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序論

Saccharomyces cerevisiaeは有史 以前から酒 類 の醸造やパン の

製造などを通して人間生活 に 深いかかわ りを持っている。その ふ

cerevisiaeは単細胞の真核生物であり， 生 活 環 も明確 であ る 。 1

個の細胞 は 1個の核を保持し， 一 倍体や 二 倍体の 栄養 細胞か ら高

次倍数体ま で容易に育種でき， 突然変異体の誘導や 分 離 も 容 易 で

ある。そ のた め ， 酒 類 醸造やパン製造 に おける 工 程改 善 ・製 品品

質の改良を目的とした酵母 の 育 種が盛んに行われている 。 ま た ，

四分子解析など古典的な遺伝解析の手法が確 立 しているため，遺

伝 的性質についても検討が可能 で あ る 。 さ ら に ， 酵 母 細 胞 自 身 を

宿主とすることにより，酵母遺伝子のクローニングが可能であり 3

199 6年 4月には S. cerevisiae の染色体の全塩基配列が決定

された。そ して，クローニングさ れ た 遺 伝 子 を 用 い て 育 種 し た 実

用酵母については，外来遺伝子の除去が確認できれば使用しても

よいと いう 段 階 ま で き て い る。

この よう に 酵 母 の 育 種 ・ 遺伝に関する研究がめざましく進展す

る状況の中，本研究ではこ れら の 手 法 を 基 に 醸 造 用 酵 母 の 育 種 を

行い，製造工程の改善と製品品質の改良を図った。清酒酵母とア

ルコー ル発酵酵母である S. cerevisiaeの増殖限界温度の改善を

主目的に研究を進めた。清酒酵母では低温増殖性・発酵性の向上

とそれに付随して見いだ した 凝集泡なし性について，アルコール

発酵酵母では高温発酵性・増殖性の向上について検討を行った。

本論文は育種内容によって 4章での構成とした。

第 l章では低温清酒酵母の育種につ い てまとめた。清酒醸造は

1 7， 1 8 oC以下の低温下で発酵が行われる。これは並行複発酵

の糖化とアルコール発酵の バ ラ ン ス を と る こ と が 一 つの理由であ

り，もう一つは高温で発酵 さ せ ると有機酸生成が多くなるなど酒

質が悪化することが理由である。さらに，吟醸酒醸造ではより低

い 10 OC以下で発酵が行われ，酸度が低く，香りの高い吟醸酒が
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醸造されている。しかし，もろみ温度が低いと酵母の増殖速度が

遅く ，アルコール生成速度も 遅いため，発酵日数が長くなる。こ

れを改善するには低温下で増殖力・発酵力の大きい酵母を育種す

ることが有効と考えられる。 この酵母を育種することができれば，

より低温下での清酒醸造が 可能になり，その結果として清酒の品

質向上 も 期 待できる。このように 清酒醸造にとって重要な性質で

ある低温増殖性を改良する ことは 清酒醸造工程の改善および製品

晶質の 向 上 を図る上で重要と考えられる。そ こで，低温増殖性酵

母を分離選択してその酒造適性について検討した。

第 2章では前章で育種した低温増殖性酵母の遺 伝的性質を検討

し，その低温増殖能を酵母に付与する遺伝子のクロ ーニングを行

った結果について記述した。

第 3章 で は凝集泡なし性清酒酵母についてまとめた。本来，清

酒酵母はもろみ期間の前半において高泡を形成する。この泡のた

め，仕込量を控えることを余儀なくされ，また，泡消し作業の労

力 も 必要となる。泡なし性はこれらの問題を解消できるため清酒

酵母に と っては有用な性質である。第 1章での低温清酒酵母の育

種 の過程で見いだした凝集泡なし性を示す 一 倍体清酒酵母を基に

してその凝集泡なし性を有する二倍体酵母を育種し，その性質に

ついて 検討を行った。

第 4章 で は ア ル コ ー ル 発酵酵母の育種についてまとめた。アル

コール発酵においては発酵が盛んになると発生する発酵熱により，

もろ み温度が上昇する。 効 率良く発醇を続けるためには，もろみ

の冷却が必要となる。その冷却費用節減のため，高温下でも増殖・

発酵が可能な酵母を育種することはアルコール発酵の工程改善に

おける重要な課題の一つである。そこで，高温下でもアルコール

発酵可能な酵母を育種し，そ の高温増殖性につ いても 検討した。

4 



第 1章 低 温 清 酒 酵母 の育種

緒日

清酒醸造において 3 も ろ み 温 度は 17， 1 8 oc以下に保たれて

いる。これは並行複発酵の糖化 と ア ル コ ー ル 発 酵 の バ ラ ン ス を と

るとい う 理由の他に，もう一つ，もろみ温度が高いと有機酸生成

が多くなるけなど酒質が悪くな る と い う 理 由 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら

に，吟醸酒醸造ではより低い 10 oC以下で発酵が行われ，酸度が

低く，香りの高い吟醸酒が 醸 造されている。しかし，もろみ温度

が低 いと酵母の増殖速度が遅く，アルコール生成速度も遅い 2， 3 ， 

4 ) ため，発酵日数が長くなる。これを改善するには低温下で増殖

力・発酵 カの大きい酵母を 育種することが最も有効と考えられる。

この酵母の育種はより低温での 清 酒 醸 造 を 可 能 に し ， 低 温 発 酵 に

より生酸性を低く抑え吟醸香を 生成・蓄積させる吟醸酒醸造にと

って非常に有用と考えられる。以上のことから，低温下で増殖力・

発酵カの強い酵母を育種すれば，清酒醸造工程の改善および製品

品 質の向上が期待できる。そこ で ， 低 温 下 で 増 殖 能 ・ ア ル コ ー ル

生成能の強い酵母を育種し ， その酒造特性を調べ，吟醸用酵母育

穫の原 菌株としての有用性を検討した。

実験方法

1 .菌 株 清酒酵母日本醸造協会 6 ， 7 ， 9， 10号 (K 6 ， K 

7 ， K9， K10) と 広 島 2 ， 5， 6号 (H2，H5， H6) から

Random-spore-plating法 5)によって得られた一倍体 57株およ

びその変異 株 を 使 用 し た 。 一倍体株の選択は， 1) 接合能を有す

ること， 2) 胞子形成能が な いこと， 3) 芽ぞくを形成すること 3

4 )細胞の大きさを基準に して行った。
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2. 変異処理 対数増殖期の細胞を滅菌水に懸濁し，シャーレに

入れ携持しながら紫外線(1 5 Wの殺菌灯)を 3 0 cmの距離から

30--120秒間照射した。そのときの生存率は 0.1--2%であ

った。

3 .低温増殖能の検索 コロニー形成日数による 一 次検索と比

増殖速度の測定による二次 検索の 2回で行った。まず， 一 次検索

は YPD寒天培地(酵母エキス(オリエンタル酵母) 1 % ，ペプト

ン(日本製薬) 2 % ，グルコース 2%，寒天 2% )に酵母懸濁液

をシャーレ 1枚あたり 100個前後のコロニーが出るように塗布

して， 5 oCで静置してコロニー形成を肉眼で観察した。 二 次検索

は次 の要領で行った。まず ， YPD液体培地に一定量の前培養液を

接種し， 3 --2 0 oCに静置した。 62 0 nmの吸光度を測定するこ

とによ っ て 増 殖 を 調 べ ， そ の結果から比増殖速度を求めた。

4. 低温発酵能の検索 発 酵通気管を付けた 11容エルレンマ

イヤーフラスコに 4 8 0 mlの YPD (グルコース 2 0 % ) 液 体 培 地

を 入れた。この培地に 3 0 OCで 4 8時間前培養した培養液 2 0 ml 

を接種した。これを 5， 1 0 ocに静置して炭酸ガス発生による減

少重量を測定した 6)。

5 .麹汁での発酵試験 まず，麹汁培地 (Bllg.1 0.40
) にー

定量の前培養液を接種し， 1 0 oCで 15日間静置培養した。その

後， 培養液の上澄液をとり，その成分を分析した。酸度は中和に

要した 1/ 1 0 N. NaOHの容量で示し，アミノ酸はホルモール滴

定法 7)によって分析した 。 アル コ ー ル は ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

によって測定した。

6 .仕 込試験 清 酒 醸 造特性を検討するため，総米 2 0 0 g (仕

込 A )規模と総米 1 5 6 kg (仕込 B ) 規 模 の 仕 込 試 験 を 行 っ た 。

これら の試験はいずれも酵母仕込，二二段仕込で行った。仕込配合

を Table 1に 示 し た 。 仕 込 A に お い て は ， 水 麹 か ら 留 仕 込 前 ま で

1 5 oCに ，留仕込後は試験終了まで所定のもろみ温度を保った。

仕 込 容器に発酵通気管を取り付け，発酵経過に伴うもろみ重量の
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減少を測定 して アルコール生 成量を推定した B)。発酵の終了は減

少重量が 1日あた り 1 g以下に な った 時 点と した 。仕 込 B には，

昭和 62年広島県産中 生 新 千 本 ( 精 米歩合 7 0 % )を用いた。浸

漬 および水切り時間はそれぞれ 18時 間 お よ び 2時間とし，蒸し

時聞 は 5 0分 間 と し た 。 酒母は省略 し ，酵 母を活性化して用いた。

製成酒の目標日本酒度を::!:0と した 。製成 酒の 一 般 成 分 ( 日 本 酒

度 ，ア ルコール分，酸度，アミノ酸度)の 分 析は 国 税 庁所定分 析

法 7 )に準じて行った。

結果

1 .清酒酵母からの低温増殖性 一 倍 体 株 の 分 離

一倍体株の低温増殖能の検索の結果を Table 2に示し た。供試

し た一倍体株のほとんどが，親株 に 比 べ て コ ロ ニー 形成日数が長

かった。しかし， H2-5株(a型)だけが親株の H2株よりもコロ ニ

ー形成日数が短くなった (1 2日でコロニー形成)。この株と他

の 一 倍体株の中でコロニー形 成 日数の比較的短かった 2株と併せ

て計 3株を選択した。その 2株は Kl0株の 一 倍体である Kl0-12株

(α 型， 1 4日でコロニー形成)と K6株の 一 倍体である K6-45株

( a型， 1 2日でコロニー形成)である。次に，この 一 倍体 3株

を上述 の方 法 で 紫 外 線 処 理 して YPD寒天培地に塗布した。 5ocに

静置してコ ロ ニ ー 形 成 が 元 の一倍体株より速くなったコロ ニ ーを

釣菌した。以上，一次検 索 で 一倍体 3株とその変異株 1 8 8株

( H2 -5株から 6 0株， Kl0-12株 から 59株， K 6 -45株から 6 9株)

を選択した。

次に，一次検索で選択した菌株を増殖能の 二 次検索と発酵能の

検 索に供した。その結果を Table 3，4に示した。この Tableには

変異株の中で増殖能・発酵能 の 優れて い た 2株と親株の値を記し

た。 3， 5 ocでは H2-5株が H2株よりも比増殖速度が大きかった。

他 の一倍体株は親株に比べて増殖 能が 劣っ て い た。発酵能につい
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ても増殖能と同様の 結 果 がみられた。すなわち， H2-5株が一倍体

であるにもかかわらず ，H2株 と 同 等あるいはそれ以上の発酵 能 を

示したが， Kl0-12株と K6-45株 については 親 株より劣っていた。

次に，変異株についてみてみる と 以 下 の こ と が わ か る 。 H2-5株の

変異株については比増殖速度 は変化 しな いが，発酵能が上昇して

いる株 が認められた。 Kl0-12株と K6-45株 の変異 株 についてはそ

の中に 5， 1 0 oCにお い て 元 の 一 倍体株や親株よ り大きい 比増殖

速度を示すものがあった 。この現象は低温だけ に 限 られ てい るよ

うで， 2 0 ocになるといず れ も元の 一 倍体株や親株と 差 がな くな

った。発酵能については元の親株と比較すると同 等 ある い は劣る

ものの，元 の 一 倍体株と比べると変異株の能力が 上昇してい る こ

とがわかった。以上の結果から，低温増殖能の向 上した菌 株は発

酵能も向上すること，紫外線処理によって低温増殖能・発酵能を

向上させ得 ることがわかった。

2. 麹汁培地 ・ 小 仕 込 試 験に よる一倍体低温清酒酵母の選択

麹汁培 地で発酵試験を行い，選択した 一 倍体株が清酒酵母とし

ての有用特性を備えているか どうかを検討 Lた。 Table 5にその

結果を示した。各菌株とも ア ルコール・酸度・ア ミノ酸度の値は

適性な範囲にあると思われた。香気も各菌株とも良好で，特に異

臭は感じら れ な か っ た 。

次に ， 小仕 込 試 験 ( 仕 込 A ，もろみ温度 15 oc )を行 い ，留後

2 0日 目で試験を終了し， 製 成 酒の日本酒度・アルコール分・酸

度・アミノ酸度を測定した。その結果を Table6に 示 した。 K6-45

株， Kl0-12株とそれらの変異株 K6-45-36株， Kl0-12-42株による

製成酒 は H2-5株およびその 変異株 H2-5-62株 に よ る 製 成 酒 に 比 べ ，

いずれも日 本酒度の切れが 悪 く ，アルコール分も低 い 値となり，

酸度およびア ミ ノ 酸 度 は 高い値を示した。従って，これら 一 倍体

株の中では H2-5株 お よ び H2-5-62株が清酒もろみ中 に お い て他の

4株に比 べ優れた性質を有する ことが認められた。

3 .選 択した一倍体低温清酒酵母の小仕込試験による酒造適性の
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検討

上記までの過程で選択した H2-5株および H2-5-62株を用いて，

も ろみ温度 9"" 1 8 oCの範囲で小仕込試験(仕込 A) を行い，そ

の温度特性を検討した。対照仕込は H2-5株の親株である H2株(普

通醸造用酵母 ) と K9株(吟醸用酵母)を用いた。アルコールの生

成を示 すもろみ重量の変化を Fi g. 1に，製成酒の一般成分を Table

7に示した。もろみ温度 15 ocおよび 18 oCでは，もろみ重量の

変化は 4株ともほぼ同様 の挙動を示し，製成酒の 一 般成分におい

ても大きな差異は認められなかった。もろみ温度 9oCおよび 1

2 ocの場合には，もろみ重量の 変 化 は も ろ み 経 過 と と も に 4株間

に差異 が 生じ，対照の H2株， K9株に比べ， H2-5株と H2-5-62株

では減少重量が低い値とな った。これを H2-5株と H2-5-62株の比

較でみると， 1 2 oCではほ ぼ 同 程度の重量変化を示したが， 9 oC 

ではもろみ 後半で H2-5-62株の減少重量は H2-5株のそれより大き

な値を示した。この結果は Table 7の結果とも一致した。すなわ

ち， 1 2 ocでは製成酒の一般成分の各値は H2-5株と H2-5-62株に

おいて ほと んど差異は認められず 9ocで は 日 本 酒 度 ・ ア ル コ ー

ル分に関して H2-5-62株が H2-5株より優れた値を示した。これは

低温下で増殖能・発酵能の 強い変異株を選択したことと 一 致する。

また，清酒も ろ み 中 で も変異株が低温下で強い発酵力を示すこと

が確認 され たと考えられる。この H2--5-62株は吟醸用酵母 K9株と

比較すると 9oCおよび 12 oCで のアルコール生成量が少し低い値

となった。

4. 一倍体低温清酒酵母の中間 工 業 規 模 の 仕 込 試 験

以上の結果より， H2-5-62株は吟醸用酵母として用いるにはま

だ今 後の育穫が必要であ る が，普通醸造用酵母としては一倍体の

ままでも清酒製造が十分可能であると推察された。そこで， H2株

を対照 とし て 中 間 工 業 規 模の 仕込試験(仕込 B)を行い， H2-5-62 

株 の酒造適性を検討した。 Fi g. 2にもろみの日本酒度，アルコー

ル分および品温の変化を示 し， Table8に製成酒の一般成分と種々
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の歩合を 示 した。 Fi g. 2で 日 本 酒度・アルコール分の変化は 2株

間でほとんど差異は認め られ なかった。 Table 8においても H2-

5-62株と H2株の各値に大きな 差 は 認 め られなかった。すなわち，

H2-5-62株 による製成酒のアミ ノ 酸度 が H2株 の そ れ よ り 若 干 高 い

値を示した以外は，日本酒度・ アルコール分 ・酸度および各歩合

とも ほとんど同様の値を 示し た。ま た ，香気に関して H2-5-62株

に よる製成 酒が H2株によるもの に 比 べて官 能的 に若干弱く感じ

られた。以上のことより， H2-5-62株は香 気 が若 干 弱 い点を 除 け

ば，従来の清酒酵母と比べて遜色 な く ， 一 倍体のままで普通醸造

用酵母として使用可能であり，普通醸造用酵 母 育種の原菌株と し

て も 有用であることが確かめられた O

考察

分離選択した H2-5-62株が小仕込試験で実用の吟醸酒醸造用酵

母 である K9株と比較して 9oCおよび 12 oCでア ルコ ー ル生成 量

が少し低い値となったことについては， 二 倍体酵母を造成するこ

とによっ て解決されると思われる。しかし，同型接合的な 二 倍体

化は酵 母 の生理的性質の大きな変化をもたらさないことが報告さ

れている 9，1 0 )ので， H2-5-62株の相手株の選択には考慮しなけ

ればならない。香気生成の点と併せて，吟醸用酵母を育種する際

の今後 の 課題と考える。また，原らは日本醸造協会 10号 酵母 と

9号酵母あ るいは 7号酵母から，発酵カ・酸生成・香気が正常な

一倍体株を分離・選択し，それらを交雑して吟醸用酵母を造成し

ている 1 1 )。このことは H2-5-62株の相手株の選択しだ い で吟醸

用酵母の育種が十分可能であることを示して い る。

要旨

清酒酵母である日本醸造協会 6， 7， 9， 10号酵母と広島 2， 

10 



5， 6号酵母から一倍体株 を分離した。広島 2号酵母から取得し

た H2-5株以外は 5ocにおい て 親株より速く増殖する 一 倍体株は

認めら れ なか っ た 。 H2-5株， K10-12株(日本醸造協会 10号酵母

から分離) ， K6-45株(日本 醸造 協 会 6号酵母から分離)を紫外

線処理して， 5 ocにおいて速くコロニーを形成する株を分離した。

変 異株 の中に低温(5 oC， 1 0 oC )での増殖能・発酵能が改善さ

れたものがあった。

低温増 殖性 酵 母 と し て分 離・選択した一倍体酵母の酒造適性を

検討した。そ の 中 で は H2-5-62株(H2 -5株の変異株)が優れた性

質を有していた。もろみ温度 9oCおよび 12 oCでの仕込試験では

従来の 吟醸用 酵 母 に は 劣るものの，一倍体酵母としては低温下で

の発酵カが強く，吟醸用酵母 育穫の原菌株として有用であること

が認められた。また，もろみ温 度 15 ocおよび 18 oCでの仕込試

験の結果， 従来の普通醸造用酵 母 と 同 等 の 発 酵 力 を 示 し た 。 そ し

て，一倍体 のままでも清酒製造 が 可 能 で あ り ， 普 通 醸 造 用 酵 母 育

穫の原菌株としても有用で あ る こ と が 確 か め ら れ た 。

1 1 



Table 1. Feed program for preparation of sake皿ashes.

