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序論

清酒は ｢米｣を唯一の主原料 とするわが国を代表する伝統的醸造産物である.

清酒醸造技術を歴史的に眺めると,先人たちによって試行錯誤が繰 り返 され,清

酒製造方法に様々な改良が加えられた結果,清酒の安定的生産,収量あるいは品

質の向上を可能 とし現在に至っている.この間,確立された製法に対 しては様々

な研究の結果,その理論的裏付けもなされてきた. しか し今 日においてもなお,

清酒醸造における諸現象に対 しては未解明な点も数多く残 されている.

清酒醸造において原料米の一部は蒸きょう (蒸 し)後,糖化酵素やタンパク分

解酵素の生産を第-の目的として米麹の製造に使用され,他は掛米 として蒸米の

まま鯵の仕込みに使用 される.安土桃山時代には,これ らの麹米および掛米 とも

に精白米を使用する,いわゆる諸 白といわれる醸造法がみ られ るようにな り1),

江戸時代になると,鴇精 (精白) した白い米を清酒製造に使 う効用が文献にもみ

られるようになった2).さらに､天保年間には三 日三晩水車を利用 して連続鴇精

した高度精 白米を用いた酒によって灘酒が名声を高めるなど3),より白い (精米

歩合の低い)米で酒を造ることによって清酒の品質を高める技術が確立されてき

た.平成14酒造年度における清酒製造のための原料米の精米歩合は全国平均で

66.6%であり4),特にグレー ドの高い清酒である本醸造酒および吟醸酒製造の場

合には,精米歩合がそれぞれ70%および60%以下であることが清酒の製法晶質

表示基準において規定されている.また他のアルコール飲料 と比較 した場合,中

国の紹興酒に代表 される黄酒やわが国の米焼酎製造に使用 される米の精米歩合は

一般的に90%程度であり1),清酒製造法は,米を原料 とする酒類の中でも,原料

米を高度に鴇精する点において他に類をみないものであるといえる.

清酒製造における鴇精の目的は,米粒外層部に多く存在 し,製成酒の着色や雑

味の原因となるタンパク質,脂質,灰分,ビタミンなどを除去することにあると

いわれている5).一方,フィチン (inositolhexakisphosphate)も米粒外層のア

リュ-ロン層に存在するため,精米歩合が低 くなるとともにその含量が激減する

6). しか し,鴇精によってフィチンを除去することが清酒の晶質にどのように影

響するかといった観点から検討 された事例はほとんどみ られない.フィチンはイ

ノシ トールに6つの リン酸がェステル結合 した化合物であり,鴇精によってフィ

チンを除去することは,換言すると鯵に持ち込まれるイノシ トールおよび リン酸

量を減少させることに他ならない.この うち, リン酸は酵母の増殖に必要な因子

であり,清酒鯵における酵母-の リン酸の供給 とい う観点か ら,米麹由来フイタ

-ゼおよび酸性ホスファターゼについての研究がみ られ る7,8).この中で,米麹

の代替 としてフイタ-ゼおよび酸性ホスファターゼ活性のない酵素剤を使用 して

仕込んだ醇に酸性ホスファターゼを添加すると,酵工程初期の酵母数が20%程



度多くなり,醗酵が促進されることが報告 されている.

本研究においては,イノシ トールの酵母-の供給とい う観点に立ち,原料米を

梅精することによって,清酒醇における酵母 (Sacchaz,omycescez･evI'sl'ae)-の

イノシ トールの供給量が制限されること,および酵末期における酵母菌体中のイ

ノシ トール レベルの増大が清酒の品質にどのような影響を与えるかを解明するこ

とを目的 とする.

イノシ トールは,酵母の増殖促進物質であるビオス Ⅰに含まれる成分の 1つとし

て1928年に発見された9).イノシ トールには9種類の立体異性体が存在するが,

天然に存在するイノシ トールのほとんどはmyoイ ノシ トールである.myoイ ノ

シ トールはビタミンB群に分類されている.清酒製造工程中のイノシ トールの消

長に関する研究は,同工程におけるビタミン類の研究の一環として行われてきた

10･16),最近になって,酵母はZTRlおよびZTR2でコー ドされるイノシ トール輸

送系を持ち,その うちZTRlがイノシ トールの細胞内への取 り込みに主要な働き

をもつことが明 らかにされている17).一方,酵母菌体においてイノシ トールは,

glucose-61phosphateから/NOJでコー ドされるinositol･1･phosphatesynthaseに

よってinositol･1･phospbateが生合成された後,これがホスファターゼによって

脱 リン酸されることによって生合成される18).このように酵母は自らの生体内

においてイノシ トール合成能を有するので,醇におけるイノシ トールの酵母-の

供給を考察する場合には,原料米から溶出したイノシ トールの酵母菌体内-の取

り込みとともに,酵母自身の生合成も併せて考慮 しなければならない.酵母は低

温環境下においてはイノシ トール要求性を示 し,イノシ トールが欠乏すると凝集

し,死滅することが報告されている19'21).本研究では,清酒醇において15℃ と

い う低温環境下で酵母が健全に増殖 し醗酵が順調に営まれるためには,酵母のイ

ノシ トール合成能より原料米中のフィチンからのイノシ トール供給が重要である

こと,また鯵においてイノシ トールの供給は十分ではなく,酵母はイノシ トール

制限環境下におかれることを兄いだしている.

原料米中のフィチンからイノシ トールが遊離するためには,イノシ トールとリ

ン酸とのエステル結合を酵素分解する必要がある.本研究においては,酵母の生

産する酸性ホスファターゼ (AP)がフィチンからイノシ トールの遊離を触媒す

ることを明 らかにした.酵母のAPは4種存在 し,構成的発現を示すPHO3遺伝

子および高 リン酸環境下において発現が抑制 されるPHO5,PHOll,PHO12遺

伝子によってコー ドされる22).これ らのAPは酵母の細胞表層に局在 し,一部は

菌体外に漏出する.4つの酵母APの うち,現在,優良清酒酵母として全国的に

清酒製造に使用 されている協会6号, 7号,9号,10号酵母には構成ホスファタ

ーゼ活性が検出されないことが報告 されている23).本研究においては,これ ら

の協会酵母に兄いだされている3つの抑制性AP遺伝子のうち,フィチン分解にい
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ずれの遺伝子が最も重要であるかについても検討を行った.

高度に鴇精された原料米を使用する清酒醇において,酵母に対するイノシ トー

ルの供給が制限されることは,清酒中のイノシ トール含量を他の市販アルコール

飲料中の含量と比較 した結果から類推できる.Table0-1に示すように,清酒は

他の飲料に比べてイノシ トール含量が極めて少なく,清酒はイノシ トールが制限

された環境下で醸される唯一のアルコール飲料であると言える.

本研究においては,原料米を十分に鴇精することが清酒の品質に対 してどのよ

うな影響を与えるかを明らかにするため,鴇精によって原料米中の含量が大きく

減少するイノシ トールに着 目した.清酒製造業において原料米価格は製造原価の

70%近くを占めることから5),精米歩合 と清酒の品質との関係について知見を得

ることは品質設計の上でも重要であると考えられる.

Table0-1.1nositolcontentorcommercialalcoholbeverage

Alcoholbeverage na lnositol(ppm)

Sake

HuanJlu

Wh itewine

Redwine

Beer

0

3

4

4

4

5 5

210

396

405

83

aNumberofanalyzedsamples.

イノシ トールは清酒鯵における醗酵の主役である酵母の増殖因子であるため,

清酒の品質に直接影響を与えることが予想 される.清酒の ｢香 り｣は晶質に影響

を与える因子のlつであり,芳香成分の多くは,形において酵母によって生合成

される.清酒中の代表的な芳香成分としてはカプロン酸エチルおよび酢酸イソア

ミルの 2つが知 られている24･25).前者は,caproyトCoAおよびcaproicacidを基

質としてそれぞれalcoholacyltransferaseおよびエステラーゼによって,また後

者は,acetyl-CoAを基質 としてalcoholacetyltransferase(AATase)によって,

いずれ も酵母菌体内で生合成される25).一般に,吟醸酒のように高度に鴇精 し

た原料米を使用 して製造 した清酒はこれ らの芳香成分の含量は商いが24),精米

歩合 と芳香成分との関係を定量的に調べた研究は報告されていない,

また酵母による芳香成分生成に関する研究としては,酵母の脂肪酸合成反応に

おいて,温度を低下させると短中鎖長の脂肪酸の割合が増大することが報告され

ている26). したがって,吟醸酒製造のように醇を低温下で醗酵 させることは,

中鎖脂肪酸であるカプロン酸やカプロン酸エチルの生成量を増大させることにつ

ながる.また,AATaseは10℃以上では失活 Lやすいので,吟醸酒製造において
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低温で醗酵を行 うことは酢酸イソアミルの生成量を高める要件であるとされてい

る25).さらに,不飽和脂肪酸の豊富な培地で酵母を培養すると酢酸イ ソアミル

生成量が低下すること,その原因として不飽和脂肪酸によってAATase活性が阻

害されることが報告されている27).最近,AATaseをコー ドするAm 遺伝子の発

現が不飽和脂肪酸によって抑制されることが明らかにされた28･29). したがって,

鴇精によって玄米の外層に多く存在する脂質を除去することは,酢酸イソアミル

含量の高い清酒を得る上で有利であると考えられる.

しか し,原料米を鴇精すると製成酒の芳香成分の含量が高くなる原因について

具体的に実証 した研究はみられない.本研究においては,原料米を鴇精すること

によってイノシ トールの酵母-の供給を制限することが,カプロン酸エチルおよ

び酢酸イソアミルの生成量を促進するとの仮定のもとに,十分量のイノシ トール

を添加 した醇を調製 し,イノシ トールを添加 しない通常の鯵と製成酒の成分およ

び酵母の諸性質の比較を行った.また,イノシ トールの供給量が香 りに影響を与

える機作について解明することにした.

一方,イノシ トールを酵母の菌体成分としてみた場合,イノシ トールは,ホス

ファチジルイノシ トール (PI) として主要 リン脂質を構成する上で不可欠な物

質である.また,イノシ トールはスフィンゴ脂質の構成成分でもあり,近年,細

胞膜における情報伝達物質 として注 目されている30).清酒醇において酵母菌体

のイノシ トール レベルは初期は低いが,日数の経過 とともに徐々に増大する.本

研究において,醇における酵母菌体-のイノシ トールの蓄積が原料由来か,ある

いは酵母の生合成によるかを検討 した.さらに,イノシ トールの清酒晶質に与え

る影響 として,酵母の菌体内イノシ トール レベルとエタノール耐性 との関係につ

いて検討 した.清酒醇は糖化 と醗酵が同時に進行する並行複醗酵形式で進行 し,

酵中のエタノール濃度は酵末期には20%近くにも達する.このような高濃度エ

タノールを蓄積する特性は他の醸造では見られない現象である.酵母が酵末期の

高エタノール環境下において死滅すると醗酵が停止するので,酵母が高エタノー

ル環境において死滅 しにくい性質,すなわちエタノール耐性を有することは製成

酒のエタノール収率を高める上で重要である.さらに,酵母がェタノールによっ

て死滅すると,様々な酵母菌体内成分が酵中に漏出するため清酒の呈味に影響を

与えることになる.例えば,酵母の菌体内から漏出したカルボキシペプチダーゼ

が,醒中に残存するペプチ ドを分解することによって製成酒のアミノ酸含量が増

大する31･32).アミノ酸は清酒特有の味を形成する上で重要な成分であるが,含量

が高すぎると清酒の雑味の原因となるため,酵末期における酵母の死滅を防止す

ることは清酒の晶質の上でも重要である.

