7に対するM7、Hの全遺伝子の蛍光標識の様子

を,またBにMDH1を含むブロックの部分の拡大図

を示す(MPHNよ上から8行目,右から7列目のス

ポット).さらにTable 2 にK・7にヌ寸するM7-14のTCA
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ロゲナーゼに関し, MDHI(ミトコンドリアのりンゴ

酸デヒドロゲナーゼ)の発現量は, K・7に比ベ1.8倍

に増加し, MDH2(細胞質のりンゴ酸デヒドロゲナー

ゼ)では, K、7に比ベ1,5倍に増えていた.前報で報

告したように細胞質のりンゴ酸デヒドロゲナーゼ活

性はK、7に比ベM7-14は1.7倍であり, MDH2の発現

量が1.5倍に増えていることとよく一致した. MDH2

遺伝子破壊株では清酒中のりンゴ酸は減少し,高発

現させると増加することから, UDH2はMDH1より

リンゴ酸生成に大きく関与していると報告されてい

る円・川.しかし, M7-14の場合,ミトコンドリアのり

ンゴ酸デヒドロゲナーゼは細胞質のりンゴ酸デヒド

ロゲナーゼより活性が高いことから,細胞質のりン

ゴ酸デヒドロゲナーゼはりンゴ酸の生成に関して影

響は少ないと前報では推論した. DNAマイクロアレ

イでの遺伝子の発現量解析の結果, M7・NはK・7に比

ベMDH1の高発現が認められ前報の推論を支持した

一方,グリオキシル酸回路のイソクエン酸りアー

ゼ活性は, M7-14ではK、7の50%増の活性となってい

ることから,嫌気条件下でM7-14はグリオキシル酸

回路のイソクエン酸りアーゼ活性が高くなり,りン

ゴ酸高生産株になったと前報では推察した. DNAマ

イクロアレイでの解析の結果,イソクエン酸りアー

ゼをコードするICι1は1.4倍に発現量が増えており,

その推察の妥当性が証明された.

また, M7-14はエタノールの生成がK・7の約70%と

低下したが, DNAマイクロアレイでの解析の結果工

タノール生成に関与するPDCI, PDC2, PPC5, PDC6,

やADHI, ADH2, ADH4の発現量がK・7より少なく,

このためにM7、Nはエタノール生成能が低下したと

考えられた

3.2清酒の実地醸造試験結果

低アルコール清酒の開発は仕込み方法等の工夫に

より数多くなされたきたW~岡。最近では長井らは勘

熟成酒母に四段液を添加する方法による低アルコー

ル清酒の開発を,(株)仙醸ら三社では羽白米の酵素

液化処理後に麹や乳酸等を加えた低アルコール清酒

の開発を行っている.そこで,低アルコールとなって

も味が希薄化しない酒質として,原酒の酸度を高め

ることを試みた.単に原酒を加水して低アルコール

清酒を製造すると,低アルコール化により味が希薄

化するが,原酒のりンゴ酸含量が高ければ,低アル
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コール化に伴う希薄化は緩和すると期待される、そ

こでりンゴ酸高生産酵母のM7-14 を用いてりンゴ酸

含量の多い低アルコール清酒の実地醸造試験をおこ

なった

もろみ経過をTable3に示す. A酒造場は速醸酒母

で仕込み,もろみの最高温度は12でであった.酸度

は9日目には2.8と高く,もろみ前半から酸が多く生

成された.メーターの切れがやや緩慢であったが,25

日目にはエタノール分は12.8%と低アルコールで,

メーター3.1 と甘く,酸度が3,6 と酸味のあるもろみ

となった, B酒造場は酵母仕込みを行ったが, A酒造

場と同じように 25日目にはエタノール分12.5%,

メーターが3.1で酸度はA酒造場より高く4.8のもろ

みとなった.C酒造場は高温糖化酒母を行いもろみの

最高温度を15でまで上げた.23日目にはアルコール

12.0%の低アルコールで酸度4.1の酸味と甘味のある

もろみとなった.D酒造場は酵母仕込みであるが,添

仕込みは15でで仕込み,踊も15でとして前急型にし

た.もろみの最高温度は13でで,18日目には他の酒

造場と同様にエタノール分が12.0%の低アルコール

で,メーター2.1の甘味のあるもろみとなった.酸度

は前急型にしたためか,もろみの前半より生成量が

多く 5.2 となった

上槽後の清酒の分析結果をTable4に示す. M7-14

の小仕込み試験では')エタノールの生成がK・7に比ベ

て約70%の 12.4%であったが,実地醸造試験でもほ

ぼ同じで12%程度となった.また,メーターは小仕

込み試験では36であったが,今回は・22から・31で

あり,仕込み量が大きくなることによりメーターの

切れがよくなることが分かった.りンゴ酸の生成に

関しては,小仕込み試験ではK、7の2.8倍量生成され

たが,今回も約1000μglm1のりンゴ酸が生成され通常
の清酒の3倍から5倍の生成量であった.実地酸造

試験では仕込みの大きさや酒母の種類などが異なっ

ていたが,りンゴ酸の生成には仕込みの大きさや酒

母の種類に関係なく生成されることが分かった こ

のように,M7-14を使えばりンゴ酸を多く含んだ低ア

ルコール清酒の開発が可能であることが証明された

市販の低アルコール清酒の酸度とメーターとの関

係をFig.3に示す.主に酸度が高く甘ロタイプと,酸
度が低く香りの高い吟醸酒タイプとなっている.酸

度が高く甘ロタイプの低アルコール清酒は乳酸やり

ンゴ酸を多く含んでいる.今回の実地酸造試験の低

アルコール清酒は,メーターが・22から・31,酸度が

3.4から 5.6であり, Fig.3 より市販低アルコール清酒
のちょうど真ん中程の成分の清酒であった

Components oflow alcoholsake brewing by M7-14Table4
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半数の人が肉料理との相性がよいと答え,どちらと

もいえないと答えた人と合わせると80%の人が焼き

肉などの肉料理との相性が良いと感じていると判断

された

以上の結果より, M7-14は実地醸造においてもりン

ゴ酸を高生産し,さわやかな酸味を有する低アル

コール清酒の開発が可能であることが示唆された

4.おわりに

DNAマイクロアレイによるりンゴ酸生成に関する

遺伝子の発現量の変化とM7・Nによる清酒の実地醸

造試験で次の結果を得た

(D M7-14はMDH1やMDH2,1Cι1の発現量が増加

したためりンゴ酸高生産酵母となったことが証明さ

れた

(2)清酒の実地酸造試験でもりンゴ酸が高生産され,

M7-14は仕込みの大きさや酒母の種類などには関係な

くりンゴ酸を高生産することが分かった

(3)りンゴ酸を多く含むさわやかな酸味の低アル

コール清酒の製造が可能であることが示唆された

(4)アンケート調査の結果,この清酒は80%の人が

焼き肉などの肉料理との相性がよいと答えた
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