Feed program A. 

1st 2nd 
Total feed teed 

Total rice (g) 74 126 200 

α-rice (g) 54 100 154 

Dried rice kofi (g) 20 26 46 

Water (ml) 150 165 315 

Yeast a (ml) 2 2 

Lactic acid b (g) 0.31 0.31 

a Yeast were cultivated overnight in kofi juice at 
280C on a shaker (120 rpm)・

b 755ぢsolution

F eed program B 

1st 2nd 
Total 

feed feed 

Total rice (kg) 52 104 156 

Rice for steaming a (kg) 35 86 121 

Rice for kojz"a (kg) 17 18 35 

Water (/) 78 125 203 

Yeast b (l) 1 l 

Lactic acid C (g) 218 218 

a Rice of 70% polishing yield was used. 

b Yeast were cultivated overnight in kojz. juice at 

280C on a shaker (120 rpm). 

C 75労 solution
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Table 2. Comparison of growth rate of haploid strains and 

t h e i r p a r e n t a t 5 oc . 

Growth characteristics* 

Parent No.of haoplaltoe id Parent N o. of haploid strains isolated 
strain strains isolated strain** 一一一一一一一

(days) 戸 ----0 +1""'"十2+3""'"十4 +5""'" 
一一 -一一一

K-6 10 10 O 1 2 7 

K-7 7 11 。 。 2 5 

K-g 11 12 。 1 1 9 

K-I0 12 14 1 4 l 6 

H-2 11 16 1 1 7 2 

1-I-5 2 15 。 O l 1 

H-6 4 16 。 2 l 1 

* lncubation time (days) at 50C which is needed for the appearance of 
visible colonies was expressed as the difference between that of hap-
loid strains and their parents. 

** lncubation time (days) at 50C of parental strains. 

13 



Table 3. Specific growth rate shown by parental and 

mutant strains. 

Strain 
Specific growth rate (h-1) 

30C 50C 100C 200C 
一一一 一 一一一一 一一一一一一一一一一一一一-

H-2 N.G.* 0.014 O. 05~) 0.26 

日-2-5 0.012 0.021 O. 05~) 0.23 

H-2-5-62 0.012 0.025 0.06s 0.25 

H-2-5-131 0.012 0.022 0.060 0.22 
一 一一一一 一一一

K-10 0.009 0.018 0.053 0.29 

K-10-12 N.G. 0.014 0.048 0.17 

K-10-12-41 0.008 0.026 O. 06~~ 0.21 

K-10-12-42 0.007 0.029 0.058 0.20 
一 一

K-6 0.017 0.018 0.066 0.28 

K-6-45 0.010 0.016 0.049 0.23 

K-6-45-36 0.009 0.031 0.053 0.24 

K-6-45-39 0.009 0.030 0.058 0.22 

* N.G.: OD620 value increased gradually， but 
there was no log phase. 
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Table 4. Fermentation rate sho~rn by parental. and 

mutant strains. 

CO2 evolved (g) during: 
ー ーー . 

Strain at 50C a.t 100C 
一一一一 一 一一 ーーー

0-290 h 290-550 h 0-90h 90-180 h 

H-2 0.1 1.2 0.1 4.0 

H-2-5 1.1 4.1 0.3 4.8 

H-2-5-62 1.9 5.1 O. 7 5.9 

H-2-5-131 0.4 4.1 0.2 4.8 

K-10 0.1 1.8 0.5 7.2 

K-10-12 0.1 0.4 0.3 4.1 

K-10-12-41 0.3 2.3 0.6 8.4 

K-10-12-42 0.3 3.1 0.6 8.3 
一 一一 一

K-6 0.5 3.0 1.2 8.6 

K-6-45 0.1 0.9 0.2 5. 7 

K-6-45-36 0.5 3.0 0.3 9.1 

K-6-45-39 0.3 2.0 0.3 9.0 
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Table 5. Components of koji juice fer皿ented by parental 

and mutant strains. 

Strain Alcohol Total acid .Amino acid 
(v必) (ml) (ml) 

H-2 4. 7 1. 83 0.92 

H-2-5 4.9 1. 75 1.12 

H-2-5-62 4. 7 1. 73 1.11 

H-2-5-131 5.0 1. 74 1. 04 

K-10 5.0 1. 79 0.87 

K-10-12 4.5 1. 38 1. 04 

K-10-12-41 4.8 1.68 0.92 

K-10-12-42 4.4 1. 65 1. 05 
ー 一 一 一一一一一一一

K-6 4.5 1. 82 0.93 

I{ー6-45 4.4 2.02 0.99 

K-6-45-36 4.4 2.02 1.13 

K-6-45-39 4.6 1. 96 0.87 
』一一一一一一 ，一一 ー 一一一一 一一一
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Table 8 Yields and composition of sake produced by mutant 

and parent strains in pilot scale sake brewing. 

H-2-5-62 H-2 

Ethanol yield a (l/t) 324 319 

ふ た yield b (%) 187.2 187.8 

Sake-mash ratio C (第) 87.2 87. 7 

Cake ratio d (%) 24. 1 24.2 

Sake meter -1 +1 

Alcohol (vol%) 17.9 17.6 

Total acid (ml)* 2.4 2.1 

Amino acid (ml)* 2.1 1.6 

Sake was assayed by the standard method estab1i-

shed by the N ational Tax Administrat.ion Agency. 

Fermentation period after 2nd feed was 16 days. 

a Ethanol (1)/1， 000 kg rice 
b Sake (l)/total rice (kg) X 100 

C Sake (l)/mash before pressing (1) >く100

d Sake cake (kg)/total rice (kg) >く100

* O. 1N-NaOH/10 ml 
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第 2章 低 温 増 殖 性 酵 母の遺伝的性質と

酵母に低温増殖能を付与する遺伝子のクローニング

緒 日

吟醸酒は清酒の中の高級酒と 位置づけられ，すっきりした昧と

吟醸 香といわれる果実のような香気が特徴である。このような特

徴は数 多 くの要因，例えば高度精白米・低温発酵・吟醸酒用の突

き破精 麹・吟醸酒用の酵母などが複雑にからまって醸し出される

と考えられる。この中で最も大きな要因と考えられるのが吟醸酒

醸造専用の酵母である。その吟醸酒醸造用酵母に望まれる性質と

は低温 下 で の強い増殖力と発酵力，エタノール耐性の強さ，高香

気生成能，低い酸生産性などであ る 。 こ れ ら の 性 質 の 中 で ， エ タ

ノール耐性 1 2 )と高香気生成 1 3， 1 4 )については既に育種が行わ

れており ，本論文では酵母の低温下での増殖力・発酵カに着目し

て研究 を行 っ た 。 第 1章において低温下で増殖力・発酵力の強い

一倍体 清 酒 酵母を育種し，その酒造適性を検討した。本章では低

温増殖性酵母の遺伝的性質を調 べ ， 酵 母 に 低 温 増 殖 性 を 付 与 す る

遺伝子のクローニングを行った。

実験方法

1 .酵母菌株と培地 実際の清酒製造に使用されている清酒酵

母では胞子 形成能が低いため，子のう解剖による四分子の取得が

困難であった。そこで， Table 9(A) に示した低温非増殖性の遺伝

研 究株 を用いて低温増殖性の遺伝解析を行った。これらの株は研

究 室 保 存 株 8A-2A(α leu2his3)と YNN140(aura3 his3 ade2 trpl) 

の交雑 株 より得た一倍体株でいずれも低温増殖能を示さない。こ

れらの株を用いた場合においても四分子の取得率が低く，各四分

22 



子解析における解析数が少なくな っ た 。 ま た ， 低 温 増 殖 性 遺 伝 子

が発酵カ に及ぼす影響を調 べるために清酒酵母日本醸造協会 9号

( K 9) と広島 2号(H2) から Random-spore-plating法 5)によっ

て一倍体株を取得してこれ に用いた。これらの株に変異処理・交

雑・子 のう 解 剖 な ど を 行 い， 目的の 菌株を造成しておのおのの試

験に用い た。それら遺伝的性質の検討に用 いた菌株を 一 括して

Table 9 に示した。また，低温増殖性を付与する遺 伝子のクロー

ニングに用いた菌株を Table 10 に示した。通常の培養には YPAD

培地( 酵 母エキス(オリエンタル酵母) 1 % ，ぺプトン(日本製

薬) 2 % ， グルコース 2%，硫酸アデニン o. 0 4 % )を用いた。

子のう 解 剖 は micromanipulatorを用いて行い，交雑は集団接合法

1 5 )によ って行った。胞子形成は酢酸カリウム 1% ，酵母エキス

(オリエンタル酵母) O. 1 % ，グルコース o. 0 5 % ，寒天 2 % 

の組成の培地で行った。栄養要求性の検定は次に示す組成の合成

培地を用いて行った。最小培地(イーストナイトロジェンベース

(Yeast Nitrogen Base wjo amino acids; DIFCO) 0.6 7 %，グ

ルコース 2% ，寒天 2% )にアミノ酸等のオミッション混液(最

終濃度 がロ イ シ ン 3 0 ppm，イソロイシン 3 0 ppm，リ ジン 3 0 

ppm，パリン 1 5 0 ppm，フェニルアラニン 6 0 ppm，メチオニン

2 0 ppm，トリプトファン 2 0 ppm，ヒスチジン 2 0 ppm， ア ル ギ

ニン 2 0 pp皿，チロシン 3 0 ppm，ウラシル 3 0 ppm，アデニン 4

o 0 ppmでこのうちの一成 分をぬいて調製した混合液)を加えて

調製した。この栄養要求性の検 定 に 用 い る 培 地 の 中 で ウ ラ シ ル を

ぬいた 培 地を ， 特 に ， H-uracil培地として形質転換株に関する試

験に用 い た。接合型は基準株として AH22(a)と NA87-11A(α)を用

い，基準株と試験株とを混合し接合子形成の有無を観察して判定

した。 YPAD+AA培地は YPAD培地に次に述べるアミノ酸のうちのひ

とつを補足したものである o.4 %グリシン， 0 . 4 % Lーアラニ

ン， 1. 5 % Lーパリン， O. 3 % L一口イシン， O. 3 % Lーイソロ

イシン， O. 4 % Lーセリン， 0.4 % Lースレオニン， 0.4%L-
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システイン， O. 2 % Lーシスチン， O. 2 % Lーメチオニン o. 

2 % Lーアスパラギン酸， 0 . 4 % Lーアスパラギン， 0 .2 % Lーグ

ルタミン酸， 0 . 4 % Lーグルタミン， 0 .3 % Lーリジン， 0 .2% 

Lーアルギニン， 0 . 6 % Lーフェニルアラニン， 0 .3 % Lー チ ロ シ

ン， 0.2%L-ヒスチジン， 0 . 2 % Lートリプトファン， 0 .4% 

Lープロリン， 0 • 4 %ヒド ロ キ シー Lー プロリン。この補足した量

は通常の栄養要求性を充たす量の 50--"100倍 量 であ る。 必要

な場合は 2%の寒天を加え て寒天培地とした 。

2. 大 腸 菌菌株と培地 Escherichia coli NM522 ム (lac-

proAB)， thi， hsdム 5， supE， [F〆 ，proAB， laclq， lacZム }f1 5] ) 

1 6 )が組み換えプラスミドの構築とプラスミドの増幅に用 いられ

た。培養には LB培地(1 %パクトトリプトン (Difco) ， 0.5%

酵 母エキス(オリエンタル酵 母) ， O. 5 %塩化ナトリウ ム)を 用

いた。必要に応じてアンピ シリンナトリウム(5 0 μg/ml) を添

加した。必要な場合は 1.5 %寒天を加えて寒天培地とした。

3 .変異処理 対数増殖期の酵母細胞を滅菌水に懸濁し，シャー

レに入れて携祥しながら紫外線(1 5 Wの殺菌灯)を 30 c皿の距

離から 30-1 2 0秒間照射した。そのときの生存率は o. 1 -

2 %であった。

4. 低温 増 殖 性の検定 変異処理した酵母に関する場合は YPAD

寒天培地に 1 5 oCで培養し た酵母濃度 1 0 6 / m 1程度の酵母培養

液(YPAD液体培地)を植菌して所定の温度に静置した。肉眼で観

察を続け，低温増殖性の検定を行った。

形質転換した酵母の場合 は H-uracil培地を用いた液体培地と

寒天培 地の 2種類で行った 。 液 体培地の場合は 1 5 oCで培養した

前培養液を本培養液中の酵母濃度がおよそ 1.5 x 1 0 6 cells/ 

mlになるように接種して所定の温 度 で 培 養 し た 。 酵 母 数 を 経 時 的

に ヘ マ チ トメーターで測定した。寒天培地の場合は 15 ocで培養

した前培養液を寒天培地上に滴下した(約 1x 1 0 6 cells/ml )。

その接種した寒天培地を所定温度に保ち，増殖を肉眼で観察した。
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1 5 ocで増 殖 で き な い 株 につ いては 3 0 OCで前培養を行い，以後

の試験は同様に行った。

5 .小仕込試験 低温増殖性遺 伝 子 の 発 酵 力 に 及 ぼ す 影 響 を 調

べ るため，小仕込試験を行っ た。その仕込配合を Table11に示し

た。仕込は麹汁培地で 2 8 oc ， 一晩しんとう培養した酵母培養液

を用いた二段仕込で行った。発酵温度は水 麹から試験終了までそ

れぞれ 10 OCと 15 oc一定の 2種類で行った。また，仕込容器に

発酵通気管を取り付け，発酵経過に伴うも ろみ重量の減少を測定

してアルコール生成量を推定し た 810

6 . ア ルコ ール分の分析 製成酒のアルコール分の分析は国税

庁 所定分析法 7)じ て行った。

7. 形質 転換 酵母の形質転換は伊藤らの方法 17 )に準じて行

った。大腸菌の形質転換は Maniatisら の 方 法 1 8 )に準じて行った。

8. DNAの取り扱い 酵母のゲノム DNAは Campbellらの方法 1 9 ) 

に準じて調 製 し た 。 プ ラ スミ ドの構築， DNAの 調 製 ， 電 気泳 動，

酵素反 応は Maniatisらの 方法 1 8 )に準じて行った。

9. DNA塩 基配列の決定 M13mp18と M13mp19にサブクローニン

グし， Sangerらの方法 2 0 )によって DNA塩基配列を決定した。

10. サザンハイブリダイゼー ショ ン 2 1 ) 所定の酵素で分解し

たゲノム DNAをアガロースゲル で分離し， Nytran Nylon膜にトラ

ンスファーした。ハイブリダ イゼーションは DNA labeling and 

detection kit (Boehringer Mannhei皿)を用いて行った。

11 .プラスミドの安定性 非選択条件下(YPAD液体培地)で 一

晩増殖さ せた形質転換株を適当な濃度に希釈して YPAD寒天培地

に塗布 し た 。 3 0 oCで 3日間培養後，コロニーを選択培地(H-

uracil) にレプリカした。選択マーカー(Ura+)を保持している

細 胞の割合でプラスミドの 安 定 性 を 表 し た 。

結果
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1 .低温増 殖性変異株の分離

Table 9(A)中の低温非増 殖 性 である 34A， 24A， 46A株に変異処

理を行い，一つの YPAD寒天培地に約 10 4個の細胞を塗布して

5 ocに静置した。増殖してコロニーを形成したものを釣菌して低

温増殖性変異株とした (Table9(B)) 0 34A株から 4株， 24A株か

ら 1株， 46A株から l株の変異株が得られた。変異株の出現頻度

は 10 -5程度であった。これ らの低温増殖性変異株とその元の野

生型株の低温下における増殖の相違を検討した。その結果を Table

12に 示した。所定温度で静置した際の 3 0日後における増殖の有

無を示した。元の野生型株 3株が 5ocでは生育せず， 9 oCあるい

は 1 1 oc以上で増殖可能であるのに対して低温増殖性変異株はい

ずれも 5oc以 上 で 増 殖 可 能であった。この結果，低温増殖性変異

株はそ れぞれ の元 の野 生型株に比べて低温側の増殖限界温度が約

5 oc低下 した こ と が 明 ら かに なった (Table 12) 

次に，こ れ ら 低 温 増 殖 性変異株 (Table9(B))と野生型株(Table 

9 ( A ) ，低温非増殖性)を交雑して交雑株を得，その四分子を取得

した。そして ， そ れ ら の 低温増殖性(5 OC) ，接合型と栄養要求

性を調べた。その低温増殖 性 (5 oC )の結果を Table13に示した。

また，そのときの四分子の低温増殖性の発現の様子を Fi g. 3に示

した。雑種二倍体株はすべて低 温増殖性を示したので，低温増殖

性は優性 変異によることが わ か った。各雑種二倍体株に由来する

四分子は低温増殖性 (Fig. 3) ，接合型，アデニン，ウラシルの

要求性において 2 2の分離を示した。このことから，低温増殖

性はそ れぞ れの 株に おい て単一の核性の優性変異によるものと結

論された。

2 .低温増殖性遺伝子関のアレリズム試験

次にこれら低温増殖性変異株 6株の持つ遺伝子がすべて同ーの

遺伝子座に 由来するものかどうかをそれぞれの変異株由来の一倍

体株 (Table9(C)) を用いて検討した。その結果を Table14に示

した。おのおのの変異株由 来の一倍体株を Table 14(A)に示した
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組み合わせで 交 雑 し，子のう 解 剖してそれらの低温増殖性(5 oc ) 

を調べた (Table14(A)) 。雑 種二倍体株はすべて低温増殖性を示

し，その四分子は[低温増殖 性 ]: [低 温非増殖性]== 4 0が多数

を占める ものと 4 0， 3 1， 2 2の 3種類を示すものとに

分かれた。これは前者では 交 雑 した 一倍体 2株の持つ低温増殖性

遺伝子 が同一の遺伝子座に属す るか あるいは互いに連鎖している

こと， 後 者では別の遺伝子座に属する ことを示すと考えら れ る。

この結果を Table 14(B)に ま とめた 。 3423B株(# 2変異 株由 来)