酵母のエタノール耐性に対 して様々な角度から研究がなされているが33･44),

イノシ トールとの関連についての研究はみられない.本研究においては,菌体内

4



イノシ トール レベルがェタノール耐性にどのような影響を与えるかを調べた.ま

た酵母細胞膜のH+･ATPaseに着 目し,菌体内イノシ トール レベルがェタノール

耐性に影響を与える機作について解明することとした.

本研究の結果,鴇精によって原料米中のイノシ トール含量を低下させることが

清酒の香 りを増大させること,および酵工程末期に酵母がイノシ トールを生合成

し,菌体内イノシ トール レベルを増大させることによってエタノール耐性を高め

ることがわかった.

本論文は序論,第 1-5章および総括により構成される.序論では,従来の研

究経過 と清酒製造におけるイノシ トールの役割を研究することの目的や意義を中

心に述べる.第1章では,清酒酵中に存在するイノシ トールが酵母の増殖 と菌体

内イノシ トール レベルに与える影響について述べる.第2章では,原料米由来イ

ノシ トールの生成に与える酵母APの影響について述べる.第3章では,イノシ ト

ール制限下においてカプロン酸エチル生成量が増大することについて述べる.第

4章では,イノシ トール制限に下における酢酸イソアミル生成量の増大について

述べる,第5章では,菌体内イノシ トール レベルが増大することによるエタノー

ル耐性の増大について述べ,以上の結果を総括において総合的に考察する.
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第1章 酵母の増殖 と菌体内イ ノシ トール レベルに与える清酒酵中に存在するイ

ノシ トールの影響45)

第1節 序

本章では,清酒醸造工程におけるイノシ トールの消長 と酵母-の供給量を調べ

るとともに,酵中の酵母菌体内イノシ トール レベルの変動 とその要因について解

明することを目的 とす る.

始めに,遊離イノシ トールおよび加水分解によって遊離型を生 じる結合型イノ

シ トールそれぞれが､米および米麹などの原料および酵中にどの程度存在するか

を明 らかにする.また､それぞれのイノシ トールが酵中の酵母の増殖にどの程度

利用 され るかについて検討 し,酵中の酵母は増殖期にイノシ トール制限下に置か

れることを示す.さらに,酵母菌体内イノシ トール レベルが酵 日数の経過 ととも

に増大す ることを示 し,この現象が,原料由来イノシ トールを酵母が取 り込んだ

結果によるのか,あるいは酵母の生合成によるかを調べる.

第2節 清酒醸造工程におけるイノシ トールの消長

(方法)

1)製麹および酵小仕込み試験

精米歩合70%の白米を用いて蒸米を調製 した後,市販種麹 を使用 し恒温恒湿

装置中で常法により製麹を行った46).鯵は,精米歩合70%白米を原料米 としてS.

cez･evl'sL'aeHll株 (日本醸造協会901号の単相体,ZNOl)を使用 し､難波 らの方

法47)により総米200gの3段仕込みを行った.また,鯵における原料 由来イノシ

トールの溶出量を調べるため,酵母を添加 しない仕込み (溶解鯵 と称する)を醇

と同一の条件下で実施 した.この時,微生物の増殖を防 ぐため,8% (V/V)ェタ

ノール溶液を汲み水 として使用 した.

2)イノシ トールの定量

蒸米お よび米麹な どの固体試料中のイ ノシ トールは,大内 らの方法48)に した

がって5倍量の蒸留水で抽出 した.この うち,抽出液をそのまま定量に供 したも

のを遊離イノシ トール,酸加水分解後定量 されるものを易溶性結合型イノシ トー

ル とした.また,固体試料を凍結乾燥粉砕 した後,酸加水分解 し､全イノシ トー

ルを定量 した.鯵上清についても同様に遊離および結合型イノシ トールを定量 し

た.さらに,酵全体をそのまま乳鉢でホモジナイズ した後,酸分解 し,全イノシ

トールを定量 した.酸分解は6N 塩酸で120℃,30時間行い,分解液をNo.5C波

紙 (ADVANTEC,東京)で源別 した｡塩酸を留去 した後､フェノール レッド溶
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液 を指示薬 と して苛性 ソー ダで中和 した.イ ノシ トール はHanseDl'aspoz･a

uvBZ･umIFOO630株を用いたバイオアッセイ法49)により定量 した.

3)麹および酵母増殖量の測定

米麹中の麹菌体量は､米麹を4N塩酸で加水分解 した後,麹菌の細胞壁を構成

するキチンから遊離するグルコサ ミンを定量することによって測定 した50).形

中の酵母生菌数は平板培養法によって測定 した.

(結果)

1)原料処理工程におけるイノシ トール含量の変化

原料米中のイノシ トールは鴇精 とともに大きく減少 した (Table1-1).特に鴇

精の初期には減少の度合いが大きく,全イノシ トール含量は､精米歩合70%では

玄米の5%まで減少 した.また,イノシ トールの一部は遊離あるいは易溶性結合

型イノシ トールとして溶解 しやすい形で存在することがわかった.これ らは精米

歩合90%で最大とな り,これ以下では全イノシ トール と同様に鴇精 とともに減少

した.

精米歩合70%の白米を洗米,浸漬 した後,蒸きょうした時のイノシ トール含

量を測定 した結果をTablel･2に示す.遊離および易溶性結合型イノシ トールが

洗米浸潰過程で液中に溶出するため,白米 レベルより大きく減少 した.

Table1-1.Changesininositolcontentofricebypolishing

Extractivefree Extractivebound
inositol inositol

Totalinositol

content ratio content ratio content ratio

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

0

0

0

0

0

0

0

0

0ノ
00
7

′LU
5

4

1 18.0 1.000

31.3 1.738

7.6 0.422

4.0 0.222

3.4 0.188

2.7 0.150

2.2 0.122

178.0 1.000 2611

492.7 2.768 1065

137.4 0.772 227

17.8 0.100 123

4.0 0.022 98

2.6 0.015 89

0.9 0.005 66

0

00

7

7

00

4

5

0

1

00
4

3

3

2

0

4

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0
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Table1-2.ChangesininositolcontentduringsteeplngandsteamlngOrrice

Extractivefree Extractivebound
inositol inositol

Totalinositol

Sample content ratio content ratio content ratio

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Polishedrice 4.1

Steepedrice 1.2

Steamedrice 1.0

0

3

2

1

0

0

0

つヽ
｣
1

1

0

0

0

00

00

1

0

0

2)製麹工程におけるイノシ トール含量の変化

製麹工程における米麹中のイノシ トール含量を測定 した結果を Fig,1-1に示

す.全イノシ トール含量が製麹過程の後半に菌体の増殖 と連動 して急激に増大し,

出麹時には取込み時の約2倍に達 した.遊離および易溶性結合型イノシ トール含

量も製麹過程の後半に増大した.このうち遊離イノシ トールは増加率が最も大き

く,製麹中に元の蒸米の8倍に増加 した.

3)酵中のイノシ トールの消長

酵中のイノシ トールの消長を,酵母の存在 しない溶解醸とともに測定した結果

を Fig.1-2に示す.溶解醇では,酵 日数の経過 とともに上清中の遊離イノシ ト

ールが増大 した.これに対 して醇では,初期に遊離イノシ トールがわずかに増加

するが,4日目以降は酵母の増殖 とともに酵母菌体中に取 り込まれるため減少 し,

7日目にはほとんど検出されなかった.

上清中の結合型イノシ トールは,溶解醇では3日目以降,原料の溶解にともな

う液相量の増大によって希釈されるため,徐々に減少するが,その減少量の変化

は少なかった.酵上清中の結合型イノシ トールは,遊離イノシ トールの場合とは

異なり,溶解醇 との間に大きな差はみられなかった.また,酵母の増殖 とは無関

係に酵末期まで5ppm 前後で推移 した.
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第3節 酵母の増殖 と形態に与える酵中に存在する遊離および結合型イノシ トー

ルの影響

(方法)

1)使用菌株

S.cez･evl'sL'aeHll株 (ZNOl)およびHll株 とイノシ トール要求性株,OSF27

樵 (Jlnol) との交配株 よ りRandom-spore-plating法 によって得 た単相体,

OS2727株 ()'DOl)を使用 した.なお,OSF27株はONO130A株 (1eu2,met8)

とSH615株 ()'DOl,gcD2,gcn3,hl'sl)を交配 し,上で述べた方法により取得 し

た.SH615株は大阪大学工学部原島俊博士より分与された.

2)小仕込み試験

本章,第2節 (方法)1)で述べた方法によって醇の小仕込みを行った.イノ

シ トールを添加 しない通常の酵とともに,総米200gあたり125mgのイノシ トー

ルを添加 した仕込みを併せて行った.酵中の酵母は遠心分離法によって分画 した

51).酵母密度は-マ トメーターによって顕微鏡下で計測 した.

3)フィチンおよび酵上清中結合型イノシ トールの酵素分解試験

イノシ トール生成酵素の活性は,酵素反応に伴って生成するイノシ トールをバ

イオア ッセイ法 (本章第2節 (方法)2))で定量す ることによ り測定 した.

Tablel-3に示す反応液を用い,酵素溶液を添加することにより,反応を開始 した.

反応温度は,フイタ-ゼを使用 した場合は55℃,麹粗酵素溶液を用いた場合は

40℃であった.反応開始1時間後,生成 したイノシ トールを定量 した.フィチン

酸ナ トリウム (TYPEV)およびフイタ-ゼ (wheat由来)はSigma･Aldrich製

(St.Louis,USA)を使用 した.酵上清は工業規模の仕込みの留3日目の上清を

エタノール留去 したものを用いた.麹粗酵素は,米麹より水抽出したものをそれ

ぞれイノシ トールが不検出となるまで透析 した後,凍結乾燥 して使用 した.基質

中の遊離および結合型イノシ トールは,第1章,第2節 (方法)2)で述べた方法

によって予め定量 した.

イノシ トール要求性S,ceTeVl'sl'aeOSF2727株は次のように培養 した,酵1ml

(遊離型イノシ トール0.19pgおよび結合型イノシ トール5.4LIgを含む)に,

麹粗酵素5mgを添加 し,0.45トImフィルターを用いて無菌的に漉過 した後,

15℃,14日間放置 し,15℃,10日間静置培養 した.麹粗酵素を添加 した後,た

だちに100℃,10分間加熱 して酵素を失活させたものを対照とした.
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Table1-3.Reactionmixturef♭rinositol一iberationassay

Component Finalconcentration

Substrate Supematantofsakemash 9.0Ltg/ml(asinositol)

Phytate 10.7トLg/ml(asinosito】)

Enzyme Phytase 1.25mg/ml

Koji-enzyme 6.00mg/m]

Buffer Acetatebuffer(pH5･15) 0.1M

Phytaseorkoji-enzymewasaddedtothesupernatantofsakemashat3rddayorphytate

containhlg0.1Macetatebuffer.Reactionwascarriedoutat55and40℃ forphytaseandkoji-
enzyme,respectively.After1h,liberatedinositolwasdetermined.