が 他 の株とは異なる遺伝子 を 持つことが明らか に な った。ここで，

# 2 変異株の持つ低温増殖性変異遺 伝子を LTGj-j(low-

temperature-growth)，他の 5変異株の持つ低温増殖性変 異遺伝子

を LTG2-j---5と命名した。ただし ， LTG2遺伝子は 今 後の解析 に よ

っ て複数の遺伝子に分割されるこ と も あ り 得 る 。

3 .低温増殖性遺伝子の遺 伝子 量効果

これら の変 異 型 LTG1，LTG2遺伝子の重複保持が低温増殖性(5 oc ， 

3 oC， 1 oC )に及ぼす影響を検討した。それにはまず ， LTG1-l， 

LTG2-j遺伝 子をまったく持たな い 一 倍体株，それぞれを単独で持

つ一倍体株あるいは LTG1-l，LTG2-l遺伝子を重複して持つ 一 倍体

株 (Table 9(D)) を造成し，さらにそれらから LTG遺伝子を種々

の 組 み合わせで持つ二倍体株を造成した。そしてそれらの造成株

の低温増殖性を検討した。その結果を Table15に示した。まず，

一 倍体株についてみてみる と 5OC と ~3 OCにおいて 1遺伝子を持つ

株 (LTGj-j株あるいは LTG2-j株)より 2遺伝子を持つ株 (LTGj-j 

LTG2-1株)がコロニー形成日数が短くなる傾向が認められた。 l

遺伝子 を持つ株の中では ， LTG2-j株が LTG j-j株よりコロニー形

成日数が 短くなる傾向が認めら れた。 1oCで 3 0日後 ま で に コ ロ

ニー形成する一倍体株は認 め ら れ な か っ た 。 次 に ， 二 倍体株につ

いてみ てみる。一つの遺伝子座 につ い てヘテロな株では ， LTG2-j 

/+株が LTG1-j/+株より 5OCでの増殖 が 速 い ことが認められ

た。 2遺伝子を持つ二倍体 株につ い ては 2遺伝子がヘテロな株よ
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り一つの遺伝子についてホ モ な 株 (LTG1-1/LTG1-1株あるいは

LTG2-1/ LTG2-1株)が 3oC， 5 ocでコ ロニ ー形 成日 数が 短く ，特

に ， LTG1-1/ LTG1-1株は 1oCでの増殖も認められた。 3遺伝子を

持 つ二倍体株は 5oC， 3 oCにおけるコロニー形成日数が LTG1-1/

LTG 1-1株 を除く 2遺伝子保持二倍体株と同程度でほとんど差が

認めら れ なか っ た 。 保 持 す る 遺伝子の種類による差も 5oC， 3 oC 

にお いてはほとんど認められなかった。ただ ， LTG1-1 LTG2-1/ 

L TG 1-1株のうちの 3株が 1oCにおいて増殖が認められた。 4遺伝

子を持つ二倍体株は 5OCにお い て 2遺伝子あるいは 3遺 伝 子 を 持

つ二倍体株と同程度のコロニー形成日数を示すことが認められた。

3 OCで は 4遺伝子を持つ二倍体株 が 2遺伝子あるいは 3遺伝子を

持つ 二倍体株よりコロニー 形 成日数が長くなる傾向を示した。以

上のことから，低温増殖に及ぼす 2種類の遺伝子の重複保持の効

果 として次のことが明らかになった。一倍体株では遺伝子を 2個

保持する株が遺伝子を 1個保持する株より強い低温増殖性を示す

傾向のあること。二倍体株では 5oCにおいて遺伝子を 2個 3個

あるいは 4個保持する株が強い低温増殖性を示し， 3 oCにおいて

遺伝子を 2個あるいは 3個保持する株が強い低温増殖性を示す傾

向のあ る こと。

4. 低温増 殖変異体による発酵力試験

低 温増殖性変異遺伝子が発酵カに及ぼす影響を検討した。その

ために， まず ， K9酵母と H2酵母から一倍体株を 6 8株分離し，

これらの中で低温増殖能(5 oC )のない株を 26株 選 択 し た 。 そ

れらを紫外線処理して低温増殖性変異株を 7 1株取得した。これ

らの 中で四分子解析が可能で あった K9-58株(日本醸造協会 9号

酵母から得た一倍体株)とそ の変異株 (Table 9(E)) について

LTG 1-1株あるいは LTG2-1株と交雑を行い，その雑種二倍体株を

子のう解剖して低温増殖性を調べた。その結果を Table16に示し

た。 雑種二倍体株はすべて 低温増殖性を示した。元の K9-58株と

3426D株 (LTG1-1) あるい は 3412C株 (LTG2-1) との雑種二倍体
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株から の四分子はほぼ[低温増殖性]: [低温非増殖性]= 2 2の

の分離を示したと判断した。 4株の低温増殖性変異株との雑種 二

倍体 株からの四分子は 3412C株 (LTG2-1) との場合はほぼ 4 0 

の分離 を 示 し， 3426D株 (LTGl-l) との場合が 4.0， 3 1， 

2 2の 3種類の分離を示し た。このことから， K9-58株から得

た低温増殖性変異株 4株 はいずれも変異型 LTG2遺伝子を持つ可

能性が高いと考えられる。そこで，これらの中から K9-58-41株と

K9-58-64株の低温増殖性変異株 2株と元の野生型株である K9-58

株の計 3株 に つ い て 清 酒 もろみ中での発酵力を調べた。清酒もろ

みにおいて 3株とも細胞の凝集が激しく，酵母数の測定はできな

か っ た。アルコール生成量 を表すもろみの減少重量を Fi g. 4に，

製成酒のアルコール分を Table17に示した。 10 oC， 1 5 ocいず

れの 場合においても元の野生型株に比べて変異株 2株のもろみ減

少重量 が 全 期間を通じて大きく上回っており，最終の減少重量す

なわち製成酒のアルコール分にも大きな差が認められた。このこ

とから， 清酒も ろ み 中 で の酵母の増殖を直接に観察することはで

きなかったが ， 低 温 増 殖 性 変異 体酵母は LTG2遺伝子の変異によっ

て低温 下 で の増殖力が向上し，その結果としてもろみ中での発酵

力 が 向上したと考えられる。

5 .酵母 YNN140株に低温増殖能を付与する遺伝子のクローニング

低温増殖に関係する遺伝子の存在することが確認されたので，

その遺伝子のクローニングを試みた。研究室保存の遺伝研究株の

5 OCでの増殖能を調べた結果， YNN140株が 5OCで増殖できないこ

とがわか った。そこで，この株を 5oCで の 増 殖 能 を 付 与 す る 遺 伝

子をスク リーニングするための宿主酵母として選択した。マルチ

コピープラスミド YEp24による s.cerevisiaeのゲノム DNAライ

ブ ラリー 2 2 )を YNN140株に導入し， 4株の Ura +形質転換体を分離

した。 これら Ura+形質転 換 体 の YPAD寒天培地 5oCでの増殖能を

調べた。この結果 1株だけが増殖能を示した。この形質転換体

の 5oCでの増殖能がプラスミド に 依 存 し て い る こ と を 確 か め る た
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め に Ura +と 5ocでの増殖 の 分 離 (安定性)を調べた。非選択条

件下で 一 晩培養後 に約 90 % の 株 が Ura+を示し， Ura一株はすべて

5 ocでの増殖能を失って いた。この結果から， YEp24-1tgと名付

けたこのクローニン グし た プラスミドが宿主の YNN140株に 5oC 

での増殖能を付与する遺伝 子 を 含 ん でいることが明らかになった。

以後， YEp24-1 tgプラスミドを E. coliで 増 幅 して用いた。

YEp24-1tgプラスミドの制 限酵素地図を作 製した (Fig. 5) 。ク

ローニングした DNAの 6.2 kb DNA断片中の低温増殖 に 必 要 な領

域がサ ブクローニングによって決定された (Fig.5) 0 YNN140株

を低温下で増殖させるには PstI-EcoRI 2 . 9 kb断 片 が 必 要 で あ

ることが明 ら か に な っ た 。

6 .塩基配列とアミノ酸配列

F i g. 5に示したシークエ ンスの手法によって，クロ ーニング し

た DNAの中の Ps tI -EcoR 1断片の塩基配列を決定した (Fig.6)

この断片には 1， 7 7 9 bpから な る オ ー プ ン リ ー デ イ ン グ フ レ ー

ム(ORF)が含まれていた。この ORFをフレームシフトして読み枠

が正しいかどうかを調べた。すなわち， pDK 9プラス ミ ド (F i g . 

5 )を BamHIで切断し ，E. col i DNA polymerase 1の Klenowfragment 

でフィ ル イ ンし，連結した。こうして調製した pDK1 2プラスミ

ドを YNN140株に導入し，得られた形質転換体の低温下での増殖を

調べた。 この形質転換体は H-uracil寒天培地上で 5ocでも 10 OC 

でも増 殖しなかった。その結果，読み枠は正しく，この ORFが低

温増殖に必要であることが示された。この遺伝子を LTG3( low 

temperature growth gene) と名づけた。この ORFから推定される

アミノ 酸 配 列 は 592アミノ 酸 (Fig. 6) をコードしており，分

子量は 65 . 4 KDと計算され た。このタンパク質のア ミ ノ 酸配 列

を SWISSPROT (European Molecular Biology Laboratory， release 

22)と National Biomedical Research Foundation (release 33) 

中 の タンパク質のアミノ酸配 列データ パ ンクと比較した 。LTG3か

ら推定されるタンパク質は S. cerevisiaeの 5種類のア ミ ノ酸パ
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ーミアーゼ (histidinepermease gene [HIPl 23)  ]， general amino 

acid permease gene [GAPl 24)] ，hypothetical a皿inoacid permease 

gene [YCC5 2 5) ]， arginine permease gene [CANl 2 6) ]， prol ine 

permease gene [P{]T4 2 7) ])とホ モ ロ ジ ー の あ る こ と が わ か っ た 。

ハ イ ドロパシープロットを行った結果 (Fig. 7) ， LTG3タンパク

質は 12個の膜貫通領域を持つことが明らかとなった。 LTG3タ

ンパク 質と 5種類のアミノ酸パーミアーゼのアミノ酸配列を比較

すると (Fig. 8) ， LTG3タンパク質のアミノ酸配列のうちおよ

そ 8 0番目から 520番目の配列(疎水性領域と一致する)が 5

種類のア ミノ酸パーミアーゼのアミノ酸配列とホモロジーの高い

ことが わ か っ た 。 こ の LTG3タンパク質がどのアミノ酸のパーミア

ーゼ遺伝子なのかを調べる ために， YPAD+AA寒天培地上での

YNN140株の増殖を調べた(T a b 1 e 1 8) 0 3 0 oCでは YPAD+O.6% 

L-フェニル ア ラ ニ ン 培 地 以 外 の YPAD+AA培地で YNN140株 の 増 殖 は

阻害されなかった。 10 OCと 5oCでは， Y P AD + 0 . 2 % L-トリプト

フ ァン 寒天培地上で YNN140株は最も良く増殖した。 YNN140株が

低 温 下で増殖できないのはトリプトファンの取り込みがうまくい

かない た め であろうと考えられた。 Fi g. 6で下線を引いた塩基配

列は S{]P3遺伝子の塩基配列 と一致するので ， LTG3遺伝子は第 X

V番染 色体上に存在することが明らかになった。

7. LTG3遺伝子の破壊

LTG3遺伝子が破壊されるとどんな表現型を示すかを調べるた

めに ，LTG3遺伝子中の BamHI部位に {]RA3遺伝子を挿入した破壊変

異を作製した (Fig. 9A) 。すなわち LTG3遺伝子を含む Bg1 II 

-Xho 1の 5. 3 kb断片を pBR322プラスミドの BamH1 -Sa1 1部位

にクローニングして pDK13 プラスミドを作った。 YEp24プラスミ

ドから {]RA3遺伝子を含む 1. 2 kbの HindIII断片を切り出して平

滑末端にし， pDK13プ ラ スミド中の LTG3遺 伝 子 中 の 平 滑 末 端 に し

た BamHI部 位 に 挿 入 し て pDK14プラスミドを作製した。 pDK14プ

ラスミド中の 4. 6 kb NheI -EcoR 1断 片を 切り 出し ，Ura一株(YNN140，
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K12-2A， YPH500， 3426D， 3422C， 3412C， YDK7) を形質転換して

U r a +とした。

うま く 破 壊されているかどうかを次のようにして確認した 。組

み込 み の 受容菌株として用いた野生型 一 倍 体 株 (YNN140) と野生

型二倍 体 株 (YDK7:YNN140株と K12-2A株の交雑株) ， Ur どとなっ

た組み込み体(YDK 1と YDK8) ， その四分子 (YDK8-1A， YDK8-1B， 

YDK8-1C， YDK8-1D) の染 色 体 DNAを EcoRVで分解し，クローニン

グした DNAの 1. 7 kb EcoRV断片をプロープとしてサザンブロ ッ

トした (Fig.9B) 0 Ura+二倍体組み込み体において 1. 7 kbと 1. 

2 5 kb断 片を検出した(レーン 4)野生型の一倍体株と 二 倍体

株からは 1. 7 kb断片を検出しているので(レーン 1と 2) ， 1 . 

2 5 kb断 片は破 壊さ れた アレルに特異的であり (Fig.9A) ， 1. 

7 kb断片は野生 型株 のア レル に由来すると考えられる。四分子の

中の Ura +株において 1. 2 5 kb断片を検出した(レーン 6と 8)。

Ura-株からは，野生型株と同じく， 1 . 7 kb断片が検出された(レ

ーン 5と 7)。この結果から ，LTG3遺伝子がゲノム上の正しい位

置に存在し ，LTG3遺伝子が必須遺伝子ではないことが明らかにな

った。

8. LTG3遺伝子の性質

野生型 株(YEp24プラスミ ド を 持つ YNN140株)，形質転換株(pDK9 

プラスミド(YE p 2 4プラスミドの BamHI部位に LTG3遺伝子を挿入

したマルチコピープラスミド)を持つ YNN140株) ， YNN140株の

LTG3遺伝子破壊株の種々温度における H-uracil液体培地での増

殖を調 べ た(F i g. 1 0) 0 3 7 oCでは 3株聞に差はほとんど認めら

れなかった。 2 8 oCで 3株聞 に 差が生じた。遺伝子破壊株の増殖

速度が形質転換株と野生型株のそれに比べて遅くなった。 20 oC 

と 15 oCでは 3株の増殖速度はほとんど同じであったが， 2 0 oC 

と 15 ocで遺伝子破壊株に， 1 5 ocで野生型株に lag phaseが生

じた。 10 oCでは野生型株の増殖 速 度 は 形 質 転 換 株 の そ れ と ほ と

んど同じだ ったが， 1 ag phaseが認められた。遺伝子破壊株は 1
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o oC 2 5日後 においても 増殖 が認 め られなかった。 5ocでは形質

転換株が lag phaseもな く対数的 に 増殖 したのに対し ， 野生型株

はわず かの 増 殖 が 認 め ら れ ，遺 伝子 破 壊株は 2 8 日後においても

増殖は全く認められなかった。以 上 をま と め ると ，LTG3遺 伝 子 を

破壊 すると 10 OC以下での増殖が でき な くなる ことが 明 らかにな

った。

野生型株，形質転換株，遺伝子破壊株の増殖の stat i onary phase 

に おける培養液中の酵母細胞濃 度 は 37 oC， 2 8 oC， 2 0 oC， 1 

5 OCでは ほと ん ど 一 定 で あった。 10 oC， 5 OCと温度が低 くなる

につれて，野生型株と形質転 換株の stat i onary phaseでの細胞濃

度は減 少 し た。遺伝子破壊株の場合は 10 oC， 5 OCでは増殖は認

め られなかった。以上のことから，野生型株，形質転換株の増殖

も，遺伝子破壊株の増殖と同様， 1 0 OCと 5OCでは制限されてい

ると考えられた。

LTG3遺伝子のマルチコピ ー で の存在が YNN140株以 外の 株の 増

殖に及ぼす影響を H-uracil寒天培地で調べた (Table19A)oYPH500 

株と KA31D株では LTG3遺伝子がマルチコピーで存在することによ

り， YNN140株 と 同 様 ， 低 温下での増殖が可能となった。しかし，

RAY-3A株と K12-2A株では野生型株と形質転換株の聞に差は認め

られなかった。マルチコピーでの LTG3遺伝子の存在によって低温

増殖 が可能になる株とそう で ない株とが存在することが明らかに

なった。

遺伝的背景 の異 なる 株における LTG3遺伝子の破壊の影響を調

べた (Table 19 A，B) 0 YPH500元株が 15 oCで増殖できるのに対

し， YPH500株由来の遺伝子破壊株は増殖できなかった (Table19A)。

K12-2A元株とそれ由来の遺伝子破壊株は 5OCで増殖できた(Table 

19A) 。先に分離した低温増殖性変異株 3426D(LTGl-l)株， 3422C 

( LTGl-l) 株， 3412C (LTG2-1)株 (Table9)に つ い て LTG3遺伝子

をマルチコピーで持つ場合 と遺伝子破壊した場合に低温増殖性が

ど う変化する か を 調 べ た (Table19B) o 3426D株， 3422C株， 3412C 
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株の 元 株 と それ ぞ れの LTG3遺 伝 子 を マ ル チ コ ピ ー で 持 つ 形 質 転

換株は低温下で増殖 したが，遺伝子破壊株はいずれも 5oc ， 1 0 oc 

で増 殖で きなかっ た 。 こ の 結 果は ， LTGl-lと LTG2-1変異遺伝子

が LTG3遺伝子を介してその 機 能を 発 現 していることを示唆して

いる。

考察

低温増殖性遺伝子 (LTGlと LTG2) の遺伝子 量 効果の 実 験 で一 倍

体株では 2個の遺伝子を保持する株の低温増殖性が遺 伝子 を 1個

保持する株 より強い傾向を示し，二倍体株では 5ocにおいて遺 伝

子を 2個， 3個あるいは 4個 保持する株の低温増殖性が強 く， 3 OC 

に おいて 2個あるいは 3個の 遺伝子を保持する株の低温増殖性 が

強いという傾向を示した。本実験で用いた株は同質遺 伝子 背 景 の

もの ではないので微妙な増殖の差の比較は困難である。しかし，

この結 果は実用菌株で低温増殖性遺伝子変異を分離し，それを 重

複保持させることで低温増殖性 を高め，さらに，その中で醸造 に

適 し た 菌 株をスクリーニングするという操作を行うことにより，

低温増 殖性 の強い優良酵母の育種が可能であることを 示 唆して い

る。

遺伝子破壊による ltg3株構築の過程で ， LTG3遺伝子の 3 f 側

領域の一部 (S[JP3遺伝子を含む )が除かれていた。しかし，遺伝

子破壊 株 の 表 現 型 が YNN140のような ltg3株と本質的に同じ表現

型を示したので，このプラ ス ミドを用いた破壊の影響は主 に LTG3

遺伝子の機能を失わせることに現れたと考えられる。このことか

ら，破壊用プラスミドにおい て欠失した 3'側領域の役割は，た

とえあったとしても，生物 学 上 の ご く 小 さ な も の で あ ろ う と 考 え

られる。

培地中の種々のア ミ ノ酸が YNN140株の増殖に及ぼす影響を調

べ た Table 18の結果は LTG3遺伝子が数種類のア ミ ノ酸，特にト
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リプトファ ン， の取 り込み に 関 係していることを示唆している。

トリプトファ ン 要 求 性 株 に お い て はトリプトファンの取り込みが

低温増殖での律速になって い る と考えられる。この仮定はトリプ

トファン 非 要求性株(例えば ，LTG3遺 伝子 を破 壊した K12-2A株 )

が 5ocで増殖できる (Table19A) という事実とつじつ ま があう。

しかし，清酒酵母日本醸造協 会 9号から取 得した一 倍体 K9-58株

はこの仮定ではうまく説明でき な い。 すなわち， K9-58株はトリ

プトファ ン非要求性株であるけれども 5ocで増殖できな い。け れ

ども，その K9-58株から取 得し た変異株は LTG2-6'"9と推定され

た変異によって低温増殖が可能となった。また ， LTG1-l-.6， ltg3 

遺伝子あるいは LTG2-1-~ ltg3遺伝子を持つ株が 5ocで 増 殖 し な

い (Table19A) という事実は LTG1-l， LTG2-1変異が LTG3遺伝子

と関連しており ，LTG3遺伝子を経由してその機能を発現 している

ことを示している。すなわち ， LTG1-lと LTG2-1遺伝 子 の 機能 の

発現に は LTG3遺伝 子が 必要であると考えられる。従って，より低

温増殖力の強い酵母を育種 す る た め に は ， 実 用 酵 母 の よ う な ト リ

プトファン非要求性株における LTG3遺伝子の機能を検 討 し ，LTG1，

LTG2遺伝子をクローニングしてその性質を調べ ，LTG3遺伝子との

関係を 明 ら かにすることが必要であると考えられる。

その LTG1，LTG2遺伝子の機 能に つ い て は い ろ い ろ 考 え ら れ る 。

例えば， 酵母の増殖に関する温度適応に細胞膜の脂肪酸組成が関

係 している 2 9 ， 3 0 )との報告があり，この低温増殖性変異株も細

胞膜中の 脂肪酸組成の変化を起こす変異によるものかもしれない 。

ま た，出芽酵母の遺伝研究株では 種 々 の 低 温 感 受 性 突 然 変 異 が 知

られて お り，清酒酵母にはこのような変異が蓄積されていて，低

温増殖 能を示さない可能性が十分に考えられる。この仮定が正し

いとすれ ば ，そ の よ う な 変異遺伝子の復帰変異あるいはサプレツ

サ一変異によって低温増殖 性を獲得することが清酒酵母において

も 容易に起 こりうると考えられる 。 そ し て ， 既 に ， 低 温 増 殖 に 関

係してい る遺 伝子 とし て LTEl遺伝子 3 1 )と NSRl遺伝子 32， 3 3 ， 
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3 4 )が知ら れて い る。 LTE1遺伝子は低温増殖に必須であり，温度

感受性 で同 時 に M1二重 鎖 RNAの 複製欠損を示す mak16-1株を相補

する遺伝子としてクロー ニング され た l1AK16遺伝子に隣接して存

在する遺伝子として発見され た 。NSR1遺伝子は低温ショックで誘

導され る遺伝子であることがわか っている。その NSR1タ ン パ ク 質

は酵母細胞が急激な温度 低下 に さ ら され たときに正常な pre-

rRNA processingと細胞増殖のため に 必要とされる タンパク質で

ある。他にも低温下での増殖能 を示さな い ような性質を 含んだ 遺

伝子が数多く存在するであろう。多 くの株はこのよ う な極端な温

度で増殖試験をすることがな い のでその性質が知られて い ない だ

けであり，こういった性質は実験室での保存中に蓄積されたので

あろうと考え ら れ る 。 そ れ ゆえに，クローニング実験に用 いら れ

る 宿主酵母に 依 存 し て ， 酵母 に低温増殖能を付与する種々の遺 伝

子がクローニングされうるであろうと考えられる。

要旨

酵 母 の 低 温増殖性変異株を分離し，その遺伝的性質を検討した。

2種類の優性低温増殖性変異遺伝子の存在が明らかとなった。そ

れぞれ LT G 1， L T G 2 ( 1 0 w t e m p e r a t u r e gr 0 w t h g e n e )と命名した。

一倍体 株では遺伝子を 2個保 持する株の低温増殖性が強く， 二 倍

体 株で は遺伝子を 2個あるいは 3個保持する株の低温増殖性が強

く，特に ， LTG1-1遺伝子のホモザイゴート株 (LTG1-1/LTG1-1 

株 ， LTG1-1 LTG2-1/ LTG1-1株)の中に低温増殖性の強 い 株の存

在することが認められた。 また，清酒酵母から得た 一 倍体株より

低温増殖性変異株 (LTG2変 異株の可能性が高 い )を取得して，清

酒も ろみ中での発酵力を検 討 した。その結果，元の野生型株に比

べて変異株の発酵カが大きく向上したことが認められた。

低温増殖性に関係する遺伝 子の存在が確かめられたので，その

遺伝子のク ローニングを試みた。トリプトファン要求性の
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Saccharomyces cerevisiae YNN140株に低温増殖能を付与する遺

伝子をクローニングし ， L T G 3 ( 1 0 w t e m p e r a t u r e gr 0 w t h g e n e )と

命名した。この遺伝子を破壊すると低温下での増殖が認められな

くなることが明らかになった。 この遺伝子が低温増殖に及ぼす影

響 は菌株によって異なることがわかった。塩基配列の解析から，

592のアミノ酸をコードする ORFが 含 ま れ て い る こ と ， ホ モ ロ

ジー検索から，そのタンパク質のアミノ酸配列は数種類のアミノ

酸パーミ アーゼとホモロジーのあることがわかった。培地にトリ

プトファ ンを大量に添加す ると YNN140株が低温増殖能を示すこ

とから，培地からのトリプトファンの取り込みが YNN140株の低温

下での増殖を制限していると 考 え られた。 LTG3遺伝子を含むクロ

ーニング さ れた DNAの塩基配列の一部が SlJP3遺伝子のそれと一致

したので ，LTG3遺伝子もまた第 xv番染色体上に存在することが

明らかになった。
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genetic of investigation the ln used 

properties. 

Strains 9. Table 

Source 

34A 

(A)a 24A 

46A 

61C 

his3 tTtl UTa3 

ade2 his3 tψl 

his3 tψ1 UTa3 la.2 

ade2 his3 irtl 

Genotype 

α 

a

α

a

 

Growth 
at 50C 

Strむn

mutant from 34A 

mutant仕om34A 

mutant from 34A 

mutant from 34A 

mutant from 24A 

mutant from 46A 

his3 tTtl UTa3 

his3 tψ1 UTa3 

hむ3tTtl UTa3 

his3 tゆ1UTa3 

ade2 his3 tTtl 

his3 irtl UTa3 la.2 

LTG2-1 

LTG2-2 

LTG2-3 

LTG2-4 

LTG2・5

LTGl・1
α

α

α

α

a

α

 

+
+
+
+
+
+
 

#1 

#2 

(B) 灯

#4 

#5 

#6 

segregant from #1 x 61C 

seg陀 gantfrom #2 x 61C 

segregant from #3 x 61C 

segregant from #3 x 61C 

segregant from 併 x61C

seg百 gant合o皿併x61C

segregant from #5 x 34A 

segregant仕om#5 x 34A 

segregant from #6 x 61C 

segregant from #6 x 61C 

his3 tψl 

ade2 his3 trtl 

his3 tゆl

ade2 his3 tゆ1UTa3 

his3 tゆl

his3 tゆl

ade2 his3 tゆl

ade2 his3 tTtl 

伝s3tψ1 UTa3 

his3 irtl la.2 

LTG2-1 

LTG2-2 

LTG2-2 

LTG2・3

LTG2-3 

LTG2・4

LTG2-4 

LTG2-5 

LTG2・5

LTGl-1 
a

α

a

α

α

a

a

α

a

α

 

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
 

3412C 

3423B 

3431A 

3431C 

(C) 3441A 

3441B 

2414C 

2419B 

4617A 

4618A 

segregant from向 X61C

segrでgantfrom #3 x 61C 

segregant from #2 x 61C 

segregant from #2 x 61C 

segregant from # 1 x 61 C 

segregant from れ x61C 

segregant from #1 x 61C 

segregant from 3412C x 3423B 

segregant台。m 3412C x 3423B 

segregant from 3412C x 3423B 

segregant from 3412C x 3423B 

seg詑 gantfrom 3412C x 3423B 

ade2 his3 irtl UTa3 

ade2 his3 tTtl UTa3 

his3 trtl ura3 

his3 irtl UTa3 

ade2 his3 trtl 

ade2必s3tゆ1ura3 

his3 tψ1 ura3 

ade2 his3 trtl 

his3 tψ1 

ade2 his3 tゆ1

his3 tψl 

ade2 his3 trtl 

LTG2-1 

LTG2・1

LTG2-1 

LTG2-1 

LTG2-1 

LTG2・1

LTG2-1 

LTG2・1

LTGl・l

LTGl-l 

LTGl・1

LTGl-l 

LTGl-1 

LTGl-l 

LTGl・1

α

α

a

a

α

α

α

α

a

α

a

 

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
 

3441C 

3431B 

3422C 

3426D 

3411B 

(D) 3412A 

3415B 

1204B 

1204D 

1206B 

1207C 

1212A α 

K9-58 

K9-58-41 

(E) K9・58-43

K9-58・62

K9-58-64 

haploid isolated念。m K9b 

mutant from K9・58

mutant from K9・58

mutant from K9・58

mutant from K9・58

LTG2・6

LTG2・7

LTG2・8

LTG2-9 

α

α

α

α

α

 

+
+
+
+
 LTGl， LTG2: Low-temperature-growth genes. 

• Diploids obtained by crossing 61C x 34A or 46A were sporulated and dissected. Four and three compJete tetrads 

recovered from the respective diploids showed the 0 + : 4 - segregation with πspect to the ability to grow at 50C in 

everγascus. 

b Nihon JozδKyok.ai No. 9 
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Table 11. Feed progra皿 for preparation of sake mashes. 

1st 2nd 
Total 

feed feed 

Total rice (g) 74 126 200 

α-rice (g) 54 100 154 

Dried rice kりi(g) 20 26 46 

Water (ml) 150 165 315 

Yeasta (ml) 2 2 

Lactic acidb (ml) 0.31 0.31 

a Yeast was cultivated overnight in kりijuice at 280C 

on a shaker (120 rpm). 

b 75% solution. 
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Table 12. Growth of mutant and wild type strains at low 

temperatures. 

Strain 
Temperature (OC) 

3 5 7 9 11 

< wild type) 

34A + 
24A + 十

46A + 

<mutant) 

#1 十 十 十 + 
#2 + + + + 
#3 + + + + 
#4 + 十 + + 
#5 + + + + 
が6 + 十 十 十

十 Growthafter 30 d. 

一 Non-growthafter 30 d. 
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Table 13. Tetrad analysis of hybrid strains constructed 

by crossing each mutant strain with the wild 

type strain. 

Hybrid straina Number of tetrads with ratios 

Growing: Non-growing at 50C 

mutant X wild type 4:0 3 : 1 2:2 1 : 3 0:4 

れ X61C O 。11 。O 

#2 X 61C 。O 3 。O 

#3 X 61C 。。 5 。O 

#4 X 61C 。。 5 。O 

#5 X 34A 。O 2 O 。
が6X61C 。O 3 O 。

a All the diploid hybrids tested grew at 5 OC. 
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Fig. 3. Growth of tetrad segregants from hybrid (# 1/61C) 

a t 50C. 

Four sets (1~4) of tetrad segregants were 

inoculated on YPAD agar mediu皿. These plates were 

i n c u b a t e d a t 5 OC f 0 r 3 0 d . 
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Table 14. Allelism tests among mutant genes conferring 

a b i 1 i t y t 0 g r 0 w a t 5 OC 0 n t h e w i 1 d t y p e c e 1 1 s . 

(A) Tetrad analysis 

Number of tetrads with ratios 

H ybrid straina Growing: Non-growing at 50C 

4:0 3 : 1 2:2 1 : 3 0:4 

3412C(れ)x 3423B (#2) 2 3 O 。
3412C(れ)x 3431C(打) 4 。 。 。 。
3412C(れ)x 3441A(科) 6 。 。 。 。
3431A(#3) x 3423B(#2) 。 2 。 。 。
3431A(ね)x 3441A(科) 4 。 。 。 。
3441B(#4) x 3423B(#2) 2 2 。 。 。
3441B(科)x 3431C(#3) 3 。 。 。 。
2414C(桁)x 3423B(位) 3 2 。 。
2414C(桁)x 3431C(#3) 5 。 。 。 。
2414C(桁)x 4618A(#6) 6 。 。 。 。
4617A(#6) x 3423B(#2) 2 5 2 。 。
4617A(#6) x 3431C(ね) 6 。 。 。
4617A(#6) x 2419B(#5) 7 。 。 。 。
a All the diploid hybrids tested grew at 5 oC. 

(B) Summary of allelism tests 

Discrimination of genes of hybrid strains 

a-str剖 n¥α-stralIl 3423B 3431C 3441A 
(#2) (#3) (#4) 

3412C(れ) D I I 

3431A(#3) D I 

3441B(料) D I 

2414C(#5) D I 

4617A(桁) D I 

D: Two genes were differrent. 

1 Two genes were allelic or linked closely to each other. 

一 Nottested. 
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Dosage effect of LTGj-j and LTG2-j genes on growth 

te皿peratures.low at 

15 . Table 

Grow也
dlaraαeristi白 a

50C 30C lOC 

Diploid strain 

Grow也
characteristics& 

50C 30C lOC 

Haploid strain 

No.of 
genes StrむnGene 10印 SStrain Gene Iocus 

+
+
+
+
+
 

3431B/61C 
3441C/61C 

3423B/61C 
3426D/3431 B 
3426D/3441 C 
3422C/3431B 
3422C/3441C 

+/+ 

LTG1-1/+ 
+ 
+ 

+
+
+
 

nrh
n，

A-円，‘

3431B 
3441C 
61C 

3423B 
3426D 
3422C 

+ 

LTG1-1 

O 

+ 
+ 

+
+
+
+
+
+
+
 

3
3

2
 

+
+
+
+
+
一+
+
+
+
+
+
+

4
4
3

4
3

一4
4
3
3
4
3

4

3412C/3431B 
3412C/3441C 
3411B/61C 
3412A/61C 
3415B/61C 

3423B/3412C 
3426D/341lB 
3426D/3412A 
3426D/3415B 
3422C/341lB 
3422C/3412A 
3422C/3415B 

LTG2・1/+2+ +
+
+
+
 

4
a
ワ
ム

n3
旬
、
》

3412C 
3411B 
3412A 
3415B 

LTG2・1

LTGl・1 + 
+ LTG2・1+

+
+
+
+
 

ワ
4

円

4
n
4

+
+
+
+
+
 

4
3
3
4s
4s 

1204D 
1204B 
1206D 
1207C 
1212A 

LTG1-1 LTG2・12 

+
一
+
一
+
+

円

4

t
J

+
+
+
+
+
+
 

4
2
3
3
4
4
 

1204D/3431B 
1204B/61C 
1204D/3441C 
1206B/61C 
1207C/3431B 
1212A/61C 

LTG1-1 LTG2・1
+ + 

+ 
+ 

+
+
+
一

4+ 
4+ 

件

付

作

一
件

件

件

計

H

H

5+ 
5+ 

+
+
+
一
+
+
+
+
+
+

4
4
4
一3
4
3
3
3
3

3423B/3426D 
3423B/3422C 

3412C/341lB 
3412C/3412A 
3412C/3415B 

LTG1-1 LTG2・1 1204D/3423B 
LTG1-1 + 1204B/3426D 

1204B/3422C 
1206B/3426D 
1207C/3423B 
1212A13426D 

LTG1・1
LTGl・1

LTG2・1
LTG2・1

3 

LTGl・1LTG2・1 1204D/3411B 3+ 2+ 
+ LTG2・1 1204B/3412C 3+ 2+ 

1204D/3412A 2+ + 
1204D/3415B 2+ + 
1206B/3412C 4+ + 
1207C/3411B 3+ + 
1212A/3412C 3+ 2+ 

LTGl・1LTG2-1 1204D/1204B 4+ + 
LTGl・1LTG2・1 1204D/1206B 3+ + 

1204D/1212A 3+ + 
1207C/1204B 3+ + 
1207C/1206B 4+ + 
1207C/1212A 3+ + 

& The number of days needed for the appearance of visible oolonies at出eind.icated temperatu陀 less也an10d 
(5+)， 11-15d(4+)， 16-20d(3+)， 21-25d(2+)， and26-30d(+). Aminussign(一)indicat白血atno visible 0010-
nies appearでdat the ind.icated temperatu陀 after30 d 
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Table 16. Allelism tests of the newly isolated LTG mutants 

from a sake brewing strain (K9-58). 

N umber of tetrads with ratios 

Hybrid straina Growing: Non-growing at 50C 

4:0 3:1 2:2 1 : 3 0:4 

K9-58 x 3426D (LTG1-l) 0 6 2 。
K9-58 x 3412C (L TG2-1) 0 O 8 O O 

K9-58・41x 3426D 2 2 。O O 

K9・58・41x 3412C 6 。O O 。
K9・58-43x 3426D 4 2 。O 

K9・58・43x 3412C 5 。。。。
K9-58-62 x 3426D 4 。。
K9-58-62 x 3412C 4 O O O 

K9-58・64x 3426D 2 3 O O 

K9-58・64x 3412C 8 2 。O O 

a All the diploid hybrids tested grew at 50C. 
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Table 17. Alcohol concentration in sake produced by mutant 

and wild type strains in laboratory scale sake 

brewing. 

A1cohol (vol%) 

Strain 'hu 
ed a
 

m
 

p
T
A
 o

 
e
 

F
A
 

U
 

会
E
La

 
r
 

戸し
VDA 

m
 

e
 

T
 
100C 150C 

K9-58 

K9・58・41

K9・58・64

9.9 

15.0 

14.9 

15.2 

17.8 

17.7 

A1cohol was assayed by the standard method establi-

shed by the National Tax Administration Agency. The 

fermentation period after the 2nd feed was 35 d by 

K9-58 strain at 100C and 150C， 33 d by K9-58-41 and 

K9-58-64 strains at 100C and 15 d by K9-58・41and 

K9-58-64 strains at 150C. 
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Fig. 5. Restriction map， subclones of the cloned DNA， and 

sequencing strategy. 