(結果)

1)酵母細胞密度および形態に与えるイノシ トール制限の影響

醇において,酵母の増殖に必要な量のイノシ トールが供給されているか否かを

明らかにするため,通常行われているイノシ トール無添加形の仕込みと,充分量

のイノシ トールを添加 した鯵の仕込みを行った.酵中の酵母細胞密度および酵母

単位細胞あた りの菌体重量の変化をFig.1･3に示す.イノシ トールを添加 した酵

中の酵母細胞密度は,増殖の全期間を通 じてイノシ トールを添加 しない鯵の1.5

倍であった.一方,単位細胞あたりの菌体重量はイノシ トール添加形の方が無添

加醇に比べて少なく,この傾向は酵工程末期まで続いた.Fig.114に酵工程5日目

の酵母の顕微鏡写真を示す.イノシ トールの添加によって細胞は小さく,細長 く

なることがわかった.すなわち,通常の鯵ではイノシ トールの供給が制限される

ため,酵母の増殖が抑えられ,細胞が肥大化することが示された.

2)酵上清中に存在する結合型イノシ トールの酵母による利用性

酵上清中の結合型イノシ トール (Fig.112)が酵中で直接,あるいは遊離イノ

シ トールにまで分解 された後,酵母菌体中に取 り込まれ,利用され得るかについ

て検討 した.

原料米中にはフィチンが含まれるので6),結合型イノシ トールがフィチンある

いはその部分分解物である可能性を考慮 し,フイタ-ゼおよび米麹から調製 した

酵素による分解を試みた.その結果,Tablel･4に示すように,酵上清にフイタ

-ゼを作用させた時,遊離イノシ トールは生成 しなかった.一方,フィチンを基

ll



質 として用いた場合は,2.39LLg/mlのイノシ トールを遊離 した.酵上清にフィチ

ンを添加 した場合 もこれ とほぼ同量のイノシ トールを遊離 し,その回収率は91%

であった.これ らの結果か ら,酵上清中においてイノシ トールを遊離 しないのは,

酵中にフイタ-ゼ活性を阻害する物質が含まれているためではないことがわかっ

た.さらに,酵上清中に存在する結合型イノシ トールはフィチンあるいはその部

分分解物ではないことがわかった.

麹粗酵素を用いた時,フィチンおよびこれを酵上清に添加 した場合にはほぼ同

量のイノシ トールを遊離 したが,酵上清の結合型イノシ トールからはイノシ トー

ルの遊離がみ られなかった.

S.ceTeVJ'sL'aeを用いて,実際の鯵に近い条件下で結合型イ ノシ トール利用の可

能性 を検討 した結果をTable1-4に示す.酵上清に麹酵素を添加 して低温で14日

間作用 させた後,イ ノシ トール要求性OSF2727株を培養 した ところ,麹酵素の

作用の有無にかかわらずわずかな増殖 しか示 さなかった (Tablel･5). しか し,

イ ノシ トールを2ppm標準添加すると充分な増殖を示 した.以上の結果より,上

清中に存在する結合型イノシ トール (5.4ppm)は,酵中で酵母の増殖に利用さ

れないことがわかった.
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Tablell4.Liberationofinositolfromboundinositolinsupematantof
sakemash

Enzyme
substratea Liberated Recoveryinositolb

Supematant Phytate (pg) (%)

Phytase

+ 0
+ 2.39 91

+ + 2.17

+ O
Koji-enzyme + 3.30

+ + 3.64

110

aThesupematantofsakemashandauthenticphytatecontained

9.0and10.7ppminositolinboundfbm,respectively,inthe
reactionmixture.

bThereactionwascarriedat55and40℃ inthepresenceof1.25
mg/mlofphytaseand6mg/mlofkoji-enzyme,respectivelyfor1h.

Table1-5.GrowthofS.cerevisiaeinsupematantofsakemash

Enzymea
Inositoladd ed(ppm)

0 2

0,19 2.92

0.22 2.61

InositolauxotrophicyeaststrainOSF2727wasculturedat15℃

for10dinthesupematantofsakemashwhichwaspretreatedwith

koji-enzymeat15℃ fTor14d.ThegrowthwasrepresentedasODat
660mm.

aKoji-enzyme(5mg/ml)wasaddedtothereactionmixture.

bIncubatedinboilingwaterfわr10minbefわretheenzymereaction.
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第4節 酵中の酵母菌体内イノシ トール レベルの変動 とその要因

(方法)

1)使用菌株および小仕込み試験

第1章,第 3節 (方法)1)で述べたHllおよびOSF2727株を用いて,第1章,

第 3節 (方法)2) に述べた方法によりイノシ トール無添加および添加醇の小仕

込み試験を行い,酵中の酵母を分画 した.また第1章,第2節 (方法)1)で述べ

た方法によって溶解醇を調製 した.

2)酵母無細胞抽出液の調製

約2×109の酵母細胞を 20mMリン酸緩衝液 (pH 7.2)に懸濁 した.懸濁液

0.75mlを直径0.5-0.75mmのガラスビーズ1,1gと混合 し,マルチビーズショッ

カ一MB-200(安井器械,大阪)を用いて4℃,30秒の条件下で4回運転 し,細胞

を破砕 した.破砕液を3000rpm,10分間遠心分離 し,上清を無細胞抽出液 とし

た.

3)イノシ トールの定量

醇から分画 した酵母を凍結乾燥 した後,第1章,第2節 (方法)2)で述べた

方法によって塩酸で加水分解 し,菌体内イノシ トール含量を測定 した.また,酵

母無細胞抽出液中のイノシ トールを定量 し,菌体内遊離イノシ トールとした.醍

中の全イノシ トールおよび酵上清中の遊離および結合型イノシ トール,ならびに

蒸米および米麹中の全イノシ トール含量は第1章,第2節 (方法)2)に述べた方

法により定量 した.

4)inositol十 phosphatesynthase活性測定法

酵母無細胞抽出液をウル トラフリーC3LTK (日本 ミリポア,東京)により脱

塩 した後,5mM glucose-6･phosphateを基質としてCulbertsonらの方法52)に準

じて30℃,30分間反応を行った.これに1mlあた りアルカ リホスファターゼ

(タカラバイオ,大津)6unitsを添加 し,40mM トリス緩衝液 (pH 9.0)中で

37℃,1時間反応 させてinositol十phosphateをイノシ トールに変換 した.1時間

にlpgのイノシ トールを生成 させる酵素量を1unitと定義 した.比活性はタンパ

ク質1mg当たりのunit数で示 した.タンパク質はロー リー法53)により定量 した.
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(結果)

1)酵中酵母の菌体内イノシ トール含量

イノシ トール無添加の通常の鯵から分画 した酵母菌体内のイノシ トール含量を

測定 し,イノシ トール添加鯵 と比較 した.Fig.115に示すように,イノシ トール

添加鯵では初期から酵母菌体内イノシ トール含量 (4mg/g)は高く,以後ほぼ

一定値で推移 した.これに対 し無添加醇では,初期は菌体内イノシ トール含量

(2mg/g以下)は低いが, 日数の経過 とともに増大 し,上槽時にはイノシ トー

ル添加酵より高くなった.このうち,菌体内遊離イノシ トール含量は,イノシ ト

ール添加鯵ではほとんど変化がなく推移 し,無添加醇では酵工程初期に含量が低

く,末期に増大 し,添加酵より高くなった.酵工程末期にイノシ トール無添加酵

酵母の菌体内イノシ トール含量が添加鯵を上回るのは,遊離イノシ トールの蓄積

によるものであった.
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2)鯵酵母イノシ トール含量の増大要因

酵および溶解形の全イノシ トール含量を経時的に測定 した結果をFig.116に

示す.溶解鯵では全イノシ トール含量に変化がみられないのに対 して,酵母が関

与する醇では菌体内イノシ トール レベルの増大 (Fig.1-5)に呼応 して全イノシ

トール含量が後半に増大 した.

さらにイノシ トール合成能のないOSF2727株を用いて鯵を仕込み,合成能を

有するHll株を用いた鯵 と比較 した.醇の各部位 (鯵全体,酵母画分,および上

清)に占めるイノシ トール含量を総米1kgの仕込みに相当する量として算出し,

原料 (米麹および蒸米)由来の量と比較 した結果をFig,1･7に示す.Hll株では

酵中の全イノシ トール含量は仕込み1日目では麹および蒸米から由来する量に等

しいが,18日目には大きく増大 した.1日目から18日目にかけての鯵の全イノシ

トールの増加量は酵母菌体に占めるイノシ トール含量の増加量とほぼ一致 した.

18日目の酵上清に残存するイノシ トール含量が醸全体のイノシ トール含量に占

める割合はわずかであった.これに対 してイノシ トール生合成能をもたない

OSF2727株では醇の全イノシ トール含量は18日目において1日目と差がなく,酵

母菌体に占めるイノシ トール含量はHll株に比べると顕著に低かった.

次にイノシ トール添加および無添加の鯵を同様に調製 し,菌体内イノシ トール

含量を測定した.Fig.1･8に示すようにOSF2727株はイノシ トールを充分に添加

した時は,Hll株 とイノシ トール含量にほとんど差が見られなかったが,イノシ

トール無添加の場合にはHll株 と異なり,7日目から18日目にかけてのイノシ ト

ール含量の増加は見られなかった.

Fig.116,Fig.117,Fig.1･8に示す結果から,酵工程における菌体内イノシ ト

ール含量の増大は原料からの取 り込みによるものではなく,大部分は酵母のイノ

シ トール生合成によることがわかった.

3)酵中の酵母のイノシ トール生合成酵素活性

イノシ トール添加および無添加醇の酵母から調製 した無細胞抽出液について

inositol-1･phoSphatesynthase活性を測定 した結果をFig.1･9に示す.イノシ ト

ール添加鯵では本酵素は抑制を受け,ほとんど活性が検出されなかった.これに

対 してイノシ トールを添加 しない通常の醇では活性が認められ,特に7日目以降

において高活性であった.
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第5節 要約 と考察

(要約)

原料米中のイノシ トール含量は,鴇精が進むにつれ大きく減少 した.清酒鯵の

仕込みには高度に鴇精された原料米が使用 されるため,酵母-のイノシ トールの

供給は制限された.その結果,通常の清酒醇では十分量のイノシ トールが添加 さ

れた醇に比べて,酵母の増殖は制限を受けた.さらに酵母の増殖期である酵工程

初期において酵母の菌体内イノシ トール レベルは低 く抑えられた.しかし,菌体

内イノシ トール レベルは目数の経過とともに増大し,酵工程末期においては十分

量のイノシ トールを添加 した鯵を上回った.酵工程末期における酵母菌体内イノ

シ トールの増大は原料から遊離 したイノシ トールを酵母が取 り込むためでなく,

酵母の生合成によるものであった.

(考察)

原料米を鴇精することによってイノシ トール含量が大きく減少 した.これは玄

米においてイノシ トールが糊粉層にフィチンとして存在するためであり54),一

般に精米歩合70%付近あるいはそれ以下の高度精白米を原料とする清酒醸造にお

いて,イノシ トールの原料米からの供給量は少なかった.中でも,酵中で容易に

溶出し酵母に利用される遊離イノシ トールは洗米,浸漬工程でさらに減少 した.

一方,製麹中に全,遊離,易溶性結合型イノシ トールは増大 した.このうち,全

イノシ トールの増大は麹菌の生合成によると考えられる.製麹中の遊離イノシ ト

ールの増加率は大きく,麹の遊離イノシ トール含量はもとの蒸米の8倍に達 した.