Each of the subcloned plas皿idswas introduced into 

YNN140 and the transformants were tested for their 

a b i 1 i t y t 0 g r 0 w a t 5 oc . P 1 u s ( +) a n d皿inus(一 signs

indicate whether the transformant carrying each 

p 1 a s m i d c 0 u 1 d g r 0 w a t 5 oC 0 n H -u r a c i 1 a g a r m e d i u m 

or not. Arrows denote both sequencing directions and 

the lengths of the sequence data obtained fro皿

fragments. The thick arrow indicates the ORF. The 

restriction sites for BamHI(B)， Bgl II (Bg)， 

BstE II (Bt)， EcoRI(E)， EcoRV(EV)， PstI(P)， 

SphI(Sp)， and XhoI(X) are indicated. 
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Pstl 
口GCAGCACACACA廿MAA'Ii1TI・口G必ATG組組MAA叩ぽrAAAT[jAAA/JIJ.釧jGCAMCAATIA(，'C口氾AMTAGGGC'πAM -571 

TCAAGMT以前回目MTTAAM町TATπT必GTTTA'πATGAC口MTMAMTMATA口MぽrAAACAMTAC切rM紙込tb口Aほお -476 

切口AMMTAmσITITA回GTTTfGUliCAT囚TAAMT口TIT口廿T円寸ぽT甘TCUiCCAπn汀U口GMTAl訊M回GCA甘M -381 

ATGACAMATGACA町GAAMη囚M田口口π寸G口Gα;ATGATA廿GCAT口Aα汀口じ口ATAC'円以iロロAGTNJ寸口MCGITGTIC -286 

日iGTGGGGl汀回AT田村MATGGTA凶T似 iCA町rT円CACAMTITTT口C円A口TI臥ATATC汀GTGT回GTぽrAT竹山臥MATAT -191 

打GTbATITUエAぽATTCA口CCTb廿CAM焔臥TATATTCATATI寸訂π官TATATACAT口GTbCA廿G回GAT口MATTbTGTGMG'汀 -96 

T口G瓜iGTGA口GA口πロCAACA回T囚AG山田ACA甘寸CCCAAAMTTb口GT.TfJMCATAM'J口Af.fJCAAATTA囚CAACACA口口CAT -1 

A叩 ACCGM GAC 11寸ATIT口 TCfGTC AM'J町rTCA MT GAG GTb CfG AM'J GAG囚AAAA TCf MC 11寸民A 72 
( 1) Met Thr Glu Asp Phe Ile Ser Ser Val Lys Arg Ser Asn Glu Glu Leu Lys Glu Arg Lys Ser Asn Phe Gly 

廿T目AGM TAC AM TCC Aftb CM ITA ACA TCA TCC TCA TCA CAC MT TCA MC TCA T回日TCAC GAT GAT 144 
(お) Phe Val Glu Tyr Lys Ser Lys Gln Leu Thr Ser Ser Ser Ser lIis Asn Ser Asn Ser Ser His His Asp Asp 

GAC MC CM CAC叩CATb AGG MT A廿 廿CCTb ffiA TGT GTT GAT TCf円CATb T口 CロロGGAC GGC T囚 216 
(49) Asp Asn Gln His Gly Lys Arg Asn Ile Phe Gln Arg Cys Val Asp Ser Phe Lys Ser Pro Leu俗pGly Ser 

πC GAC ACA TbT MT TTG AAG絹GA口 CTGAM CCA組GCAC TTA ATC ATG A甘 GCCATT田辺回CTbT ATA 2朗
(73) Phe Asp Thr Ser Asn Leu Lys Arg Thr Leu Lys Pro Arg His Leu Ile阿etlle Ala Ile Gly Gly Ser lle 

回rACf回TTTGπ寸訂CGGT AGT Gσr AN; GCA ATC GCC GM町r回TCCT crr邸T回CGTC Aπ・日汀 TGG 360 
(97) Gly Thr Gly Leu Phe Val Gly Ser Gly Lys Ala lle Ala Glu Gly Gly Pro Leu Gly Val Val Ile Gly Trp 

G口 ATIGCA印CTCT CM ATC ATC GGG Aai AIT CAT G{沼口AGGi GM ATC AUi GTG国;廿CぽCG'円 GTC 432 
(121) Ala Ile Ala Gly Ser Gln Ile lle Gly Thr Ile His Gly Leu Gly Glu Ile Thr Val佐gPhe Pro Val Val 

BamHI 
回GGαπi GCC MT TAC回CACA AI図 T円 TIGGAT α活応rATA AGT廿Tσπσn・T∞A回 ATATAC町G 504 

(145) Gly Ala Phe Ala Asn Tyr Gly Thr Arg Phe Leu Asp Pro Ser IleぬrPhe Val Val Ser Thr lle Tyr Val 

ロACTb T田 TTT判寸町AITA囚CTTA GM ATC AIT G回 G回 GCAATG ACC回AA国 TACTGG MC T(お T口 576 
(169) Leu Gln Trp Phe Phe Val Leu Pro Leu Glu lle Ile Ala Ala Ala Met Thr Val Thr Tyr Trp Asn Ser Ser 

AπGAC CασrA ATT T回 GTAGCC ATC π寸 TATGロσn、ATIG'廿 TαATAMT TTG T門 図T目A囚AGl寸倒8
(193) lle Asp Pro Val lle Trp Val Ala lle Phe Tyr Ala Val lle Val Ser lle Asn Leu Phe Gly Val Arg Gly 

m 日お臥AG囚 GMm GCA TπTαA印 ATAAM GCA ATA ACAσπTGC GGA TIC ATT ATA TIG TGC Gπ 720 
(217) Phe Gly Glu Ala GLu Phe Ala Phe Ser Thr lle Lys Ala lle Thr Val Cys Gly Phe Ile lle Leu Cys Val 

町CCfC A廿 TGC叩T図A町TαCGAC CAC臥GTTC ATI GGC GCC MA T Af， T回 CACGAC C口回TT町 πG 792 
(241) Val Leu Ile Cys Gly Gly Gly什。AspHis Glu Phe Ile Gly Ala Lys Tyr Trp His Asp Pro Gly Cys Leu 

GCC MT G田 町口 沼田CGTI口AT口町iCIT G'IT G'πG口 T囚 TATT口口CGGT GGT ATA臥AATG A印 864 
(265) Ala Asn Gly Phe Pro Gly Val Leu Ser Val Leu Val Val Ala Ser Tyr Ser Leu Gly Gly lle Glu Het Thr 

TGC口GGCA TCA回TGM Affi GAC CCC AM回C甘'ACCA焔TGCf ATC ANl CM GTG 11寸T凶瓜お ATC廿A 936 
(お9) Cys Leu Ala Ser Gly Glu Thr Asp Pro Lys Gly Leu Pro Ser Ala lle Lys Gln Val Phe Trp Arg Ile Leu 

EcoRV 
廿T竹C甘iTrG ATA TCA CfG ACC口百回A回AT叩口G回寸 CCATAT ACA AAC CM MC TTA口G回T町r 10凶

(313) Phe Phe Phe Leu lle Ser Leu Thr Leu Val Gly Phe Leu Val Pro Tyr Thr Asn Gln Asn Leu Leu Gly Gly 

TCA T目 白GGAC MC TCA ccr 11寸訂CA'πGαATA MA TIG CAT CAC A'πAM GCC TI'G CCC T民 ATCGTC 1060 
(337) Ser Ser Val Asp Asn Ser Pro Phe Val lle Ala Ile Lys Leu His His Ile l..ys Ala Leu pro S町IleVal 

MT Gm GTC ATC C'IT ATC tm回寸甘G焔T町A町rMC TCC TGC ATC TTC G口 TCA府 T組AA囚 TIGTGT 1152 
(361) Asn Ala Val Ile Leu Ile Ser Val凶 JSer Val Gly Asn S町CysIle Phe Ala Ser Ser Arg Thr L剖Cys

T田 ATGGαωCCAA囚Ccrr AπCCA T回 TGGT円町rTAT ATC GAC arr GCf GGI' N.ぉαlicrGσIT凶C 1224 
(3邸) Ser Het Ala His Gln Gly Leu Ile Pro Trp Trp Phe Gly Tyr lle Asp佐gAla Gly Arg pro Leu Val Gly 

AπATG GCA MT TCA口^m回ATTA口^GCA 11寸口GGTC AAA TCf GGC T囚 ATGT口 GM回寸 TICAAT 1296 
(409) Ile Met Ala Asn Ser Leu Phe Gly Leu Leu Ala Phe Leu Val Lys ser Gly Ser Het ser Glu Val phe恒n

5 1 



T回 ITAATG GCC A廿 GCCGGC CI'G GαA囚 TGCAIT町CTGG TTG AGC ATC MC CI'G TCA CAT ATC TI;A廿T 13印
(433) Trp Leu Het Ala lle Ala Gly Leu Ala Thr Cys Ile Val Trp Leu Ser Ile Asn Leu ser His lle Arg Phe 

以JA白GG囚 ATG~ G白山Aぼ;GAN] TCf CfG GAT GM TTA GM r打田寸焔TG口 町C凶GATI TGG (おA 1440 
(457) Arg Leu Ala Het Lys Ala Gln Gly Lys Ser Leu Asp Glu Leu Glu Phe Val Ser Ala Val Gly Ile Trp Gly 

TCA G回 TATT民 G口 TTAATC MC TGT CfA ATC TTG ATA G口 CMTTC TAT T訂 TCACfA TGG氏CATI GGT 1512 
(481) Ser Ala Tyr Ser Ala Leu Ile Asn Cys L凹 IleLeu lle Ala Gln Phe Tyr Cys Ser Leu Trp Pro lle Gly 

回CTGG ACC AGC GGC AAA臥AA国 GCf酬 ATAT円 TTTCM MT TAT CfG叩TGCC TIA ATC ATG ITA T廿 l日4
(505) Gly Trp Thr Ser Gly Lys Glu Arg Ala Lys Ile Phe Phe Gln Asn Tyr Leu Cys Ala Leu lle Het Leu Phe 

ATA TTC ATC GTC CAC AAA ATT TAT TAC AAG T町以AACA GGC AAA TGG T回目GGTI Mb Gα; TIA ANJ GAC 1656 
(529) Ile Phe Ile Val His Lys lle Tyr Tyr Lys Cys Gln Thr Gly Lys Trp Trp Gly Val Lys Ala Leu Lys Asp 

EcoRV 
ATA GAT TIG GM ACC GAT国rAAA GAT ATC GAC ATC GM ATA GTC AMJ CM GM A'廿 GCC臥AAAG AAA ATG 1728 

(5臼) Ile Asp Leu Glu Thr Asp Arg Lys Asp lle Asp Ile Glu Ilu Val Lys Gln Glu lle Ala Glu Lys Lys Het 

TAC CTA GAT TCC a;r CCA T回 TACGTG TbA C必 TTCCAT TTC叩GT町 TMTAC囚M臥MCAAGTTCMi口AT廿 1806
(577) Tyr Leu Asp Ser Arg Pro Trp Tyr Val Arg Gln Phe His Phe Trp Cys • 

円官T組MTT:π1T1TI'TIロロ寸口口町fA目白TC口TCATATTTAA甘AπCCAGATCA1iTMTGCATM囚ACATGACMTAAAAAAAA 1901 

AぽrGACA1TITGMAAA'πATCAm臥ATA囚T回AT~A口寸白寸囚AGCCAGGα'bCMTMMTTMTMTATATATAGACATTMTT 1996 

ロiGAぽrACACMMAT T[;口寸口ロロlGTAG回AAG'IT町汁fMGG囚臥必A口町MmATCA口AaAAAT口'TGA回AT印GG囚TT 2091 

囚A口回∞ccmGGAGATA甘T百TfA口村TGCACAT田口町rCfTTbCI"ITITl' ACI寸GATI囚印廿GCMT口AT口古田A必MTGAA 21邸
EcoRI 

U結TA'πTI'ITfぽrCI'GCAT口TI'acrGαlrrTA.MTCAAATTTGCAACMGT口百以A叩T口MCAぽπ叩廿GCAGT囚MTTC 2278 

Fig. 6. Nucleotide and deduced amino acid sequences of the 

cloned DNA. 

The numbers on the right indicate the number of 

nucleotides in each direction starting from the A 

in the translation initiating ATG; the numbers in 

parentheses denote the amino acid numbers， starting 

with 1 at the initiator methionine. The underline 

indicates the sequence of the SUP3 gene. 

Restriction sites are shown above the sequence. 
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LTG3 ( 1) 町EDFISSVl民HEELlEiISNFCFVEYISlQLTSSSSHNS応部冊即附 ( 51) 

町内 ( 1) IPRNPLlIEY'ADVV郎FXPATSPAFENElESTTFYTELTS(T応 AFPLSSl郎町I附 ( 59) 

;AP1 ( 1) ISNTSSYEINNPDNUHNGITlI紙FLTQEP ITI PSN応AVSIDET芯S芯IIQDFI郎F (59) 

lα5 ( 1) ISSSKSLYEUDUNSSTEIHA叩QDNEIEYFETGSNDiPSSQPHLGYEQ目前SAVRRFFDSFIRAJ)(お問DEVEATQ1NDLTSAIS陀 ( 89) 

CANl ( 1) UNSIEDADIEEIHIYNEPV1TLFHDVEASQTHHR阪芯IPLIDElSIELYPLRSFPT (57) 

P町4( 1) 

LTG3 ( 52) 即日NIFQ舵 VDSFlSPLDGSFDTSNLKRTLl

IVNILPFHKNNRHSAGVVTCADDVSG郎おGDTIKEENVVQVTFSPSSGS側 NIIIlSDNEIDDAIRIElISINQSASSNG (79) 

HIPl ( 60) 

GAPl (60) KRVIPIEVDPNLSEAEXVAIITAQTPLKHHLK 

Yα5 ( 90) SIlQAQELEINESSDNIGANTGIIlSDSLKITIQ 

CAN1 (58) RVNGEDTF・s・E閃 IGDEDEGEVQNAEVI2ELK

PUT4 (80) TIREDL11DVDLEIS陀V郎凶EPHKUQGLI

LTG3 (14J) FP一一-VVGAFANYσTRFLD陀 ISFVVST

HIPl (149) FP一一一VVGGFNVYSIRFIE陀FAFAVN

GAPl (148) FP一一一1SGGFTTYATRF 1 DESFGYANNF 

YCC5 (179) YSN----LTGGYNAYPVSL'.IVFGFAVA' 

CANl (147) IP--ーー-VTSSFマVFSQRFLSPAFGAANGY
P町4(169) L町 民SDSAGSTANLVTRYVDPSLGFATG

L叩 3(224) 

HIP1 (232) 

GAP1 (232) 

YCC5 (263) 

CAN1 (230) 

P町4(257) FA 

LTG3 (300) 

IfIP} (315) 

GAPl (315) 

YCC5 (346) 

CANl (317) 

PUI・4(344) 

1 IAAAITVT~I・-NSSIDPVIIVAI¥RYAV 1 VSIINLFGVRGFI 

VAASITIX'J11時NDK1 NSDA IV A IIf1日TIAL刷ILDVlSF

IVAASITV間前fDPHR郎FVAUA'LAIVII~FGVKGY

VTASlTlK'J1l-γrsVNPDVFVllfWVLVITI~IFGARGY 

VVGQVIQ同時TYKVPLAA曹ISIiI'llVIITI・$.FPVKYY
AASGVVE'J1l-TTAVPXGVIITlIf1LCVVVIUNFSAVKVY 

LTG3 (384) CS.AI邸 LI抑肝'GYIDR

HIP} (402) 

GAP} (401) 

Yα5 (432) 

CAN1 (402) 

P町4(433) 
ω
 

伸

郎

関

凶

官

M

n

E

V

Z

V

E

n

‘n
E
 

u
m
m
凶

印

(140) 

AA (148) 

(147) 

(178) 

(146) 

(J68) 

(256) 

(299) 

(314) 

(314 ) 

(345) 

(316) 

(343) 

(383) 

(401) 

(400 ) 

(431) 

(472) 

(490) 

(489) 

(520) 

(490) 

(520) 

口t3(473) VSAVGIfGSAYSALINCLI~I~QFYCSLfPIGG町田KERAl1 FFQNYi.CALULFI FI VUIIYYKCQTGKnGVKAUDI DLETDRKD (561) 

則Pl(491) ISQTGVKGS'YGFIVLFLV~I~SFfTFSVPIRRFRSQRRIIL (532) 

GAP1 (490) KSPTGVfGSYfGLFIV 1 1 I~IIAQFYVALFPVG郎陀AEGFFEAYLSF!~L VIVM '! I GIIK 1 YKRNflLF 1 PAEUD 1 DTtRREVDLDLUQ (578) 

YCC5 (521) KSQTGVIGSAYACI凶 1LI~JiAQFlV AIAPI GEGKLDAQAFFENYLAIP 1 LI ̂l.YVGYKVIIIlDIKLFIRADllDI DSIIRQIFDEELI K (609) 

CAN1 (491) KAKLIPGLAYYAATFITII~~lQGFTAFAPKFNGVSFAAAYISVFLFL~円 ILF~IFRCQFInIGDVDl隠DRRDIEAIV舵DUEPK (579) 

PlIT4 (521) 一一-1(11ωPYTVIFSLHll匹1IT1TNGYAIFI PXYIRVADFI ̂AY ITLP I FJ.VLfFGIIILYTRT1問nLPYSE1 DYT叩 LVEIEEK (604) 

口G3(562) lDIEIVKQElAEKKIYLDSi内YVIlQFHFJC

GAPl (579) EIAEEIAIIATKPRfYRI'NFfC 

YCC5 (610) QEDEEYRERLRNGPYflRVVAFfC 

CANI (580) TFfDKFfNVVA 

PUT4 (605) SREIEEIRLPPTGFlDlFLDALL 
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(627) 



Fig. 8. Amino acid sequence similarity between LTG3protein 

and known permeases. 

From the top to the botto皿 S. cerevisiae LTG3; 

S. cerevisiae HIP123l
; S. cerevisiae GAPl24

); 

S. cerevisiae YCC52&l; S. cerevisiae CAN126l; 

S. cerevisiae P lJ T4 27l • 

Numbers in parenthesis indicate amino acid number. 

Dashes indicate gaps introduced to opti皿ize the 

alignment. Amino acid residues conserved among 6 

sequences are enclosed with a box. 
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皿ediu皿YPAD on strain YNN140 of Growth 18. Table 

each at acid amlno each with supplemented 

temperature. 

Growth characteristicsa 

Temperature 

100C 

Amino acid 

300C 

Non-addition 
Glycine 
L-Alanine 
L-Valine 
L-Leucine 
L-Isoleucine 
L-Serine 
L-Threonine 
L-Cysteine 
L-Cystine 
L-Methionine 
L-Aspartic acid 
L-Asparagine 
L-Glutamic acid 
L-Glutamine 
L-Lysine 
L-Arginine 
L-Phenylalanine 
L-Tyrosine 
レHistidine
L-Tryptophan 
L-Proline 
HydroxY-L-proline 

+
+
+
+
牛
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
一
+
+
+
+
+

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

50C 

+ 

a Growth characteristics indicated are sufficient growth (+)， poor 
growth (+)， and no growth (一)on YPAD+AA medium at 50C and 
lOOC after 30 d， and at 300C after 3 d. 
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Fig. 9. Disruption of LTG3 locus. 

(A) Strategy for disruption of LTG3 locus. 