製麹中の遊離イノシ トールの増大は原料米のフィチンが麹の酵素作用によって分

解を受けたためであると考えられる.フィチンの酵素分解によるイノシ トールの

遊離については第2章で述べる.清酒醸造において原料米の約20%は麹の製造に

使用 され,残 りの80%が蒸米のままの形で鯵の仕込みに使用 される.麹 と蒸米

の使用比率から計算すると,製麺過程において遊離イノシ トールが8倍に増大す

ることから,鯵に持ち込まれる遊離イノシ トールの うち,2/3が米麹に,1/3が蒸

米に由来すると考えられる.

酵上清には遊離イノシ トールおよび結合型イノシ トールが存在 した.結合型イ

ノシ トールの構造は不明であるが,フイタ-ゼや麹由来の酵素によって遊離型に

まで分解 されることはない.また,直接酵母に取 り込まれて増殖に利用されるこ

ともない.したがって,酵母の増殖に与える影響 としては,遊離イノシ トールに

着 目すべきである.酸において遊離イノシ トールは米麹および蒸米から持ち込ま

れ,さらに麹酵素による原料溶解過程において徐々に溶出するが,これ らは酵母

によって容易に取 り込まれ,酵母の増殖 とともに急激に減少 し,7日目にほとん
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ど消失 した.この結果は,通常の清酒醇においてはイノシ トールの供給が制限さ

れることを示 してお り,イノシ トールを充分に添加 した鯵に比べると,酵母細胞

数も抑えられ,細胞 自体もやや大きくなるなどの現象が見られた.合成培地で酵

母を培養 した時,イノシ トールの欠乏によって細胞が肥大 し,球形に近くなるこ

とが報告 されている55).また,酵母はイノシ トールが欠乏すると凝集 し,死に

至ることも報告されている18･56).清酒醇においても,イノシ トール制限下では,

酵母は死に至ることはないものの,増殖量や細胞形態に影響を受けることが確認

できた.醇にイノシ トールを添加すると,醗酵が促進されることが報告されてお

り57),本研究においても同様の現象が見 られた.これはイノシ トールの添加に

より,酵母細胞の密度が増大 したことによると考察 した.

醇において,イノシ トールの供給を制限すると酵初期に酵母の菌体内イノシ ト

ール レベルは低く抑えられたが,増殖が進むにつれてイノシ トール レベルの増大

が見られた.酵全体のイノシ トール含量が酵工程末期に増大すること,イノシ ト

ール合成能のない酵母では菌体内イノシ トール レベルの増大がみられないことか

ら,酵酵母菌体内イノシ トール レベルが末期に増大するのは原料から溶出するイ

ノシ トールを酵母が取 り込むことによるのではなく,酵母 自身が生合成 した結果

であることが判明した.

酵母のイ ノシ トール合成酵素inositol十phosphatesynthaseをコー ドす る

ZNOl遺伝子は,増殖環境中のイノシ トールが低濃度である時は発現するが,充

分にイノシ トールが存在する場合には抑制を受けることが報告 されている52).

本研究において,イ ノシ トール を添加 しない通常の醇で酵母中にinositol･1I

phosphatesynthase活性が認められたことは,この報告のデータを支持するも

のである.また,イノシ トール無添加醇において,本酵素活性が後半に増大 した

ことは,菌体内イノシ トール レベルがこの時期に増大した結果とよく一致 してい

る.

酵母は,鯵のような低温条件下ではイノシ トール要求性を示すため,酵母の増

殖期である酵初期においては原料からのイノシ トール供給が必要である.しか し,

定常期である酵末期においてはinositol11･phosphatesynthaseの作用によりイノ

シ トールが合成され菌体内に蓄積 されるようになる.菌体内に蓄積 されたイノシ

トールの大部分は結合型イノシ トールであったことから,これ らはPIなどに変

換され,菌体構成成分として利用されると考えられる.

以上のように,酵工程初期において酵母はイノシ トールの供給を原料からの溶

出に依存 し,エタノール濃度が高くなり増殖が停止する酵工程末期においては,

酵母自身が生合成 したイノシ トールは菌体中に蓄積 され,菌体内イノシ トール レ

ベルを増大させると結論 した.
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第2章 清酒醇においてイノシ トールの生成に与える酵母酸性ホスファターゼの

影響58)

第1節 序

本章では,清酒醇において酵母の増殖には原料米中のフィチン由来イノシ トー

ルの供給が必要であることを示 し,フィチンを分解する酵素 として酵母の生産す

るAPに着 目し､この役割を明 らかにすることを目的 とする.

また,フィチンの分解に与える原料米中のデンプンやタンパク質の影響につい

ても検討する.

一般 に､酵 母 はPHO5,PHOll,PHO12に コー ドされ る3つ の抑制APと

PHO剖こコー ドされ る構成APを持つ.この うちPH05は酵母の主要APをコー ド

する遺伝子であ り59), PHOllとPHO12は3塩基のみが異なるほとんど同一の遺

伝子である.協会7号,9号酵母に代表 され る優良清酒酵母では,PH05とその下

流に存在す るPHO朗ミ融合遺伝子を形成 している (PHO5･3と称す る)ため22),

構成APを持たない23).本章ではPHO5,PHO5･3,PHOll,PHO12の4つの抑制

PHO遺伝子の うちフィチンの分解に対 して主要な役割 を担 う遺伝子を特定す る.

第2節 フィチン分解に与える酵母酸性ホスファターゼの影響

(方法)

1)培養および酵小仕込み試験

酵母液体培養および酵小仕込みのため,清酒酵母,S.cerev)'sl'ae日本醸造協会

901号 (K901)を使用 した.

Hayashidaらの培地44)において炭素源を10% (W/v)グル コースに置き換え,

イノシ トールおよびKH2P04を省いたものを基本培地 とし,これに低 リン酸およ

び高 リン酸培地 としてEH2P04を,それぞれ21.5ppmおよび1500ppm 添加 した

培地で酵母を静置培養 した.低 リン酸培地,高 リン酸培地のいずれにおいても,

十分量のカ リウム (1,700ppm KCl)を添加 した.

清酒鯵の小仕込みを､難波 らの方法47)により総米50gの3段仕込みで行った.

麹を使用 した通常の仕込み (麹歩合23%)お よび麹の代替 として醸造用酵素剤

を用いた酵素剤仕込みを行った.醸造用酵素剤 として,コクミラーゼ剣 (日本資

糧工業,東京)およびプロテアーゼM (天野エンザイム,名古屋)を総米1kgあ

た り,それぞれ1gおよび 0.27g使用 した.それぞれについて総米1kgあた り

1,350mgのKH2P04を添加 して酵母APを抑制 した醇 とKH2P04を添加 しない鯵

を調製 した.以上4通 りの鯵についてイノシ トール無添加の酵 とともに,総米1

kgあた り125mgのイノシ トールを添加 した醇を調製 した.蒸米および麹 ともに
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精米歩合70%の原料米を使用 した.酵中の酵母生菌数は平板培養法によって測

定 した.

2)麹および酵母酵素の調製

米麹中の酵素を0.5% (W/v)NaClで抽出したものを麹酵素とした.また,酵

母K901株を､イノシ トール として10ppmを含むフィチン添加低 リン酸培地で

15℃,12日間培養 した上清を酵母酵素 とした.麹酵素および酵母酵素 ともに,

PMIO膜 (分画分子量10,000)を使用 して限外滅過 (グレースジャパン,東京)

によって透析および濃縮 した.

3)酵素活性測定

AP活性はTorrianiらの方法60)により,10mM p･nitrophenylphosphateを基

質 として酵素反応によって生成するp･nitrophenolを定量することにより測定 し

た.1時間に1Lum0leのp-nitrophenolを遊離する酵素量を lunitとした,

フィチン分解活性は,酵素反応に伴って生成する無機 リン酸を定量することに

より測定 した.2mM フィチン酸ナ トリウム (Sigma･Aldrich)を基質 として

0.1M 酢酸緩衝液 (pH 4.0)中で酵素溶液を添加することにより,反応を開始

した.35℃,1時間反応 させた後,反応液 と等量の20% (W/v) トリクロロ酢酸

を添加 して反応を停止 し,反応液中の無機 リン酸をAllen法61)により定量 した.

1時間に1pmoleの無機 リン酸を遊離する酵素量を1unitとした.

(結果)

1)液体培養における培地 リン酸濃度のフィチン利用性に与える影響

酵母がフィチンを分解 し,イノシ トール として利用できるかを検討するため,

構成APを持たないK901株23)をイノシ トール,フィチン (いずれもイノシ トー

ルとして10ppm添加)､イノシ トール とフィチンの両方を添加 した計3種の培地

(それぞれイノシ トール として10ppm添加)､および両方を含まない培地につい

て,低 リン酸あるいは高 リン酸培地を用いて15℃で静置培養 し,増殖量を経時

的に測定した.

Fig.2-1に示すように, リン酸濃度がいずれの場合も,イノシ トールおよびフ

ィチン無添加の場合にはほとんど酵母の増殖はみられなかった.低 リン酸培地で

は,フィチンを添加すると酵母はよく増殖 し,さらにイノシ トールを添加 しても

増殖量は変わらなかった.

一方,高リン酸培地においては,イノシ トールを添加することにより良好な増

殖を示 したが,フィチンのみを添力[lL,た場合には,イノシ トール無添加の場合 と

同様にほとんど増殖がみ られなかった.酵母はAP発現条件下である低 リン酸環
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境下でのみフィチンをイノシ トール源 として増殖に利用することがわかった.
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Fig.2-1.Effectofphytateonyeastgrowth.(A)Low phosphateculture(21.5mg/I

KH2PO4Wasadded)(a)highphosphatecu一ture(1,500mg/IKH2PO4Wasadded)･
SymboLs:口,noaddition;▲ ,inositol;●,phytate;I,inositolandphytate.Each
additioncontained10mg/1asinositoL

2)醇における酵母APおよび麹酵素の酵母の増殖に与える影響

清酒鯵におけるイノシ トール生成に麹および酵母APがどの程度寄与するかを

明らかにするため,麹を使用 した通常の醇の仕込みおよび麹を醸造用酵素剤で代

替 した酵素剤仕込みを行った.KH2PO4およびイノシ トールを添加 した醇 と無添

加の醇を調製 した.酵工程6日目の酵母細胞密度および酵母菌体AP活性を測定 し

た結果をFig.2･2に示す.

イノシ トール無添加の場合でも,KH2P04を添加 しない時は麹,酵素剤仕込み

ともに酵母は108/ml以上まで増殖 した.一方,KH2P04を添加 した時は麹,酵素

剤仕込みいずれの場合にも酵母のAPの生合成は抑制され,麹仕込みでは108/ml

以上まで増殖がみ られたのに対 し,酵素剤仕込みでは増殖量は著 しく低下 した.

いずれの形においても,酵母の増殖制限因子であるイノシ トールを添加 した時,

菌数は増加 した.

以上のよ うにKH2P04を添加 して酵母APを抑制 した場合,麹仕込みでは酵母

が十分に増殖 したのに対 して,フィチン分解酵素が生合成 されない酵素剤仕込み

では20)増殖量が低下 した.酵素剤仕込みでもKH2P04を添加 しないで酵母APが

誘導生産 された場合には酵母は増殖を示 した.

24



(TtLtJ80
t
x
)

Lttsu
ap
コ

aU

o
･
ー

加

05

(
t

ItOlq
･Tu
JS

t!un
)

s
tta
D
tS
t!a
h
J

odV

0
十 十 Ino + +

p + + P + +

Fig.212,EffectofphosphateoncelldensityandAPactivityofyeastcellsin
sakemashat6thday.(A)Celldensity.(ち)APactivity.SakemasllWas

preparedwith(+)Orwithout(-)theadditionofinositol(Ino)andKH2PO｡(P)･
Commercialbrewingenzymepreparation(□)orkoji(■)wasusedforthe
dissolutionofrice.

3)酵上清中のフィチン分解活性

麹酵素と酵母酵素のフィチン分解活性を種々のpHで測定 したところ,両酵素

のpHプロフィルは大きく異なり,酵母酵素はpH4.0において,麹酵素はpH6.0

においてそれぞれ最大活性を示 した (Fig.2･3).pH4.0とpH6.0における相対

活性の比 (pH6.0/pH4.0)は酵母酵素で0.03,麹酵素で2.70であった.

したがって,酵母および麹由来の酵素が混在する試料について,pH 4.0と

pH6.0で活性測定を行い,以下の式にもとづいて酵環境であるpH 4.0における

それぞれのフィチン分解活性を算出することができた.

Y- (2.7a-b)/2.67 (1)

K - (-0.03a+b)/2.67 (2)

Y:酵母由来のpH4.0におけるフィチン分解活性 (unit/ml),K:麹由来のpH

4.0におけるフィチン分解活性 (unit/ml),a:pH4.0におけるフィチン分解活性
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測定値,b:pH6.0におけるフィチン分解活性測定値

次に鯵の′｣､仕込みを行い,式(1)および式(2)を用いて鯵上清の酵母および麹由

来のフィチン分解活性を算出 した.Fig.2･4に示すように,麹由来の分解活性は

仕込み3日目に最高値を示 し,その後, 日数の経過 とともに減少 した.これに対

して,酵母由来の分解活性は酵初期には麹由来の活性の約1/3程度であったが,

日数の経過 とともに増大 し,8日目以降は麹由来の活性を上回った.
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Fig.2･3.EffectofpHonphytatehydrolyzlngactivity
ofyeast(+)andkoji(A).Yeast-andkoji-enzymes
werepreparedasdescribedinthemethodsection.
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4.0wereCalculated.

4) 酵母の増殖に与える酵母細胞表層APの影響

KH2P04を添加 して酵母APの発現を抑制 した醸,および リン酸を添加 しない

醇を酵素剤仕込みで調製 し,それぞれについて汲水1mlあた りAPとして0-18

unitsの酵母酵素を添加 した.酵工程6日目に上清AP活性および酵母生菌数を測

定した結果をFig.2-5に示す.

KH2PO4添加および無添加いずれの鯵においても,酵母AP添加量の増大 とと

もに酵母生菌数も増大 したが,APを発現 し酵母細胞表層にAPが存在するリン酸

無添加醇は,上清AP活性に対する生菌数が細胞表層にAPが存在 しない リン酸添

加醇を上回った.このことから鯵において酵母菌体細胞表層に局在するAPも原

料からのイノシ トールの生成に効果があることがわかった.
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第3節 フィチンからのイノシ トールの生成に与える原料米成分の影響

(方法)

1)粉砕蒸米の調製

精米歩合70%の白米を用いて蒸米を調製 した後,95℃で一晩乾燥 した.これ

を高速振動試料粉砕機TI･100(平工製作所,いわき)により粉砕 した.

2)蒸米からのイノシ トール生成試験用酵素

蒸米中のデンプンおよびタンパク質を分解するため,それぞれクライスター

ゼM5(大和化成,滋賀)およびペプシン (和光純薬,大阪)を使用 した.コク

ミラーゼ剣 (日本資糧工業,東京) とプロテアーゼM (天野エンザイム,名古

屋)を等量混合 したものを醸造用酵素剤 として使用 した.米麹酸性プロテアーゼ

はGomiらの方法62)により精製 した.麹および酵母酵素は第2章,第2節 (方法)

2)に示す方法によって調製 した.

3)原料米の分析

フィチン態イノシ トールは以下の方法によって酵素分解 した後,遊離 したイノ

シ トール定量することによって分析 した.すなわち､試料1mlに麹酵素450pg

(APとして8.6unitsを含む)お よびペニシ リン･ス トレプ トマイ シン混液

(CambrexCorp.,EastRutherford,NJ,USA)5plを添加 し,0.2M酢酸緩衝

液 (pH4.0)中で,35℃,3日間反応後,生成するイノシ トールを第1章,第2節

(方法)2)に示す方法によって定量 した.この時,麹酵素を添加せずに同様に

操作して得 られたブランク値を差し引いた.

全糖は2.3% (W/v)塩酸で100℃,2.5時間加水分解後,生成するグルコース

を食品醗酵用分析装置AS･200(ェイアン ドティー,横浜)によって定量 し,デ

ンプン価に換算 して表示 した.全窒素量はケルダール法によって定量 した.

(結果)

フィチンが酵中で液相中に遊離 して存在するかどうかを調べるため,粉砕処

理 した蒸米をpH 4.0の酢酸緩衝液中に55℃で一晩放置 し,上清に可溶化 された

フィチンを定量 した.Table2･1に示すように,緩衝液中に蒸米を放置 しただけ

では上清中にフィチンは溶出せず,蒸米中のフィチンは不溶性の状態で存在する

ことがわかった.

また,蒸米中のデンプンやタンパク質の分解がフィチンの液相-の溶出に与え

る影響について検討するため,蒸米にクライスターゼまたはペプシンをpH 4.0

で一晩作用させた後,上清のフィチンを定量 した (Table2･1).本試験で使用 し
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た蒸米乾物 1gあた りのデンプンおよび全窒素含量はそれぞれ890mgおよび

9.46mgであり,クライスターゼおよびペプシンを一晩作用させることによって,

蒸米中のデンプンおよびタンパク質のそれぞれ88%および89%が分解 された.

デンプンが分解 されてもフィチンの溶解はみられなかったが,タンパク質が分解

された時,蒸米1gあたり約10トIgのフィチンが液相中に可溶化された.米麹か

ら精製 した酸性プロテアーゼを作用させた場合にもフィチンの溶出がみられた.

以上の結果から,蒸米中のタンパク質の分解によって,フィチンは液相中に可溶

化されることがわかった.

蒸米を Table2-1に示す方法によってクライスターゼで処理 した残液を基質と

して麹酵素または酵母酵素をペプシンあるいは醸造用酵素剤 とともに作用させ,

35℃,20時間反応 させた後,上清に遊離するイノシ トールを定量 した.麹酵素

および酵母酵素を添加せずにペプシンあるいは醸造用酵素剤のみを作用させた時

の値をブランクとして差 し引いた結果をTable2･2に示す.酵母酵素単独では麹

酵素を単独で作用させた場合に比べてイノシ トールの生成量は低いが,これにペ

プシンを共存させると,イノシ トール生成量は飛躍的に増大 した.また酵母酵素

に醸造用酵素剤をあわせて添加 した場合も,イノシ トール生成量は増大 した.プ

ロテアーゼ活性が存在する麹酵素の場合には,酵母酵素の場合に比べてペプシン

や醸造用酵素剤添加の影響は小さかった.

以上のことから,酵母APによって蒸米から効率よくイノシ トールが生成する

ためには,蒸米中のタンパク質が分解されることによってフィチンが液相中に可

溶化 されることが必要であることがわかった.
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Table211.Effectofthedegradationofstarchandproteinonthe

solubilizationorphytateinsteamedrice

Degraded Degraded Solubilized

Enzyme Starch protein phytate
(mg/grice) (Nmg/grice) (pg/grice)

Noaddition

Kleistase

Pepsln

Kleistase+Pepsln

Kleistase
+Kqji-protease

123 1.47

783 0.53

118 8.42 10.1

814 8.35

-a 7,91

Milledsteamedrice(5%(W/V))wasincubatedwith0.5%(W/V)Kleistase,

0.25%(W/V)pepsinand/orkoji-proteasein0.lMacetatebuffer(pH4.0)at55℃

overnight.Koji-proteaseextractedandpurifiedfromricekojiwasaddedatthe

concentrationof5×102units/ml･Allvalueswereindicatedastheamountper

gramordrysteamedrice.

aUndetemined.

Table212.Synergeticeffectsofcommercialenzymeswiththe

enzymesfromyeastandkojioninositolliberation

Added Liberatedinositol(LLg/gsteamedrice)

Enzyme
(mg/gsteamedrice) Enzymes:fromyeast Koji-enzyme

None 3.4 9.8

Pepsln 19 10.0 13.0

SakebrewlngenZyme 1 7.3 9.6

ARersteamedricewastreatedwithKleistasetoremovestarchasdescribed

inTable2-1,pepsinorsakebrewingenzyme(anequalmixtureinweightor

kokum ilase-tsurugiandproteaseM)wasaddedwithyeast10rkoji-enzyme

(7units/mlasAP)andincubatedf♭r20hat35℃ andpH4.0.Theamountor

liberatedinositolwasthenassayed.
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第4節 フィチン分解に関与する主要酵母酸性ホスファターゼの同定

(方法)

1)使用菌株および培養

清酒 酵 母 と してS.cez･evl'sl'ae日本醸造協会901号 (K901)お よび701号

(K701)由来のUT･1株 (tz･pl/tz･pl,uz･E3/uz･a3)62)を,実験室株 としてⅩ2180･

1A (YeastGeneticStockCenter:MATTa,SUC2,malO,ga12,CUPl)を使

用 した.UT･1株は東京大学大学院北本勝ひこ博士より分与された.

フィチン添加あるいは無添加の高 リン酸および低 リン酸培地は本章,第2節

(方法)1)に示す方法に従って調製 した.

2)麹および酵母酵素の調製

酵母をイノシ トール として10ppmを含むフィチンを添加 した低 リン酸あるい

は高 リン酸培地で15℃,12日間培養 した.麹酵素および酵母酵素は本章,第2節

(方法)2)に示す方法により調製 した.

3)酵素活性測定

フィチンからのイノシ トール生成活性は,酵素反応に伴って生成するイノシ ト

ールを定量することによって測定 した.50トLM フィチン酸ナ トリウム (P3168,

Sigma-Aldrich)を基質 として,0.1M酢酸緩衝液 (pH 4.0)中でAP活性 として

1.5units/mlの酵母酵素を添加することにより反応を開始 した.15℃,1および3

時間反応 させた後,loo℃,10分間加熱 して反応を停止 し,反応液中のイノシ ト

ールを第1章,第2節 (方法)2)に示す方法によって定量 した.

フィチン分解活性およびAP活性は第2章,第2節 (方法)3)に示す方法によ

って測定 した.

4)イノシ トール リン酸の調製

inositolbisphosphate,inositoltrisphosphate,inositoltetrakisphosphate,

inositolpentakisphosphateは,inositolhexakisphosphate(フィチン)の酵素

部分分解物より以下の方法によって調製 した64).