The yeast genomic sequence (top) is shown by a thick 

line. The region whose nucleotide sequence was 

determined is indicated by a shaded box. The URA3 

gene and the bacterial sequence are indicated by an 

open boxand a thin line， respectively. The wild type 

strains were transformed to Ura+ with the 4.6kb 

NheI-Eco521 fragment of pDK14 (center). The expected 

restriction map of the disrupted genomic allele is 

shown at the bottom. Abbreviations for restriction 

sites are as in Fig. 5. 

(B) Southern blot analysis. 

Chromosomal DNAs were prepared from the wild type 

haploid and diploid strains used as a recipient for 

integration (YNN140， lanel; YDK7， lane2)， the Ura+ 

haploid disruptant (YDK1， lane3)， the Ura+ diploid 

disruptant (YDK8， lane4)， and four spore progenies 

(YDK8-1A， YDK8-1B， YDK8-1C， and YDK8-1D) derived 

from an ascus of the diploid disruptant (lane5~ 

8). DNA was digested with EcoRV and processed for 

Southern blot analysis using the 1.7kb EcoRV 

fragment as a probe. 
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59 

transformant 

disruptant 

A.， 

-， 



the transformant， the type， wild of Growth 19. Tab 1 e 

and mutant strains at each temperature 

皿edium.

disruptant， 

agar on 

Growth characteristicsa 

Temperature 

100C 

Plasmid Strain 

150C 

YNN140 YEp24 
YNNl~ pDK9 
YDKl (Disruptant from YNN140) -
K12-2A YEp24 
K12-2A pDK9 
YDK2 (Disruptant from K12-2A) 一

(A) RA Y -3A YEp24 
RAY-3A pDK9 
YPH500 YEp24 
YPH500 pDK9 
YDK3 (Disruptant from YPH500) -
KA31D YEp24 
KA31D pDK9 

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
 

+
+
+
+
+
 + 

+ 

50C 

+ 

+
+
+
 

+ 
+ + 

3426D (L TG l-l)b 
3426D (LTGl-l)b 
YDK4 (Disruptant from 3426D) 
3422C (L TG l-l)b 

(B) 3422C (L TG 1・l)b
YDK5 (Disruptant from 3422C) 
3412A (LTG2-1)b 
3412A (LTG2-1)b 
YDK6 (Disruptant from 3412A) 

+
+
+
+
+
 

+ 
+ 

+ 
+ 

十

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

一
+
+

刊
の

9

n
y
v
h
 

E

D

 

V
A
P
 

A品
寸

ヲ
'
H
Q
J

P
K
 

E

D

 

も
A
n
u
a

YEp24 
pDK9 + 

a Growth characteristics indicated are growth (+) or no growth 
(一)at each temperature on H-uracil agar medium after 30 d. 

b LTG: low temperature growth gene. 
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第 3章 凝集泡なし酵母の育種とその性質

緒言

清酒製 造 における仕込タンクの効率化およびもろみ 工程管理の

省力化を目的とした泡なし酵母の 分 離 に 関 す る 研 究 は ， 主に，大

内らにより行われ，日本醸造協会 701号株をはじめとしたさまざ

まな実用泡なし株の分離が 可能 となった 3 5 ， 3 6 )。その結果，現

在では全国の酒造場でそれら泡なし株が通常的に用いられるに至

った。泡なし変異株は泡あ り株 中 に 10-8程度の頻度で自発的に

出現し 3 5 ) 泡 あ り 株 中 よ り そ の変異株を分離する方法としてこ

れまで に酵母細胞の気泡親和性を利用した Froth-Flotation法 3

5 )および酵母細胞の凝集性を利用した凝集法 3 5 ， 3 6 ) 等 が 開 発

されてきた。

第 1章において，清酒酵母広島 2号から低温下で増殖力・発酵

力の強い 一倍体株を分離し，仕込試験を行った。その際，その分

離株がもろ み中で凝集・吸着し， 同 時 に 泡 な し 性 を 有 す る こ と を

認めた。そこで，その一倍体 低温 清 酒 酵 母 H2-5-62株より，その

凝集 泡なし性を保持した二 倍 体酵母を育種し，従来の泡なし酵母

等と比較することによってその性質を明らかにした。なお，もろ

み中で凝 集 ・吸 着 し ， 泡 な し 性 を示すこの酵母を本論文中におい

ては「凝集泡なし酵母」と 仮 称 する こ と と し た 。

実験方法

1 .菌株 第 1章で育種した一倍体低温清酒酵母 H2-5-62株と

その親株 である清酒酵母広島 2号(H2) を原菌株として Fig. 11 

に示し た過程で凝集泡なし二倍体酵母 DH3株および DH4株を育種

し，試験株に用いた。 Fig. 11 において一倍体株の分離は
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Random-spore-plating法 5)と皿icromanipulatorによる子のう解

剖の 2種類の方法で行った。交雑は集団接合 法 1 5 )により行い，

micromanipulatorで接合子を単離し 二 倍 体 株 を 得 た 。 胞 子 形 成 培

地(酢酸カリウム 1% ，酵母エキス(オリエ ンタル酵母) 0 . 1 % ， 

グルコ ース o. 0 5 % ，寒天 2% )上で胞子を形成させて 二倍体で

ある確 認 を行った。接合型は基準株として AH22(a)と NA87-

11A(α)を 用い， 基準 株と 試験株とを混合し接合子形成の有無を観

察して判定し た 。 対 照 菌 株に は，清酒酵母日本醸造協会 6号 (K 6 ) 

とその泡なし 酵 母 (K601) ，清酒酵母広島 2号(H2) とそれより

Froth-Flotation法 3 5 )を 用 い て 分 離 し た 泡 な し 酵 母 (H21) ，凝

集性を保有するビール酵母 B-2018株(東京農業大学竹田研究室保

存株) ，また，ろ紙繊維への 吸着性を保有する地蓋形成酵母 3 7 J 

3 8 J 3 9 )として日本醸造協会 8号酵母， IFO 2376株を用いた。ま

た， H21酵母から Random-spore-plating法 5)によって 一倍 体

(H21-4) を分離し，交雑実験に用いた。

2. 気泡へ の酵母細胞の吸着 供試酵母を YPD (酵母エキス(オ

リエン タル酵母) 1 % ，ペ プ ト ン ( 日 本 製 薬 ) 2 % ，グルコース

2 % )液体培地で 30 oC， 2日間培養した。その上澄みを除去し

た 後，酵母区分 (5x 108 /ml程度の酵母密度)を用いて気泡

の混入したプレパラートを作成し，酵母気泡への吸着の有無を観

察した 4 0 )。

3 .水 一有機溶媒二相系での酵 母 細 胞 の 分 配 酵母細胞懸濁液

(約 5mg乾燥菌体 /ml) 3 mlと各有機溶媒 3mlをそれぞれ混合

し， 数秒間激しく撹持した後 3 0分間程静置した。その後，酵

母細胞の水相 から各有機溶媒相への移動の有無を観察した 4 1 )。

4. 乳酸 菌による酵母細胞の凝集 麹汁 (Bllg.50

)一ぺプト

ン(1 % )  pH 6 . 5の培地を用いて，乳酸菌 (Lactobacillus 

plantarum IAM 1216) と供試酵母をそれぞれ 30 OCで 72時間培

養した。 その後 ，培 養菌 体を蒸留水で洗浄し，蒸留水に懸濁・混

合後， pHを約 3に調整し凝集の有無を観察した 4 2 )。
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5 .酵 母 細 胞の 自己 凝集 供試酵母を麹汁 (Bllg.l00

) で 1

5 oC， 1 0日 間培 養し，その菌 体を蒸留水で洗浄し， 0 . 1 %塩化

カ ルシウ ム溶 液 に 懸濁 した。その酵母懸濁液を等分し，その 一方

に o. 0 5 M フタ ル 酸カ リウム溶 液 (pH 5 )を懸濁液の 1/ 1 0 

量加え ，ま た他 方の 酵母 懸濁液を 清 酒 に 加 えた。この両者の結果

から凝集 性を判定した 3 7 )。

6 . ろ 紙 繊 維への酵母細胞の吸着 供試酵 母 を麹 汁 (Bllg.l

o 0 )を用いて 15 OCで 10日間培養した。その培 養 液 にろ 紙 の

繊維(東洋ろ紙 No.5Cを水に懸濁し，ホモ ゲ ナイザ ーで ほ ぐした

もの)を加 え，吸着の有無を顕 微鏡で観察して ろ 紙繊維への吸 着

性を判定した 3 7 )。

7. 胞子クローンの凝集泡なし性の検定 従来の泡な し酵 母か

ら得た一倍体と凝集泡なし酵母からの 一 倍体とを集団接 合法 15 ) 

に よって交雑 した。 micromanipulatorを用いて子の う解剖を 行い ，

交雑株からの四分子を取得 した。交雑株と四分子の凝集性と泡な

し性の表現型を総米 10 0 gの小仕込による発酵試験で調 べた。

8. 小仕 込試験 胞子ク ローンの 凝 集 泡 な し 性 の 検 定 の た め の

小仕込試験は次のように行った。まず，乾燥麹 2 3 g，水 157

血1，酵母培養液 1 ml， 75%乳酸 o. 1 6 g を仕込み，水麹とし

た。その翌日， α米 77 gを 加えた。発酵は 15 OCで行った。な

お，炭酸 ガス発生による原料を経目的に測定して発酵しているか

どうか を確 認し た。 また ，試験株 DH3株および DH4株の酒造適性

を検討する ため，対照株と共に小 仕 込 試 験 を 行 っ た 。 そ の 仕 込 配

合を Table20に示した。仕込は 麹 汁 培 地 で 2 8 OC ， 一 晩しんとう

培養した酵母培養液を用いた二段仕込で行い，もろみ期間は 2 0 

日間と した。発酵温度は水麹から試験終了まで 15 OCとした。ま

た，仕込容 器に発酵通気管を取り付け，発酵経過に伴うもろみ重

量の減少を測定してアルコール生 成 量 を 推 定 し た 8)。

9. 分析方法 製成酒の一般成分(日本酒度，アルコール分，酸

度 お よびアミノ酸度)の分析は国税庁所定分析法 7)に準じて行つ
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。
た

結果

1 .凝集泡な し 二 倍 体 酵 母 の造 成

凝集泡なし二倍体酵母は， F i g . 1 1に示した過程によって造成

した。 FRO+/FROーは野生型/凝集泡なしの表現型を示す。まず，

H2株(FRO+)からの一倍体 H2-97株(FRO+)と H2-5-62株(FRO-) 

を交雑した。次に，交雑株 DHl(FRO+)から一倍体株を分離し，

そのうちの 8株の α型一倍体株について泡あり/泡なしの表現型

を 調べたところすべて泡あ り 性 で あ っ た 。 そ の 中 で 比 較 的 泡 の 低

かった DHl-7株 (FRO+)と H2-5-62株 を 交 雑 し DH2株 (FRO+)を得

た 。この DH2株から得た 12組の四分子は泡あり性と凝集泡なし

性の分離が 2 2となった。これらの四分子において凝集性と泡

なし性は凝集泡なし株として 同一株で発現していることから，凝

集性と泡なし性は一つの遺伝子に依存しているのではないかと推

察され た。 こ の 変 異 遺 伝 子を afhl(aggregated and froth head 

for皿ing) と命名した。 DH2株から得た四分子における afhl と接

合型聞の分布は PD:NPD:T=5 4 3となったので ， afh 1と接

合型に関する遺伝子とは連鎖していないと考えられた。なお，笠

原らは清酒酵 母 に お け る 泡あり性が二つの重複した優性遺伝子に

よると している 4 3 )。また， Thorntonはワイン酵母における泡あ

り性が 少な く と も 二 つ の 優性遺伝子に支配されている 4 4 )として

いるなど ，従 来 の 泡 な し 性遺伝子としてこれまでに frol，fro2， 

fro3が知られており 45) ， H21-4株(従来の泡なし酵母 H21株よ

り 分離した一倍体株)中の泡なし性遺伝子が従来の泡なし性遺伝

子のどれに相当するか不明 な のでそれを froXとして以後の議論

をすすめることにする。そして ，この DH2株より分離された一倍

体 DH2-3C株(FRO一)と DH2-12A株(FRO一) ， DH2-12A株と H2-5-

62株をそ れぞれ交雑して二倍体酵母 DH3株と DH4株を得た。
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2. 造成株を用い て 醸成 した も ろ みの状ぽ うともろみ中の酵母 細

胞

造成した凝 集 泡 な し二倍 体酵 母 DH3株のもろみの状ぽうともろ

み中 の 酵 母細胞の状態を K6株およ び K601株に関する結果と共に

Fig. 12および Fig. 13に示 した 。 K6株 を 用 い た も ろ み で は 高 泡

を形成したの に 対し， DH3株のもろ み は K601株 の場合と同 様 ，高

泡を生じなかった (Fig.12) 。もろみ中の 酵母 細胞の状 態は Fi g . 

13に示したとおり， K6株 およ び K601株ではほぼ均 一に分 散 して

いたのに対し， DH3株では凝集 が認め られ，あわせ て 固 形 物 に 吸

着し塊 状で存在することが観察された。また， DH4株 にお いても

DH3株と同様の挙動が認められた 。

3. 凝集泡なし酵母の細胞表 面 的 性質

凝集泡なし二倍体酵母 DH3株および DH4株と対照株を用 いて 凝

集・吸着性等の比較を行った。その結果を Fig. 14と Table21に

示した。

まず，気泡への酵母細胞の吸着 の 検 討 を 行 っ た 。 泡 な し 酵 母 K601

株および H21株の細胞が気泡に吸着しないのに対して， DH3株お

よび DH4株の細胞は泡あり酵母 K6株および H2株の 場合 と同 じ く

気泡への吸着が観察された (Table 21， Fig. 14(a)) 

次 に， 水ー有機溶媒二相系での酵母細胞の分配を検討した。 K601

株およ び H21株の細胞の有機溶媒相への移動は認められなかった

のに対し， DH3株 お よ び DH4株の細胞は K6株と H2株の場合と同 じ

く有機溶媒相への移動が観察された (Table 21， Fig. 14(b)) 

これら の結果から，凝集泡 な し酵母の細胞表層は泡あり酵母と同

じく疎水的である 4 1 )と推察され，従来の泡なし酵母のそれとは

異なると考え ら れ た 。

次に， 乳酸菌による酵母 細胞の 凝集試験を行った。 K601株およ

び H21株では凝集が認められなか っ た の に 対 し ， D H3株および DH4

株では K6株 .H2株と同様， 菌 体 の凝集・沈降が観察された(Table 

21， Fig. 14(c)) 。この現象は酵母細胞表面のタン パ ク 質 的 性 質
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の差異に依存して細胞表面 の静 電 気 の 帯 電 に よ っ て 起 こ り ， そ の

場合，酵母細胞表面は pH3付近でプラスに帯電している 4 6 )と考

えられ る 。 し た が っ て ， こ の 試験結果か らも凝集泡なし酵母は泡

あり酵 母 と 同 様 の 細 胞 表 面 を有 していると考えられた。

次に ，酵 母 細 胞 に よ る 自己 凝集性を検討した。 B2018株は pH5 

のフタル酸カリウム溶液との混合液におい ても，清酒との混合液

においても凝集性を示したが ， DH3株および DH4株は K6株.K60 1 

株・ H2株およ び H21株 と 同様 ，凝集性は 認められなかった(Table 

21， Fig. 14(d)) 。従って，凝集泡なし酵母の凝集・吸 着はビー

ル酵母 B2018株に見られる酵母細胞による自己凝集 3 7 )とは異な

る現象であ ると考えられた。

さら に，ろ紙繊維への酵母細 胞の吸着を検討した。 K6株 .K60 1 

株・ H2株および H21株 で は ろ紙繊維への吸着は認められなか った。

しかし， DH3株および DH4株では IFO2376株と同様 ，ろ紙繊維へ

の吸着が観察された (Table21， Fig. 14(e)) 。このように，凝

集泡な し酵母がろ紙繊維に対して地蓋形成酵母と同 じ挙動を示す

こ とから，凝集泡なし酵母の 凝集 ・ 吸 着 に は 地 蓋 形 成 酵 母 と 同 様 ，

細胞表面のタンパク質のアミ ノ基が関与している 4 7 )可能性が考

えられる。以上のように，凝 集泡なし酵母は従来の泡なし酵母と

は異な る 細 胞表面的性質を有することが明らかとなった。従って，

凝集泡なし酵母のもろみにおける泡なし現象は従来の泡なし酵母

とは異なった性質によるものと考えられ，それにつ い て は 今 後 の

検討が必要と考えられた。さらに，もろみ末期に発酵カの鈍る 3

9 )地蓋形 成 酵母の細胞表面的性質と似た 一 面を示すことも明らか

になった。

4. 凝集泡なし性の遺伝的性質

従来の泡なし酵母 H21株 (froXj froX) の 一倍体 H21-4株(a， 

froX) と凝集泡なし 一 倍体酵母 DH4-3B株 (α ，athl)を交雑 して，

その表現型を調べ，その交雑株 の 四 分 子 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果

を Table22に示した。二倍体株は泡あり性を 示した。 四分子のう
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ちの 一 部 の株 は 増殖 力 ・発酵力が弱く，凝集 ・非凝 集 ， 泡 あ り

泡なしの判定が困難 で あ っ た が ，取 得できた四分子中に泡あり株

が存在す ることから凝集泡 な し性 遺 伝子 (afhl) は H21株中の泡

なし性遺伝子 froXと は 異 なる ことが明 らか になった。また， Table 

22 の四分子解析 に お い て得 られ た 泡なし株中 にも泡あり 株 中に

も凝集性と非凝集性の株が存在して い た 。

5 .小仕込試験

凝集泡なし二倍体酵母の小仕込試験を 行 って，酒造適性 を 検 討

し た。対照仕込には K6株.K 601株 .H2株および H21株を用 いた。

アル コ ール生成量を表すもろ みの減少重 量 の経時変化を Fi g. 

15に，製成酒の一般成分を Table 23に示した。もろみの減少重

量は凝 集 泡 なし 酵 母 の DH3株および DH4株が従来の清酒酵 母 であ

る K6株.K 601株.H2株 お よび H21株に比べて全期間を通 じて 少

しず つ高く，最終減少重量も大きくなった。製成酒の 一 般成 分に

ついてみ る と ， DH3株および DH4株による製成酒は K6株 .K601株-

H2株および H21株のそれらと比べ て日 本酒 度の 切れ が良 く， ア ル

コール生成量も高くなった。 酸 度・ ア ミ ノ 酸 度 に つ い て は DH3株

および DH4株による製成酒の 酸 度 が 対 照 の も の よ り 若 干 低 い 値 を

示し，アミ ノ酸度が若干高い値を示した。香気につ い ては官能的

に DH3株および DH4株いずれも良好であり異臭は感じられなかっ

た。以 上の結果から，凝集 泡 な し二倍体酵母は優れた酒造適性を

持つことが明らかになった。

考察

凝集泡なし二倍体酵母の 造成過程 (Fig.11) の中で，凝集泡な

し 二倍体酵母 DH2株の四分子が泡なし性と凝集性を同 一 株で発現

したことから，この 二 つの形質は 一 つの遺伝子に依存して い ると

考 えた。しかし，従来の泡なし性との関係を調 べ た Table22の四

分子解析において得られた泡なし株中 に も泡あり株中にも凝集性
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と 非凝集性の株が存在していたことから，凝集性の発現に関して

はさら に検討を要すると考えられた。

凝 集泡 なし酵母の利用 については泡なし清酒酵母としての利用

の可能性はもちろん，その凝 集・吸 着という特徴を生かして凝集

性酵 母，吸着性酵母としてアルコ ー ル 生産酵母への利用の可能性

もあり ，応用 範 囲 が 広 い と考 えられる。

要旨

清酒もろみにおいてほと んど泡を形成せず，もろみ中 で酵母 細

胞が凝集・吸着性を示す H2-5-62株 ( 清 酒 酵 母 広 島 2号から分 離

選択した一倍体低温清酒酵母) か ら 造 成 し た 同 様 の 性 質 を 有 す る

こ倍体 酵 母の細胞表面的性質・遺伝的性質・酒造適性を検討した。

こ の凝集泡なし酵母の細胞表面 は 高 泡 を 形 成 し な い 従 来 の 泡 な し

酵母とは異なり，泡あり酵母と同じであると考えられた。また，

地蓋形成酵 母と似た細胞表面的性質を示した。この凝集泡なし性

は従来の泡なし性とは異なる遺伝子によるものであると推定され

た。小仕込試験の結果から凝集泡なし酵母は優れた酒造適性を持

つこ とが 明 らかになった。
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Fig.11. Construction of the aggregated and non-foaming yeast 

strains. 

FRO+ and FRO-indicate ability and inability of froth 

head formation， respectively. 1 have tentatively 

called the gene responsible for the aggregated and 

non-foaming trait cosegregating in the cross DH2， 

AFHl (aggregation and froth head formation). 
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Table 20. Feed progra皿 for preparation of sake mash. 

1st feed 2nd feed Total 

Total rice (g) 74 126 200 

α-rice (g) 54 100 154 

Dried rice kりi(g) 20 26 46 

Water (ml) 150 165 315 

Yeasta (ml) 2 2 

Lactic acidh (g) 0.31 0.31 

a Yeast cells were cultivated overnight in koji extract 

medium at 280C on a shaker (120 rpm). 
b 75% solution. 
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Fig. 12. Froth head formation by fermented sake 皿ash.

A sake mash composed ofα-rice (154g)， koji(46g)， 

and water (315皿1)was fermented wi th the indicated 

strain; the photographs were taken 6 days after the 

2 n d f e e d (6 d i n c u b a t i 0 n a t 1 5 oC ) . 

A， Kyokai no.6 (froth head forming strain); 

B， Kyokai no.601 (conventional non-foaming strain); 

C， DH3 strain. 
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Fig. 13. Photomicrographs of yeast cells in sake mash. 

A sake mash composed ofα-rice (154g)， kojj (46g)， 

and water (315ml) was fermented wi th the indicated 

s t r a i n f 0 r 1 0 d a y s a t 1 5 oc . 

A， Kyokai no.6; B， Kyokai no.601; C， DH3 strain. 

Bars indicate 10μm. 
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Fig.14. Comparison of visual properties among the afhl/afhl 

strains and standard strains. 

(a) Adhesion of yeast cells on the surface of air 

bubbles. 

A， Kyokai no.6; B， Kyokai no.601; C， DH3 strain. 

Bars indicate 10μ 皿.

(b) Distribution of yeast cells in water-benzene 

(two-phase system). 

A-1 and A-2 indicate DH3 and DH4， respectively. 

(c) Aggregation of yeast cells with lactobacillus 

cells. 

A， Kyokai no.6; B， Kyokai no.601; C， DH3 strain. 

Bars indicate 10 μ 皿.

(d) Aggregation of yeast cells themselves in 

potassium phthalate solution (pH5). 

A， Kyokai no.6; B， Kyokai no.601; C， DH3 strain; 

D， B2018 strain. 

Bars indicate 10μm. 

(e) Aggregation of yeast cells with filter paper 

cellulose. 

A， Kyokai no.6; B， Kyokai no.601; C， DH3 

strain; D， IFO 2376 strain. 

Bars indicate 10μm. 
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Table 23. Composition of sake produced in laboratory scale 

sake brewing. 

Strains Sake meter 
Alcohol Total acid Amino acid 
(vol%) (ml)a (ml)a 

DH3 +6 20.4 2.8 3.7 

DH4 +6 20.3 2.7 3.9 

K-6 -4 19.0 3.6 3.6 

K-601 +2 19.5 3.1 3.3 

H-2 -5 18.8 3.4 3.4 

H-21 十 1 19.5 3.4 3.1 

Sake was assayed by the standard method established 

by the N ationa1 Tax Administration Agency. The 

fermentation period after the 2nd feed was 20 days， dur-
ing which the temperature was kept at 150C. 

a 0.1 N-NaOH/10 ml. 
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第 4章 高温下で発酵力・増殖力の強い酵母の育種

緒 仁ヨ

通 常，酵母 Saccharomycescerevisiaeの増殖・発酵の最適温度

は 3 0 OC前後であるが，ア ルコール発酵において発酵が盛んにな

ると発酵熱を生じ，もろみ 温度が上昇し，発酵が妨げられる。こ

れを防 ぐ ために，冷却が必要となり，大規模な生産ではその費用

が大きな額となる。冷却費用節減のために，高温でも増殖・発酵

にできるだけ支障をきたさない酵母を育種することはアルコール

発酵の工程改善において重要な 課題の 一 つである。これに関する

研 究は各方面でいろいろ試みられてきた 4 B，4 9，50，51 ，52) 

また，高温下における増殖 の 関係ではこれまで S. cerevisiaeの

Ts変異株 に ついて数多くの研究がなされているが，増殖の上限温

度についてはほとんど調べられていない。これまでのところ，エ

タノール 高生産 性 酵 母 と し て 造成された酵母の高温度における増

殖が調べられた例 4 B )と 420Cで増殖できる病原性 S. cerevisiae 

5 3 )が報告されているだけである。本章では交雑によって高温下

で強い 発 酵力を持つ酵母の育種を行い，その酵母の高温増殖力を

調べた 。そ して ，本 来高 温増殖できない酵母を交雑して高温で増

殖 可能 な酵 母 の 育 種 を 試 みた。

実験方法

1 .菌株 高温下で強い発酵力を示す酵母の育種には次の菌株

を用いた。かつて， “Saccharomyces formosens i s" と呼ばれ，実

際のアルコール発酵でも用いられてきた S. cerevisiae HUT 7107 

株 (HUT 7107株 ) (広島大学工学部発酵工学講座から分譲)と

Fermento Fleischmann (FF株)という名前でブラジルのピンガ

83 



酒醸造 に用いられている酵母 Saccharomycesuvarum 1Z 1904 (1PT 

(1nsti tuto de Pesqui sas Tecnologicas， Brazi 1) から分譲)を

使用した。これらから， Random spore plating法 5)によって

一 倍体 1 2 6株 (HUT 7107株から 6 8株(すべ て a型) ， F F株

から 58株(a型 2 5株， α型 33株) )を取得した。

高温下での増殖力を調べるのに用いた菌株を Table24に 示した。

上記の HUT 7107株と FF株も併せて 記した。

接合型は基準株として S. cerevisiae AH22株 (a型)と NA87-

11 A株 (α 型)を用い，基準株と 試 験 株 と を 混 合 し ， 接 合子形成

の有無を観察して判定した。 一 倍体の確認は以下に基づいて行っ

た。①接合 能を有すること ， ② 胞子を形成しないこと，③細胞の

大きさ，④芽ぞくを形成すること。また， 二 倍体であることは胞

子形成用培地(酢酸カリウム 1% ，酵母エキス(オリエンタル酵

母) O. 1 % ，グルコース o.0 5 % ，寒天 2% )上で胞 子を形成

することによって確認した 。 交雑は集団接合法 5 4 )によって行っ

た。子のう解剖は micromanipulatorを用いて行った 5 5 )。

2 .菌株 の 選 択 菌株は 以下 の 小 規 模 発 酵 試 験 に よ り 選 択 を 行

い ， 発酵力の優れた株について中規模発酵試験を行った。なお，

発酵力は増殖およびアルコール生成力をあわせた最終の発酵液中

のア ルコール蓄積と考えた。小規模発酵試験はアル ミキャップを

被せた 10 0 m 1容大 型 試験管に YPD (酵母エキス(オリエンタ

ル酵母) 1 % ，ペプトン(日本 製薬) 2 % ，グルコース 2 0 % ) 

液体培地 50 mlを 入れて行った。この試験では，予め， 3 5 oCで

2 --7日間(菌株によって異なる)静置培養した前培養液(本培

養 液と同じ組成)を本培養 液中の初発菌濃度が約 1.0x106
/ 

皿lになるよ うに植菌し，その後， 3 0 oCあるいは 4 0 oCの 恒温 水

槽内に静置して発酵を開始した。発酵力の強さは 3 0 oCでは 2 日

後， 4 0 oCでは 4 日後の発酵液の減少重量で表した。

3. 発酵 試験 中規模発酵試 験は発酵通気管付き 1 1容エルレ

ンマイヤー フラスコを用い，これに 480皿lの YPD (グルコース
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2 0 % ) 液 体培地を入れ，小規模試験と同様の条件で植菌し，そ

の後， 3 0 oC， 3 5 oC， 4 0 oC， 4 2 oCの恒温水僧内に静置して

行った。経時的アルコール 生成量は炭酸ガス発生による減少重旦

を測定して推定した 6)。なお ，発酵終了時のアルコール濃度は培

養液 を 5， 0 0 0 rpm， 1 5分間遠心分離し，その上澄液のアル

コール分を国税庁所定分析法 7)に 準じて分析して求めた。中規模

試験の場合は炭酸ガス発生による減少重 量の経時変化と発酵終了

液中のアルコール濃度によ って 発酵力を表した。

4. 高温増殖性 試験

寒天培地での高温増殖性は次のようにして調べた。 YPAD寒天培

地(前述の YPD培地の成分に硫酸アデニン o.0 4 %と 寒天 2%を

加えた培地)を用いた。 YPAD寒天培地上で 28 oCで前培養した酵

母 を YPAD寒 天培地にシングルコロ ニ ー に な る よ う に 植 え 付 け て ，

所定の 温度 に静置した。コロニー形成を肉眼で 3日後まで観察し

て高温増殖性を判定した。

液体培地での 4 2 oCにおけ る増殖は酵母数の測定によって調べ

た。 3 5 OCでの前培養液を酵 母数が約 1. 5 x 1 0 6 / mlになるよ

うに YPAD液 体 培 地 に 接 種 し た 。その培地を 42 oCで 保 ち ， 酵 母 数

を 適当な間隔でヘマチトメーターにより測定した。酵母細胞の生

存 率はメチレンブルー染色 5 6 )によって調べた。

結果

1 .一倍体株を用いた発酵試験

まず， F F株と HUT 7107株 から分離した 一 倍体株の 30 oCと 4

o oCで の発 酵 力 ( 小 規 模 試験)を検討した。その結果を Fig. 16 

に示し た。なお，この試験の対 照として親株の値を併せて示した。

FF株由来 の 一 倍 体株 (Fig.16A) の中には 40 oCでの発酵力の強

い株が多く存在し， 3 0 oCでの発酵力が強い株ほど， 4 0 oCでの

発酵力も強い傾向が認められた。 4 0 OCで は 親 株 よ り 発 酵 力 が 強
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い位置にプロットされた 一倍 体株が存在した。しかし，これはこ

の発酵試験が小規模試験で ある ため，実験値に揺らぎが生じた結

果とも考えられる。 FF株の 値も 5回の繰り返し試験で Fig. 16中

に 示 すようにばらつきが生じており，その 一 倍体と FF株 の 発 酵 力

の強さにほとんど 差はないと解釈した。このことから， F F株から

分離した一倍体には親株と同程度 の 発 酵 力 を 保 有 す る 株 が 存 在 す

ることが明らかになった。 HUT7107株由来の 一 倍体株 (Fig.16B)

は 3 0 oCと 4 0 oCでの発酵力の聞に 一 定の傾向は認められなかっ

た。また， 4 0 oCでの発酵力 は親株と同程度以下となった 。

2 .造成 二 倍体株を用いた発酵試験

FF株と HUT 7107株 由 来の 一 倍体株のうち， 4 0 ocでの発酵力

の強い株を選択し，接合可能な組み合わせで，親株が異なる 一 倍

体株間 (F F株由来の一倍体株/HUT 7107株由来の 一 倍体株)ある

いは親株が同 一 株の 一 倍体株間(F F株由来の 一 倍体株/FF株由来

の一倍 体株)で数組ずつ交雑を行った (Table 25) 。得られた造

成 二 倍体株について 4 0 OCと 3 0 OCで小規模発酵試験を行った

(Fig.17) 。対照として，親株の結果を併せて 示した 。 4 0 OCで

は FF株由来 の 一 倍倍株同士に よる交雑株 (3A/10A，3A/15A)は FF

株と同程度の発酵力であったが， F F株由来の 一倍 体と HUT 7107 

株 由来の一倍体との交雑株( ② -39/10A，② -23/10A，② -39/15A，

③ -5ハ5A)は 一 方 の 親 株 であ る FF株と同程度か少し強い発酵力を

示した。特に，② -39/10A株が優れていた。

上述の 4 0 oCでの小規模発酵試験で結果の良かった② -39/10A

株 につ いて中規模発酵試験を 30 oC， 3 5 oC， 4 0 oC， 4 2 oCで

行 って高温 下での発酵力を確認 し た 。 対 照 と し て ， 交 雑 に 用 い た

一倍体株(② -39株， 10A株)とその親の 二 倍体株 (HUT7107株，

FF株 )についても同時に試験を行 っ た (Table 26， Fig. 18) 

② -39/10A株は 3 0 oC， 3 5 OCでは親株である HUT7107株， F F株

と同等 の発酵力しか示さなかったが， 4 0 oC以上でも HUT 7107 

株， FF株のように発酵カが 衰えなかった。特に， 4 2 oCでは発酵
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経過 も良 好で最終アルコール濃度も 4 0 OC (アルコール 8. 3児)

に 比べて 6 0 %程度を保ち，親株(F F株， HUT 7107株)より明ら

かに強い発酵力を 示 し た 。また， 4 2 oCでは② -39株がその親の

二倍体株よりアルコール生成量 に お い て 優 れ て い る こ と が わ か っ

た。

3 .高温増殖性試験

上 記で育種した高温下で発酵力の強い② -39/10A酵母の高温増

殖性を検討した。比較のた めに， McCusker et al.らが報告してい

る高温(4 2 oC )で増殖可 能な病原性酵母 5 3 )と醸造用酵 母ある

いは遺伝研究用酵母についてもその高温増殖性を調べた(Table 

24) 。 ② -39/10A株とその元株(② -39株と 10A株)は 40 oCで増

殖した。このうち，② -39/10A株と 10A株は 4 2 ocでも増殖が認

めら れた。 McCuskerより分与された人聞から分離した病原性

向 ccharomyces酵母である YJM128株と YJM273株も 4 0 oCで増殖が

認められ 3 このうち， YJM273株は 42 oCでも増殖が認められた。

4 2 oCでの増殖の様子を Fig. 19に示した。いずれも 4 3 ocでは

増殖が認められなかった。② -.39/10A株と YJM273株の聞にはほと

んど差のないことが認めら れ た。 そ れ に 対 し て ， 10A株は 42 oC 

で増殖したが，コロニーの大 きさ が 上 記 の 2株(② -39/10A株と

YJM273株)より少し小さかった。以上のことから，先に 育種 した

酵母② -39/10A株は 42 oCで病原性酵母 YJM273株と同じように増

殖できることがわかった。 McCuskerらはこれらの病原性酵母の高

温増殖性が polygenicであ ることを報告している 5 3 )。そこで，

② -39/10A株もしくは 10A株の高温増殖に関する遺伝的性質を調

べるこ と に した o ② -39/10A株からは四っそろって生きている胞

子を得ることができなかったので， 10 A株の高温増殖に関する遺

伝的性 質を調 べる こと にした。四っそろって生きている胞子を得

ることができた交雑株 SA13/10A株 の 子 の う 解 剖 を 行 い ， 3 7組の

四分子(1 4 8分離株)の高温増殖性を調べた (Table27(A)) 。そ

の結果，高温増殖性の発現に は 2個以上の遺伝子が関与している
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ことが 示 唆され た。これ は McCusker et a1.ら の 報 告 5 3 )と 一 致

する。さて， 醸造 用 酵母 あ るいは遺伝研究用酵母から造成された

二 倍体株の 中 で (T a b 1 e 2 4 )， 4 0 oCにおいて増殖が認められたの

は RAY3A/YPH500株だけであっ た 。この RAY3A/YPH500株について

子のう解剖を 行 い ， 3 0組の四 分子 (120分 離 株 ) の高温増殖性

を調べた (Table 27(B)) 。その結 果 ， SA13/10A株の場合と同様

に， 高 温増殖性の発現 に は 2個以 上 の 遺伝子が関与していること

が 示唆された。また，この結果，本 来 高温増殖で き な い酵母であ

る RAY3A株と YPH500株から 4 0 oCでの増殖能を 持 つ 一 倍 体株 を千

ることができた。

4. 高温非増殖性酵母からの高温増殖性酵母の育種

次に， 4 2 oCで 増 殖 で き ない 一 倍体酵母聞の交雑により 4 2 oC 

で増殖可能な株を育種できるかどうかを調べた。この た め に 4

o OCで増殖可能だが 4 2 oCでは増殖できない RAY3A/YPH500株由

来の 一 倍体酵母 6株(a型 42C株， 50B株， 52A株 :α 型 1D株， 6 D 

株， 47D株)と高温増殖とは 無縁 でしかも RAY3A株 あ る い は YPH500

株と遺伝的背景の異なる他系統 の遺伝研究用 一 倍体酵 母 3株(a 

型 YNN140株， SA13株， 8A-1B株)あるいは清酒酵母由 来 の 一 倍

体酵母 7株(a型 H2-5株， K6-45株， K7-31株， K9-23株 :α 型;

K7-32株， K9-21株， K10-12株)を交雑した。 その結果， 2 6株

が造 成され，それらの 4 2 oCでの増殖が調べられた。その結果，

4 2 ocで増殖する株が 2株(H2-5/47D株と K6-45/47D株)得られ

た。このうち，増殖の速かった H2-5/47D株の増殖の様 子 を Fig.19

に示した。比較のために， H2-5/47D株の元の 一 倍体株( H2 -5株

と 47D株 )も併せて示した。 H2-5/47D株と② -39/10A株と YJM273

株は 4 2 ocで増殖した。 3株聞にほとんど増殖の差は認められな

か っ た。 寒天培地上で 4 2 oCで増殖した 二 倍体株 3株の液体培地

中での増殖を比較した (Fig.20) 。調べた 3株の中で増殖速度は

H2-5/47D株>② -39/10A株 >YJM273株の順 に 大きかった。 酵母 濃度

の最大値も同じ順であった。し かし， 意 外なこと に ，酵 母 濃度が
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最大になったとき， H2-5/47D株 と② -39/10A株では細胞の自己消

化が観 察され た。 それ 以 後 ，急、 に酵母濃度の減少が認められた。

それに対して YJM273株では自 己消化があまり認められなかった。

寒 天培地上において 4 0 OCで増殖できるが 4 2 oCでは増殖できな

い 47D株は 4 2 oC液 体 培 地 中 で増殖しなかった。培養終了時(4 

5時間) の酵母の生存率は H2-5/47D株が 6. 2 % ，② -39/10A株

が 4. 6 % ， Y JM2 73株が 2 3 . 9 % ， 47D株が 14 .7 %であった。

以上のこと から，本来，高温で増殖できない 酵母からそれらを父

雑させることによって 4 2 ocで増殖可能な酵母を造成できること

が明らかになった。

考察

育種した② -39/10A株の高温下での発酵力をこれまでの育種例

と比較し てみる。培地など諸条件が同 ー ではないので 一 概には 言

えないが，これまで育種されてきた高温発酵性酵母の中で②-

39/10A株は 4 2 ocというより高温で発酵可能で 4 0 oC， 4 2 oCで

の最終アルコール蓄積量が比較的多い(4 0 oCでアルコール 8 . 