塩酸でpH 5.0に調整 した1% (W/v) フィチン酸ナ トリウム (P3168,Signa一

Aldrich)溶液11にフィチン分解活性 として5,600unitsの麹酵素をを添加 し,

35℃,8時間反応 させた後,100mlの2.4% (W/v)塩酸を添加 して反応を停止さ

せた.反応液をDOWEX l･Ⅹ8 (200-400mesh,Cl型 ;ムロマチテクノス,東

京)イオン交換カラム (1.6×63cm)に130ml/hで送液 し,溶離液の塩酸濃度

を48時間後に1.2Nまで直線的に高めることによってイノシ トール リン酸を溶出
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した.溶離液を25mlずつ分取 し,6N塩酸で120℃,30時間分解 した後,遊離す

る無機 リン酸を本章,第2節 (方法)3)で述べた方法に従って定量することに

より,イノシ トール リン酸の溶出をモニター した.得られた各画分について同様

に塩酸で分解を行い,遊離 したイノシ トールとリン酸のモル比よりイノシ トール

リン酸の分子種 を決定 した.本法 によ り,inositoltrisphosphate,inositol

tetrakisphosphate,inositolpentakisphosphateを得た.また,フィチン分解活

性12,700unitsの麹酵素を添加 し17時間反応 させた後,上記 と同様に分画 し,

inositolbis･phosphateを得た.なおinositoltetrakisphosphateおよびinositol

pentakisphosphateはイオン交換クロマ トグラフィーにおいてそれぞれ溶出時間

の異なる2つの異性体が得られたので,これ らを基質として使用 した.

inositolmonophosphateはSigma･Aldrich製 (Ⅰ5250)を使用 した.

5)酵母AP遺伝子のクローニングと構成発現株の構築

DNA操作はEschez･1'chL'acolL'HBIOlを宿主として用い,Hanahanの方法65)に

より形質転換 した.酵母はエ レク トロポレーション法66)によって形質転換 した.

PCRにはKODDNApolymerase(東洋紡,大阪) を,制限酵素BamHIはタカ

ラバイオ製をそれぞれ使用 した.DNAシークエンシング用の試料はAutoReadTM

SeaquencingKit(PharmaciaBiotech,Piscataway,NJ,USA)を用いて調

製 した.シークエンシングはALFredDNAsequencer (AmershamPharmacia

Biotech)を用いて行った.

酵 母 抑 制 性 AP遺 伝 子PHO5お よびPHOllを, 各 Open readingframe

(ORF)にBamHIサイ トを付加 したプライマーを設計 し,PCRによって増幅

した.PH05はⅩ2180llA株の染色体DNAを,PHOllおよびPHO12はK901株

の染色体DNAをそれぞれ鋳型 としてPCRで増幅 した.なお融合遺伝子,PHO5-3

はK901株染色体DNAを鋳型 としてPH05の5'側プライマー とPH03の3'側 プラ

イマーを用いてPCRを行った.使用 したプライマーを以下に示す.

PHO55':5'-CCCggatccAATGTTTAAATCTGTTGT

PHO53':5'一ccCggatccTATTGTCTCAATAGACTGG

PHO5135':5'･CCCggatccAATGTTTAAATCTGTTGT

PHO5-33':5'一ccCggatccTTATTGTTTTAATAGGGTAT

PH0115':5'･CCCggatccAATGTTGAAGTCAGCCGT

PHOl13':5'･CCggatccTATTTACTGTTTTAAm AAGTG

PHOllの塩基配列はPHO12と3塩基を除いて同一であるため,クローニング

徳,シークエンスを行ってPHOllとPHO12を同定 した. しか し得 られた5クロ

ーンすべてPHOllであったので,PHO12のORF (1-1,404bp)の外側でPHOll

と配列の異なる部分 (･694-1,742bp)について以下のプライマーを設計 した.
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PHO125':5'-AAGCGTAATTAAGGTGAGAAA

PHO123':5'-ATTCTTTCACATCATAACCCA

これ らのプライマーでK901株染色体DNAを鋳型にPCRを行ったが,増幅産物

は得 られなかった.そこで,Ⅹ2180･lA株の染色体DNAを鋳型 としてPCRを行い,

得 られたPCR産物を鋳型 とし,さらにPHOllの増幅に使用 したBamHIサイ ト

を付加 したプライマーを用いてPCRを行った.得 られたクローンについてシー

ケシングを行い,PHO12遺伝子であることを確認 した.

PCRで増幅 したPHO5,PHO5-3,PHOllおよびPHO12遺伝子を BamHI消

化後,構成発現ベクターpG･167)に導入 した.それぞれを用いてUT･1株を形質転

換 し,P5,P5･3,Pll,P12株を得た.対照 としてpG-1ベクターをUT･1株に導

入 し,Gl株を得た.

(結果)

1)各PHO遺伝子発現株のフィチン利用性

PHO5,PHO5-3,PHOllおよびPHO12を構成発現 させた株 (それぞれP5-3,

P5-5,PllおよびP12)をGl株 (対照)とともにフィチン添加および無添加の低

リン酸または高 リン酸培地で静置培養 した.増殖量およびAP活性をFig.2･6に

示す.Gl株はFig.2･1に示 したK901株の場合 と同様,低 リン酸培地ではAPを誘

導 しフィチンを増殖に利用できたが,高 リン酸培地ではフィチンを利用できなか

った.酵母の主要AP遺伝子であるPHO559)およびPHO5-3を発現 させたP5およ

びP5-3株は,高 リン酸培地において最もAP比活性が高かったが,フィチン添加

と無添加の間にほとんど増殖量の差がみられなかった.これに対 してPllおよび

P12株はAP比活性は低いが,フィチンの添加によって増殖量が顕著に増大 し,

Gl株をフィチン添加低 リン酸培地で培養 した場合を上回った.以上の結果から,

PHOllおよびPHO12はAP遺伝子 としては低 レベルの発現 しか示さなかったが,

フィチン存在下での増殖に最も寄与することがわかった.

また,Gl株を低 リン酸培地で,P5,P5･3,Pll,P12株を高 リン酸培地でそ

れぞれ培養 した上清から粗酵素を調製 し,APとしてそれぞれ1.5units/mlをフィ

チンに作用 させた時のイノシ トール生成活性を測定 したところ,Fig.2-7に示す

ように,イノシ トール生成活性はP5およびP5･3株由来APが最 も低 く,Pllと

P12株由来APが高い値を示 した.これらの結果は,Fig.2･6に示す増殖-の効果

と一致 した.

さらに,Fig.2･7において使用 した各酵母酵素のうちGl,P5,P5･3,Pll由来

酵素について,APとしてそれぞれ0.5units/mlを各種イノシ トール リン酸に作用

させた. リン酸の生成を指標に分解活性を測定し,AP測定に使用 した基質であ

るp･nitrophenylphosphateの分解活性に対する相対活性を求めた結果をTable
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2-3に示す.いずれのイノシ トール リン酸に対 してもPll由来酵素は最 も活性が

高く,Fig.2-7に示すように本酵素がフィチンからのイノシ トール生成活性が高

いのは,フィチンの部分分解産物全てに対 しての分解活性が高いことによること

がわかった.
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Fig.2･6.EffectoftheexpressionofZWOgeneonthegrowth inthe
culturesupplementedwithorwithoutphytate.(A):APspecificactivity.
(B):growth(ODat660nm).StrainsP5,P513,Pll,andP12which
expressedPHO5,PHO5-3,jWOll,andPHO12genes constitutively,
respectively,wereculturedinhigh(H)phosphatemedium.G･1in
whichpG･1vectorwasintroduced,wasculturedascontrolinbothlow
(L)andhigh(H)phosphatemedia.Eachstrainwasculturedat15℃
for10dwith(I)Orwithout(□)phytate(10mg/mlasinositol).
SpecificactivitywasrepresentedasAP(units/ml)pergrowth(OD660).
Datarepresentedmeanvaluesofthreeindependentexperimentsand
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Table2-3.Inositolphosphates-hydrolyzlngactivityofPHOgeneproducts

Re)ativeactivityforinositolphosphates

Inositolphosphate:Ⅰ-1-P I-2-P ト3-P ト4-Pl ト4P2 ト5PlI-5P2 I-6-P

G-I

P5

P5-3

Pll

0.41 0.94 0.84 0.71 0.53 0.59 0.44 0.36

0.28 0.54 0.60 0.49 0.27 0.39 0.27 0.30

0.25 0.53 0.55 0.48 0.27 0.35 0.21 0.23

0.67 1.64 1.21 0.84 1.03 0.87 0.69 0.47

CrudeAPpreparedfromthehighphosphatecultureofP5,P5-3,andPl1andthatfrom
thelowphosphatecultureorG-1wereaddedto2mMeachorinositolphosphateatthe
concentrationofO.5units/ml.Reactionwasdonein0.1Macetatebuffer(pH4.0)at35℃
for1h,andliberatedphosphatewasmeasured.Whenp-nitrophenylphosphatewasusedas
asubstrate,theactivitywasexpressedas1.Abbreviationsused:トトP,inositol

monophosphate;ト2-P,inositolbisphosphate;ト3-P,inositoltrisphosphate;ト4-Pl,inositol
tetra-phosphate(isomer-1);II4-P2,inositoltetra-phosphate(isomer-2);I151Pl,inositol
pentakisphosphate(isomer-1);Ⅰ-5-P2,inositolpentakisphosphate(isomer-2);ト6-P,inositol
hexakisphosphate.
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第5節 要約 と考察

(要約)

フィチンを添加 した合成培地,または清酒醇において,酵母は低 リン酸環境下

で生合成 されるAPによってフィチンを分解 し,生成 したイノシ トールを利用 し

て増殖することができた.酵母APによって蒸米中のフィチンが分解を受けるた

めには,蒸米中のタンパク質がプロテアーゼによって分解されることによって,

フィチンが液相中に可溶化 されることが必要であった.酵母の抑制性APの うち,

PHOllまたはPHO12のコー ドするAPがフィチンの分解のために最も効果的に機

能することがわかった.

(考察)

清酒鯵における酵母-のイノシ トール供給 とい う観点か らフィチン分解酵素

について主に酵母APの影響について検討 した結果,代表的な協会酵母の1つであ

り,構成的APをもたないK901株23)は,低 リン酸培地で培養 し,APを誘導 した

時はフィチンをイノシ トール源 として利用できたことから,酵母APによってフ

ィチンが分解 されイノシ トールが生成 されると考える.

つぎに,清酒鯵における蒸米からのイノシ トール生成におよぼす酵母APの影

響について明らかにするため,構成的APをもたないK901株を用いた仕込みをお

こなった.麹の代替 としてフィチン分解活性をもたない醸造用酵素剤20)を用い

た酵素剤仕込みでは, リン酸を添加 して酵母APを抑制 した場合には,酵母の増

殖は著 しく悪かったが, リン酸を添加 しないで酵母のAPを誘導 した場合には,

酵母は麹を使用 した鯵と同程度にまで増殖 した.増殖の著 しく悪い リン酸添加酵

素剤仕込みでも,イノシ トールを添加すれば増殖は充分に回復 したことから,醍

においても低 リン酸下で誘導される酵母APがイノシ トールの供給を通 して酵母

の増殖に寄与すると結論 した.

しか し酵母APによって蒸米中のフィチンからイノシ トールが生成するには,

フィチンがタンパク質の分解を通 じて可溶化されることが必要であった.このこ

とはフィチンの存在部位であるアリュ-ロン頼粒がタンパク質で構成 されている

ことと一致する6).通常,清酒醸造において原料米は70%程度にまで揖精 される

が,玄米外層に分布するアリュ-ロン頼粒の一部は白米に残存 し,頼粒中に集積

するフィチンは仕込水に溶けにくく,極めて酵素作用を受けにくい状態で存在す

ると考える.

鯵において酵母の増殖のためには,特に初期のイノシ トール生成量が重要で

ある.酵工程初期には上清の酵母由来のフィチン分解活性は,麹由来の活性に比

べると低活性であったが (Fig.2-4),酵母細胞表層には細胞外を上回るAPが局
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在 し68),これがフィチンの分解に寄与することがわかった (Fig.2･5).その結

果,酵素剤仕込みのようにフィチンの分解を酵母APのみに依存する場合におい

ても,酵母は麹を使用 した醇に遜色なく108/ml以上にまで増殖できると考察 し

た (Fig.2･2).

低 リン酸下で発現する酵母の4種の抑制性APの うち,どのAPがフィチンから

のイノシ トールの生成に寄与するかを明らかにするため,酵母APをコー ドする

PHO遺伝子をそれぞれ単独で発現させてフィチン分解性を検討 した.X218011

A株 ゲ ノムよ りPHO5お よびPHO12を,清酒酵母K901株 ゲ ノムよ りPHO5-

PHO3腐倉遺伝子 (PHO5-3)およびPHOllをPCRクローニングした.K901株

からはPHO12のORFの外側のプライマーを用いた時,増幅産物が得 られなかっ

たことやORFそのものを増幅する条件下で得 られたすべてのクローンがPHOll

のみであったことか ら,K901株には構成的APであるPH03と同様に,PHO12

も存在 しないか,あるいは存在するとしても組換えなどによって実験室株 とは異

なる状態で存在すると考えられる.

これ らの4つのPHO遺伝子を構成的APをもたないUT･1株を宿主として高リン

酸培地で構成発現 させたところ,予想に反 して主要PHO遺伝子であるPHO559)

お よびPHO513はフィチ ン分解-の寄与は低 く,APとしては低活性である

PHOllおよびPHO12の方がフィチンやその部分分解物であるイノシ トール リン

酸に対 して基質特異性が高 く,フィチン分解に寄与することがわかった.酵母

APのフィチン分解性に関して,PHO5およびPHOllのAspez･gl'IJusoz･yzae-の導

入によってフイタ-ゼ活性の増大がみられたとする報告がみ られるが69),酵母

の主要APでないPHOllおよびPHO12に特異的な機能はこれまで見出されていな

かった.本研究においてPHOllおよびPHO12のフィチン分解に関する機能が明

らかになったことは､これ らの遺伝子の酵母における存在意義を考える上で興味

深い.

以上のことか らフィチンからのイノシ トールの生成に対 して,PHOllあるい

はPHO12遺伝子が主要な役割を果たすAP遺伝子であると結論 した.
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第3章 酵母のカプロン酸エチル生産に与えるイノシ トールの影響70)

第1節 序

本章では原料米を損精 し,鯵における酵母-のイノシ トールの供給量を制限す

ることが,製成酒のカプロン酸エチル含量にどのような影響を与えるかを明 らか

にすることを目的 とする.

カプ ロン酸エチル は,炭素数6の直鎖 中鎖脂肪酸であるカプ ロン酸 または

Caproyl･CoAとエタノールを基質 として酵母によって生合成 され る. したがって

酵母のカプロン酸エチル生成に関与するする要因 としては,基質の量およびカプ

ロン酸エチルの生成 ･分解を触媒す る酵素活性の2つが考えられ る.本章では,

イノシ トールの供給量 と酵母によるカプロン酸エチル生成 との関係 を,カプロン

酸エチル生成に関与す る酵母遺伝子の発現 レベルか ら解明する.

第2節 イノシ トール供給量の製成酒カプロン酸エチル含量に与える影響

(方法)

1)菌株および酵小仕込み試験

清酒酵母S.cez･evl'sl'aeATCC32694株, 日本醸造協会701号 (K701),901号

(K901),8号 (K8),C38株を使用 した,C38株はセル レニン耐性 を指標 として

K901株 より得 られたカプロン酸エチル高生産変異株である71).棺はイノシ トー

ルを0-125mg添加 した総米200gの3段仕込みを行った47).麹は精米歩合70%の

白米から調製 し,掛米は精米歩合70,80,90,98%の白米を使用 した.

酵中の酵母細胞密度は,-マ トメーターを用いて計測 した.

2)カプロン酸エチルの定量

製成酒のカプロン酸エチルはガスクロマ トグラフを用いて- ツ ドスペース法に

より定量 した72).

(結果)

1)精米歩合の製成酒カプロン酸エチル含量に与える影響

精米歩合70,80,90,98%の白米を掛米 として,K901株 を使用 してイノシ トー

ル無添加あるいは125mg添加 した総米200gの醇を調製 し,上槽時の醇の酵母細

胞密度および製成酒のカプロン酸エチル含量を測定 した.

Fig.3-1に示す ように,イノシ トールを添加 しない通常の鯵では,酵母細胞密

度は精米歩合70%の白米を使用 した場合に最 も低かった. しか し,イノシ トール

を添加すると,精米歩合70%の白米を使用 した醇においても他の形 との間に差が
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み られなくなった.一方,精米歩合90%以上の場合にはイノシ トール添加 と無添

加鯵の間に細胞密度の相違は見 られなかった.

イ ノシ トール無添加 の鯵では,製成酒 のカプ ロン酸エチル含量は精米歩合

70%の場合 に最 も高 くな り,イ ノシ トールを添加す るとその含量はイノシ トー

ル無添加醇の1/2に減少 した. しか し精米歩合90%以上の場合には,細胞密度の

場合 と同様にイノシ トールの添加 と無添加の間にカプロン酸エチル含量の相違は

見られなかった.

2) 醍-のイ ノシ トール添加量 と製成酒のカプロン酸エチル含量 との関係

K901株 を使用 して0-125mgのイノシ トールを添加 した醇を調製 し (精米歩合

70%),酵母細胞密度および製成酒のカプロン酸エチル含量を測定 した.Fig.3･2

に示す よ うに,イ ノシ トール添加量が総米200gあた り10mgまでは添加量の増

大 とともに細胞密度は増大 し,カプロン酸エチル含量は減少 したが,それ以上添

加 しても両者 ともほとん ど変化が見 られなかった.以降の実験においては精米歩

合70%の白米を用いて総米200gあた り125mgのイノシ トールを添加 した醇を調

製 し,イノシ トールを添加 しない通常の醇 と比較 した.

次に,5株 の清酒酵母 を用いてイ ノシ トール添加お よび無添加の鯵 を調製 し

(精米歩合70%),製成酒のカプロン酸エチル含量を測定 した.Table3-1に示す

よ うに,カプロン酸エチル高生産棟 C38を使用 した場合最 もイノシ トール添加

の影響は少なかったが,いずれの菌株 を使用 した場合においても,醍-イノシ ト

ールを添加す ると製成酒中のカプロン酸エチル含量はイノシ トール無添加醇の約

1/2またはそれ以下にまで減少 した.

これ らのイ ノシ トール添加お よび無添加醇か ら得 られた製成酒の香 りを14名

のパネ リス トによって官能検査によって比較 した.Table3･2に示す よ うに,い

ずれの菌株を使用 して調製 した製成酒においても,イノシ トール無添加の場合の

方が,香 りが高い と判定 され,全体では危険率0.1%で有意な差 として判定 され

た.

以上のよ うに精米歩合70%の白米 を使用す るとイ ノシ トールの酵-の供給が

制限され,その結果,カプロン酸含量の高い製成酒が得 られることがわかった.
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Table3-I.Effectofinositolontheproductionofethylcaproateinsake
mashprocess

Ethylcaproateproduced(ppm)
Inositol

Strain: K701K901 K8 ATCC32694 C38

1.08 0.99 1.16 0.54 14.76

+ 0.38 0.44 0.16 0.15 8.28

Ratio 0.35 0,44 0.14 0.28 0.56

Sakemashwaspreparedwithseveraltypesofsakeyeastsuslng

200gorpolishedricewith(+)Orwithout(-)theadditionof

inositol.Theethylcaproateconcentration(ppm)orthesupematant

(freshsake)wasmeasuredbyheadspacegaschromatography.

Table3-2.Effectofinositolonthequalityofsakeevaluatedbysensorytest

Thenumberjudgedtobebetterby14panelists
Inositol

Strain:K701 K901 K8 ATCC32694 C38

Total

10 12☆ 12☆ 12★ 9 57**

4 2 2 2 5 15

SakemashwaspreparedasshowninTable.3-1.Theodorofsakewithor

withouttheadditionofinositolwasevaluatedby14panelists.Thevalues

representthenumberofpanelistswhichjudgedtobebetterf♭reachsake.

*5%significant,**0.1%significant

43



第3節 酵中の酵母のカプロン酸エチル生成活性およびカプロン酸生成量に与え

るイノシ トールの影響

(方法)

1)酵小仕込み試験および酵母の培養

本章,第2節 (方法)1)に準 じて,Ⅹ901およびC38株を使用 し,イノシ トー

ルを無添加 または 125mg添加 した総米200gの醇の3段仕込みを行った.

SH615株 ()'DOl,gcD2,gcn3,hl'sl)を0-200ppmイノシ トールおよび35

ppmヒスチジンを補填 したHayashidaらの培地44)を用いて15℃,5日間静置培養

した .

2)酵素活性の測定

酵中の酵母は遠心､分離法によって分画 した51).約2×109の酵母細胞を1mM

ジチオスレイ トール溶液1mlに懸濁 し,第1章,第4節 (方法)2)に示す方法に

よって細胞を破砕 し,無細胞抽出液を得た.

無細胞抽出液中のalcoholacyltransferase,カプロン酸エチル合成,カプロン

酸エチル分解エステラーゼ活性 を栗 山らの方法73)によ り測定 した.ただ し,

alcoholacyltransferaseおよびカプロン酸エチル合成エステラーゼ活性の測定に

おいて,カプロン酸エチル定量の際に,カプロン酸メチルを内部標準として用い

た.またカプロン酸エチル分解エステラーゼ活性は,反応によって遊離するカプ

ロン酸を定量することによって測定 した.1時間に1トLmOleのカプロン酸エチル

またはカプロン酸を生成する酵素量を1unitと定義 した.

3)中鎖脂肪酸の定量

カプロン酸,カプ リル酸,カプ リン酸を以下の方法によって定量 した.試料

10mlに対 してlmlの0.72N塩酸および内部標準として20トLgの-ブタン酸を添

加 し,3mlエチルエーテルで3回抽出後,窒素ガスを吹き付けて約100plまで濃

縮 した.濃縮液 中の中鎖脂肪酸 をTable3･3に示す条件下でDB-WAXカラム

(J&W Scientific,Folson,USA)を用いて,ガスクロマ トグラフー質量分析

計 (GC-17A-QP5000,島津製作所,京都)によって定量 した.

4)菌体脂肪酸含量の測定

酵母菌体の脂肪酸は,凍結乾燥菌体から植 田の方法74) に準 じて脂肪酸メチル

エステルを調製 した後,吉沢らの方法75) にしたがってガスクロマ トグラフィー

により分析 した.ラウリン酸,ミリスチン酸,パル ミチン酸,パル ミトオレイン

酸,ステア リン酸,オレイン酸の含量を合計 したものを菌体脂肪酸含量とした.

44



Table3-3.GS-MSconditionsfortheanalysisofmiddlechainfattyacids

Column

Ca汀iergas

Columntemperature

Injectionvolum e

Spritratio

Interface

Ionization

Detection

DB-WAX,0.32mmi.d.×30m,0.5トLmfilmthickness

Helium,2.0ml/min

Initial,120℃;heldf♭r2min,raisedatlO℃/min

Final,200℃;heldf♭r5min

lpl

1:50

250℃

Electronimpactionizationat7.0eV

Selectedionmonitoringatm/Z60

(結果)

1)イノシ トールの酵酵母カプロン酸エチル生成関連酵素活性に与える影響

K901株の無細胞抽出液について,カプロン酸エチル生成に関与する酵素 とし

てalcoholacyltransferase,カプロン酸エチル合成,カプロン酸エチル分解エス

テラーゼを定量した結果をFig.3-3に示す.