3 %， 4 2 oCでアルコール 5. 1 % )という特徴を有していた。ま

た ，実用の発酵あるいは醸 造 に 用 い ら れ て い る 酵 母 を 親 株 と し て

育種されたという点、も特徴 的 で あ る 。

高温では本来増殖できない酵母同士の交雑により， 4 2 oCで増

殖可能な酵 母を育種すること ができたことから，高温増殖に関係

する遺 伝子が高温増殖とは無縁の酵母にも存在することが明らか

になった。そして，高温増殖は 一 つあるいは 二 つの遺伝子の不足

がその発 現を妨げており， 適 当な株との交雑で遺伝子を補うこと

によって高温増殖性の発現 が 可能になると考えられた。

4 2 oCでの増殖を液体培地で調べたとき (Fig.20) ，酵母細胞

の自己消化が観察された。 プ ロテインキナーゼ Cが介在する細胞

保全経路は高温増殖に対して重要である 5 7 )。また，この経路の
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不備は 増 殖限界温度の低下を引き起こし，限界温度で細胞の自己

消化が起こる 5 7 )。すなわち，細胞保全経路が高温増殖における

律速とな っているため，増殖上限温度では細胞壁が不完全となり

酵母細胞 が 自己 消 化 す る 。 こ の経路を遺伝的に補強すれば酵母の

高温耐性 をさらに高めること ができるかもしれない。

要旨

実用 のアルコール発酵酵母と ピンガ酒醸造用酵母から 3 一 倍体

株を分離して 発 酵 力 の 強 い 株を選択した。それらを 交 雑して，親

株であ る 実 用酵母より高温下で発酵力の強い雑種 二倍 体 酵 母 の 育

種を試みた。その結果， 4 0 oC， 4 2 oCにおいて，元の 一 倍体株

の両親 株より 強い発酵力を持つ交雑株が得られた。

育種し た高温 下 で 発 酵 力の強い酵母の高温増殖性を調べた o そ

の株は 4 2 oCで増殖可能であり，その高温増殖性の発現は複数の

遺伝子に支配されていた。また， 4 0 oCで増殖できない遺伝研究

用 の 一 倍体株同士の交雑株とそれ由来の一倍体株の中に 4 0 oCで

増殖でき る株 が存 在し た。以上の知見を基にして，従来の高温増

殖性酵母以外の酵母から， 4 2 oCで増殖できる酵母の育種を試み

た。その結果，本来，高温増 殖 性とは無縁の酵母から 4 2 oCで増

殖可能な酵母を育種することができた。
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Fig. 16. Fermentabi1ities of hap10id strains iso1ated fro血

the ethano1 fermentative yeasts. 

Fifty m1 each of the medium containing 1児 yeast

extract， 2% peptone， and 20先 dextrose (YPD) was 

innocu1ated with a hap10id strain and incubated at 

3 0 oC f 0 r 2 d a y s 0 r 4 0 oC f 0 r 4 d a y s. A f t e r t h e 

incubation， weight 10ss of each medium was measured. 

( A )・，Haploid strains from S. uvarum lZ 1904; 

0， S. uvarum lZ 1904. 

(B) .A， Haploid strains from S. cerevisiaeHUT 7107; 

ム， S. cerevisiae HUT 7107. 

Va1ues of・and 企 indicatemeans :t standard 

deviations of 5 separate experiments. 
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Table 25. Crossing progra皿 for selected haploid strains. 

(A) 

(B) 

a-strain 

②-39 (HUT 7107) 

②-23 (HUT 7107) 

②ー39(HUT 7107) 

③-5 (HUT 7107) 

3A (FF) 

3A (FF) 

× 

× 

× 

× 

× 

× 

α-strain 

10A (FF) 

10A (FF) 

15A (FF) 

15A (FF) 

10A (FF) 

15A (FF) 

Two kinds of hybrid were made: (A) crossing haploid 

cel1s from S. uvarum IZ 1904 with those from S. cerevisiae 
HUT 7107 and (B) crossing haploid cells from S. uvarum 

IZ 1904 with those from S. uvarum IZ 1904. 
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Fig. 17. Fermentabilities of the hybrid and the original 

diploid strains. 

Experimental procedure to measure the 

fermentabilities is explained in Fig. 16 legend. 

0， S. uvarum 1Z 1904; 

ム ，S. cerevisiae HUT 7107; ・，Hybridsmade by crossing haploid cells fro皿

S. uvarum 1Z 1904 with those from S. cerevisiae 

HUT 7107; 

. ，Hybrids made by cros5ing haploids from S. uvarum 

1Z 1904 with those from S. uvarum 1Z 1904. 

Values of 0 andム indicatemeans :t standard 

deviations of 5 separate experiments. 
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Table 26. Comparison of final concentration of ethanol 

between the hybrid and its parental strains. 

Ethanol (vol%) 
Strain 

300C1) 350C2) 400C3) 420C3) 

②一39/10A 11. 9 11. 8 8.3 5. 1 

10A 11. 3 10.6 6.7 1.1 

②-39 10. 7 12.1 7.9 2.4 

FF 12.0 12.2 6.9 0.7 

HUT 7107 11. 9 11. 5 8.0 1.5 

1) Fermentation period : 4 d 

2) Fermentation period : 5 d 

3) Fermentation period : 6 d 
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Fig. 18. Fer皿entabilitiesof the hybrid diploid， the haploid 

isolated from the original diploids and the original 

diploid strains. 

YPD liquid medium of 480皿1each was innoculated with 

t h e f 0 1 1 0 w i n g s t r a i n s a n d i n c u b a t e d a t 3 0 oC， 3 5 OC ， 

4 0 OC 0 r 4 2 oC. F e r m e n t a b i 1 i t i e s w e r e m e a s u r e d b y 

weight loss and expressed as evolution of CO 2 • 

0， S. uvarum 1Z 1904; ム ，S. cerevisiae HUT 7107; ・，10A haploid strain from S. uvarum 1Z 1904; 

..，② -39 haploid strain from S. cerevisiae HUT 

7107; .， Hybrid made between ② -39 strain and 10A 

strain. 
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Fig. 19. Growth of various strains on a YPAD plate incubated 

a t 4 2 OC f 0 r 4 8 h . 

The identity of strains on a plate is as follows. 

1 ，② -39/10A; 2，② -39; 3， 10A; 4， YJM128; 

5， YJM273; 6， H2-5/47D; 7， H2-5; 8， 47D. 
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要 約

清酒醸造およびアルコー ル発酵の工程改善と製品品質の向上を

図るた め， こ れ に 用 い る 酵母 Saccharomycθscerevisiaeの増殖限

界温度の改 善を主目的に研究を行った。清酒酵母では低温増殖

性・発 酵 性の向上とそれに付随して見出した凝集泡なし性につい

て ，ア ルコール発酵酵母では高温発酵性・増殖性の 向上について

育 種を行った。

第 1章では低温清酒酵母の育種についてまと-めた。 清酒醸造で

は 1 7， 1 8 oC以 下 の 低 温下で発酵が行われる。 これは並行複発

酵の糖化とアルコール発酵の バランスをとることが 一つの理由で

あり，もう 一 つは高温で発 酵 させ る と 有 機 酸 生 成 が 多 く な る な ど

酒質が悪化することが理由である。さらに，吟醸酒醸造ではより

低 い 1 0 oC以下で発酵が行われ ， 酸 度 が 低 く ， 香 り の 高 い 吟 醸酒

が醸造されている。しかし ，も ろ み 温 度 が 低 い と 酵 母 の増殖速度

が遅く， ア ルコール生成速度も遅いため，発酵日数が 長くなる。

低温下で増殖力・発酵力の 強 い酵母を育種できれば，発酵日数が

短縮でき ，より低温での清酒醸造が可能になり，清酒品質の向 上

にもつながると考えられる 。そ こ で ， 低 温 下 で 増 殖 力 ・ 発 酵 力 の

強い酵母 の 育種を試みた。清酒酵母広島 2号から低温下で増殖

力・発酵力の強い 一 倍体変異 株(H2-5-62株)を分離・選択した o

もろみ温 度 9ocおよび 12 oCで の 小 仕 込 試 験 か ら ， こ の H2-5-62

株は従来の吟醸用酵母には劣る ものの， 一 倍体酵母としては低温

下での発酵力が強く，吟醸用酵母を育種する際の原菌株として有

用である ことが認められた。もろみ温度 15 ocおよび 18 oCでの

小仕込試験の結果から，従来の 普 通 醸 造 用 酵 母 と 同 等 の 発 酵 力 を

示 すことが明らかになった。 また ， 中 間 工 業 規 模 の 仕 込 試 験 に よ

って H2-5-62株は 一 倍体のままでも清酒醸造が可能であり，普

通 醸造用酵母を育種する際の原菌 株 と し て も 有 用 で あ る こ と が 確

かめられ た 。
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第 2章では，第 1章 で清酒酵母から低温増殖性の向上した 一 倍

体酵母を取得できたので， その低温増殖性酵母の遺伝的性質を検

討した 結 果と低温増殖性を付 与する遺伝子のクローニングを行っ

た結果 に つ いてまとめた。酵 母の低温増殖性変異株を分離し，そ

の遺伝的性質を検討した。 2種 類の 優 性 低 温 増 殖 性 変 異 遺 伝 子 の

存在が 明 ら かとなった。それぞれ LTG1， LTG2 (low temperature 

gr 0 w t h g e n e )と命名した。 一倍体株では遺伝子を 2個保持する株

の低温増殖性が強く， 二倍体 株では 遺伝子を 2個 あ る い は 3個保

持する株の 低温増殖性が強く， 特 に ，LTG1-l遺伝子のホモザイゴ

ート株 (LTG1-l/LTG1-l株 ， LTG1-l LTG2-1/ LTG1-l株)の中 に

低温増殖 性の強い株の存在することが認められた。また 3 清酒酵

母から得た一倍体株より低温増殖性変異株 (LTG2変異株の可能性

が高い ) を取得して，清酒もろみ中での発酵力を検討した。その

結果，元 の野生型株に比べて変異株の発酵力が大きく向 上 し た こ

とが 認められた。低温増殖性に関係する遺伝子の存在が確かめら

れたの で ，そ の 遺 伝 子 の クローニングを試みた。トリプトファン

要求性の S. cerevisiae YNN140株に低温増殖能を付与する遺伝子

を クローニングし ， L T G 3 ( 10 w te m p e r a t u r e gr 0 w t h g e n e ) と 命 名

した。この 遺 伝 子 を 破 壊 すると低温下での増殖が認められなくな

る こ とが明らかになった。 こ の遺伝子が低温増殖に及ぼす影響は

菌 株 に よ って異なることがわかった O 塩基配列の解析から 5 9 

2のアミ ノ酸をコードする ORFが含まれていること，ホモロジー

検索か ら，そ の タ ン パ ク 質のアミノ酸配列は数種類のア ミ ノ酸バ

ーミアーゼとホモロジーの あ る こ と が わ か っ た 。 培 地 に ト リ プ ト

ファンを大量に添加すると YNN140株が低温増殖能を示すことか

ら ，LTG3遺 伝 子 は ト リ プ トフ ァンの取り込みに関係しており 3 培

地からのトリプトファンの取り込みが低温下での増殖を制限して

いると考えられた。 LTG3遺伝子を含むクローニングされた DNAの

塩基配列の 一 部が SlJP3遺伝子 のそれと 一致した ので ， LTG3遺伝

子もまた第 xv番染色体上に存在することが明らかになった。
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第 3章では凝集泡なし性清 酒 酵 母 に つ い て ま と め た 。 第 1章 に

おいて清酒酵 母から低温下で増殖力の強い 一 倍体酵母を分離し，

仕込試験を行った。その際，そ の 分離株はもろみ中で凝集 ・吸←

し，同時に泡なし性を有するこ と を 認めた。本来，清酒酵母はも

ろみ期間の前半において 高泡を形成する。この泡のため，仕込

を控える ことを余儀なくされ ，泡消し作 業の労力も必要となる O

泡なし性はこれらの問題を解 消 で き る た め ， 清酒酵母にとっては

非常に 有用な 性 質 で あ る 。泡なし酵母は既に 実用 化され て い る が 3

その従来の泡なし酵母の性質と今回第 1章で分 離した酵 母の凝集

泡なし性との違いを明らかにした。清酒もろみにおいてほと んど

泡 を 形成せず，もろみ中で酵母細胞が凝集・吸 着 性 を 示 す H2-5-

62株(清酒酵母広島 2号から分離選択した 一 倍体低温清酒酵母)

から同様の性質を有する こ倍 体 酵 母 を 造 成 し ， そ の 細 胞 表面的性

質・遺伝的性質・酒造適性を 検討 し た 。 酵 母 細 胞 の 気 泡 へ の 吸 着 ・

水一有機溶媒 二 相系での分配・ 乳酸菌による凝集・ろ紙繊維への

吸着 などを比較した結果，この凝集泡なし酵母の細胞表面は従来

の泡なし 酵母とは異なり，泡あり酵母と同じであると考えられた。

また， も ろみ末期に発酵力の鈍る地蓋形成酵母と似た細胞表面的

性質を示した。この凝集泡なし性は従来の泡なし性とは異なる遺

伝子による ものであると推定された。小仕込試験の結果から凝集

泡なし酵 母は優れた酒造適性を持つことも明らかになった。

第 4章では高温下で発酵 力 ・ 増 殖 力 の 強 い 酵 母 を 育 種 し た 結 果

についてまとめた。酵母 S. cerevisiaeの増殖・発酵の最適温度

は 3 0 OC前 後 で あ る が ， ア ルコール発酵において発酵が盛んにな

ると発 酵 熱を 生 じ ， も ろ み 温 度が上昇する。発酵を効率良く継続

するに は もろみの冷却が必要となり，大規模な発酵生産ではその

冷却費用が 多 大 と な る 。 高温でも増殖・発酵にできるだけ支障を

き たさな い酵 母 を 育 種 で きれば，冷却費用の節減となり，アルコ

ール発酵の工程改善にもつ ながる。そこで，まず，実用のアルコ

ール 発酵酵母とピンガ酒醸造用酵母から，それぞれ 一倍体 株を分
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離して発酵力の強い株を選択し た 。 そ れ ら を 交 雑 し て 4 0 OC ， 

4 2 oCにおいて， 元の一倍体株の両親株より強い発酵力を持つ雑

種二倍体株を取得した。取得した交雑株は 4 2 oCで増殖可能であ

り， その 高温増殖性の発現は複数の遺伝子に支配されていた。ま

た，本来，高温増殖性とは無縁の酵母から 4 2 oCで増殖可能な酵

母を育種することができた。
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県 立食品工業技術センタ一平井幹久 所長 ， JI r野 一 之主任研究員は

じ め 職 員の皆様に深く感謝致します。

108 



関連 公表 論 文

1 . 河 村 大造 ， 門 隆興，東江昭夫 “低温清酒酵母の育種"

醗 酵 工学 ， 64， 25-27 (1986). 

2 .河村 大 造， 土屋義信 ， 末成 和 夫，手島義春，門 隆興，五反

田晃 ，東 江 昭 夫 :“ 一 倍 体低 温清酒酵母の酒造適性"醗酵

工学 ， 67， 77-81 (1989). 

3 .河村大造， 土 屋義 信 ，東 江 昭 夫 “凝集泡 な し 酵 母 の 造成と

その 性 質 " 醗 酵 工学 ， 70， 169-176 (1992). 

4 .河村大造，東江昭夫:“低温 清 酒 酵母 の 遺伝 的性 質 " 生 物

工 学 ， 71， 225-232 (1993). 

5. Kawamura， D.， Yamashita， 1.， Nimi， 0.， and Toh-e， A. 

Cloning and nucleotide sequence of a gene conferring 

ability to grow at a low temperature on Sacchromyces 

cerevisiaetryptophan auxotrophs， J. Ferment. Bioeng.， 77， 

1-9 (1994). 

6 .河村大造，土屋義信 “ ア ル コ ー ル 醗 酵 酵 母 の 育 種" 醸 協，

91， 753-756 (1996). 

7 . Kawamura， D.: Breeding of yeast strains able to grow at 

4 2 oC， B i 0 s c i. B i 0 t e c h n 0 1. B i 0 c h e m .， 6 3， 5 6 0 -5 6 2 (1 9 9 9 ) . 

109 


	0001
	0002
	0003
	0004
	0005
	0006
	0007
	0008
	0009
	0010
	0011
	0012
	0013
	0014
	0015
	0016
	0017
	0018
	0019
	0020
	0021
	0022
	0023
	0024
	0025
	0026
	0027
	0028
	0029
	0030
	0031
	0032
	0033
	0034
	0035
	0036
	0037
	0038
	0039
	0040
	0041
	0042
	0043
	0044
	0045
	0046
	0047
	0048
	0049
	0050
	0051
	0052
	0053
	0054
	0055
	0056
	0057
	0058
	0059
	0060
	0061
	0062
	0063
	0064
	0065
	0066
	0067
	0068
	0069
	0070
	0071
	0072
	0073
	0074
	0075
	0076
	0077
	0078
	0079
	0080
	0081
	0082
	0083
	0084
	0085
	0086
	0087
	0088
	0089
	0090
	0091
	0092
	0093
	0094
	0095
	0096
	0097
	0098
	0099
	0100
	0101
	0102
	0103
	0104
	0105
	0106
	0107
	0108
	0109
	0110
	0111
	0112
	0113