これ らの3つの酵素活性はいずれもイノシ トール添加鯵 と無添加醇の間に差が

みられなかった.このことから,過剰のイノシ トールが醇に供給 された時,カプ

ロン酸エチル生成量が低下するのは,カプロン酸エチル生成に関連する酵素活性

の低下によるものではないことがわかった.

2)イノシ トールの製成酒中鎖脂肪酸含量に与える影響

K901株およびC38株を用いてイノシ トール無添加酵および添加鯵を調製 し,

製成酒の中鎖脂肪酸含量を測定 した.Table3･4に示すように,いずれの菌株を

用いた場合も,醇にイノシ トールを添加するとカプロン酸,カプ リル酸およびカ

プリン酸の3つの中鎖脂肪酸含量が低下した.

このことから,過剰のイノシ トールが鯵に供給された時,カプロン酸エチル生

成量が低下するのは,基質であるカプロン酸生成量が低下するためであることが

わかった.
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3)イノシ トールが菌体脂肪酸含量に与える影響

SH615株をイノシ トール濃度の異なる培地で液体培養 した後,菌体脂肪酸含

量を測定 した結果をFig.3･4に示す.イノシ トール濃度が2.5ppmまでは,培地中

の初発イノシ トール濃度の増加 とともに菌体脂肪酸含量は減少 し,それ以上,イ

ノシ トール濃度が増加 しても菌体内イノシ トール含量は変化 しなかった.このこ

とから,イノシ トールが制限された時,菌体脂肪酸含量が増加することがわかっ

た.
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Table3-4.Effectofinositolontheproductionofmiddlechainfattyacidinsake
mashprocess

Middlechain的 acid(ppm)
Strain lnositol

n-Caproicacid n-Caprylicacid n-CaprICacid

4.2 2.7 0.42

+ 1.8 1.3 0.32

Ratioa 0.43 0.48 0.76

28.8 6.5 0.93

C38 + 13･8 3･6 0･63

Ratio 0.48 0.55 0.68

SakemashwaspreparedasdescribedinTable3-1.Middlechainfattyacid
concentration(ppm)ofthesupernatant(freshsake)wasmeasuredbyGC-MS.
aRatiooffa仕yacidwithouttheadditionofinositoltothatwithinositol.

(tt3
3･
B
p

1

0uIユ)
p
!｡d
A
l
t

tZJtt!tO
L

0 2 4 200

Supplementedinositol(pg/ml)

Fig.314.Effectofinositolsupplementationoncellularfatty

acidcontent.StrainSH615wasculturedinHayashida's

syntheticmediumcontainingO･5-200ppminositolat15oCfor

5d.Fattyacidcontentoflyophilizedcellswasdeterminedby

GC-MS.Thesumoflauricacid,myristicacid,palmiticacid,
palmitoleicacid,stearicacid,andoleicacidcontentis

representedastotalfattyacid.
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第4節 イノシ トールの制限による酵母のカプロン酸生成促進機構の解析

(方法)

1)菌株

S.cez･evlsl'aeUT･1株 (trpl/tz･pl,uraa/Ura3)63)お よびⅩ2180･1A (Yeast

GeneticStockCenter:MATα,ade2-1,uzTa3-1,hJ'S3-ll,tz･pll1,1eu2-3,

1eu2･11,caDl1100)を使用 した.

2)培養および酵小仕込み試験

200ppmイノシ トールおよび10% (W/v)グル コースを含むWickerham合成培

地で酵母を15℃,5日間静置培養 した.対照 として,イノシ トール無添加の培地

を用いた.それぞれの菌株の栄養要求性に応 じて,生育に必要な物質 (30ppm

アデニン,25ppmウラシル,35ppmヒスチジン,100ppmトリプ トファン,30

ppmロイシン)を添加 した.

W303･1A株か らop)'1破壊株 を得 るため,AUR･YPD平板培地 として500LLg/1オ

ー レオバシジンA (タカラバイオ),1% (W/v)酵母エキス,2% (W/v)ポ リペ

プ トン (日本製薬,東京),2% (W/v)グルコース,100ppmアデニンおよび2%

(W/v)寒天からなる培地を使用 した.

これ以外の形質転換株 を得 る場合には,2% (W/v)寒天 を含むWickerham合

成平板培地を基本 として,それぞれの菌株の栄養要求性に応 じて,生育に必要な

物質 (30ppmアデニン,25ppmウラシル,35ppmヒスチジン,100ppmトリ

プ トファン,30ppmロイシン)を添加 した培地を使用 した.

鯵は精米歩合70%白米を原料米 として難波 らの方法47)によ り総米200gの3段

仕込みで調製 した.イ ノシ トールを添加 しない通常の酵 とともに,125mgのイ

ノシ トールを添加 した仕込みを併せて行った.すべての鯵に27mgトリプ トファ

ンおよび 68mgウラシルを添加 した.

3)OPIha伝子破壊株の作製

Fig.315に示す手順に従ってW303･lA株のOPZl遺伝子を破壊 した.

2,372-bpのOPZIORFの5-側隣接領域 をK901株ゲノムDNAを鋳型 としてPCR

によって増幅 した.この断片をプラス ミド pAURl12(タカラバイオ)に導入 し,

pAUROPFを得た.2,058-bpの01YIORFの31･側隣接領域 をPCR によって増幅

した.この断片をpAUROPFにクローニングLpAUROPFRを得た.PAUROPFR

は,PCRで増幅 したOPZIORFの5-および3-側の両隣接領域がマーカー遺伝子

AUK-1Cを挟んで同 じ方向になるように作成 した.pAUROPFRをBstXIおよび

AHⅡで切断 し,生 じたOPZl::AURl-Cを含む6.8-kbの断片を用いてW303･lA株
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を形 質 転 換 し,W303･lA株 の OPZl遺 伝 子 をAUR-1C遺 伝 子 で 置 換 した .

aureobasidinA耐性を示す形質転換体からOPZl破壊株を得た.OPIhE伝子が破

壊 されたことをPCR によって確認 した.

次に, Fig.316に示す手順に従ってUT-1株のOPZl遺伝子を破壊 した.

OPJIORFとその5■お よび3-側 隣接領域を含む5.86･kbのDNA断片を,K901株

ゲ ノムDNAを鋳型 と してPCRに よって増幅 した. この断片 を,プ ラス ミ ド

pUC19に導入 し,pUC190Pを得た.TRPl遺伝子 を pGIMを鋳型 としてPCR

によって増幅 した.この断片をSpeIお よびBstPIで切断 し,pUC190PのSpe

IIBstPIサイ トに導入 し,pUC190PTを得た.URA3遺伝子をpAURl12を鋳

型 と してPCRに よって増 幅 した . これ をSpeIお よびBstPIで切 断 し,

pUC190Pにクローニングし,pUCOPUを得た.UTll株の 2つのOPIha伝子の

うちの一方 をTRPJ遺伝子で置換す るため,pUCOPTをBamHIお よびAHⅢで

切断 し,生 じたDNA断片を用いてUT･1株を形質転換 した. トリプ トファンを含

まない平板培地で生育 した形質転換体か ら片方のOPIl遺伝子が破壊 された株,

UT･lTOPを得た.

pUC190PUをBstXIお よびAHⅡで切 断 し,生 じたDNA断片 を用 いてUT1

1TOP株 を形質転換 し,UT-1株の残 りの 1つのOPI1遺伝子をUEA3遺伝子で置

換 した. トリプ トファンおよび ウラシルを含まない最少平板培地で生育 した形質

転換体か ら両方のOPZl遺伝子が破壊 された株,UT･1DOPを得た.OPJna伝子

が破壊 されたことをPCR によって確認 した.

DNA操作および酵母の形質転換は第2章,第4節 (方法)5)に述べた方法によ

って行 った. PCRにはExtaqDNAポ リメラーゼ (タカラバイオ)を使用 した.

制限酵素はタカラバイオ製を使用 した.

4)脂肪酸合成遺伝子構成発現株の作製

マルチコピー型ベ クターpGl1M,pGl1MBおよび pGIMUをFig.3･7に示す手

順 に したがって構築 した.pG･lMは,合成オ リゴペプチ ドをアニー リングさせ

た後,pG-1ベ クター67) に導入 しマルチクローニングサイ トを付加することによ

って構築 した.pG･1MUは,プラス ミ ドpRS42676)を鋳型 として,URA3遺伝子

を含む断片をPCRによって増幅 した後,SphIで切断 し,pGIMに導入すること

によって構築 した.

ACS2,ACCl,FASl,FAS2遺伝子構成発現ベ クターは以下の方法に したが

って構築 した.各遺伝子は,K901株 を鋳型 としてKOD DNAポ リメラーゼ (東

洋紡績,大阪)を用いてPCRによって増幅 した.

ACS2遺伝 子 は5'primer,5'･TCCccgcggATGACAATCAAGGAACATAA-3'お

よび3-primer,5LCCCgagctcCTCATTACGAAATTTTTCTC･3-を用いてPCRによ
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って増幅 した.増幅産物をSBCⅢおよび SacIで切断 した後, pG･1MUベクタ

ーに導入 し,ACS2遺伝子構成発現ベクターpGIMU･ACS2を得た.

FAS2遺伝子は5●primer,5'-TCCccgcggATGAAGCCGGAAGTTGAGCA･3-お

よび3■primer,5'･CCCgagctcCTATTTCTTAGTAGAAACGG･3'を用 いてPCRに

よって増幅 した.増幅産物をSacⅡおよび SacIで切断 した後,pG･1MUベクタ

ーに導入 し,F4S2遺伝子構成発現ベクターpGIMU･FAS2を得た.

ACCl遺伝子は5'primer,5r-TCCccgcggATGAGCGAAGAAAGCTTATT･3-およ

び3'primer, 5'-CCCgaggctcGGTTTATTTCAAAGTCTTCA･3-を用いてPCRによ

って増幅 した.増幅産物をSacⅢおよび SacIで切断 した後,pG-1MBベクター

に導入 し,ACCJ遺伝子構成発現ベクターpGIMU･ACClを得た.

FASJ遺伝子構成発現ベクターはFig.3-8に示す手順に従って構築 した.

FASJ遺伝子ORFの前半部分 (bp1-3543)をPCRによって増幅 した.増幅産物

をSacⅢお よびSacIで切断 した後,pGl1MBベ クターに導入 し, pGIMB-

DFASlを得た.FA朗遺伝子ORFの後半部分 (bp3251･6156)をPCRによって

増幅 した.増幅産物をBamHIおよび SacIで切断 した後,pG･1MBIDFASlベ

クターに導入 し,PGIMB-FASlを得た.

pGIMU-ACS2,PGIMU-ACCl,pGIMB･FASlおよびpGIMUIFAS2をW303-

1A株に導入 した.pG･1MUおよびpG･1MBベクターをW303･lA株に導入 した株

を対照とした.

DNA操作および酵母の形質転換は第2章,第4節 (方法)5)に述べた方法によ

って行った.

5)脂肪酸および脂肪酸エステルの分析

カプロン酸エチルは本章,第2節 (方法)2)に示す方法により,中鎖脂肪酸

は本章,第3節 (方法)3)に示す方法により定量した.
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K901genomicDNA opI1(0-1215bp)

pAURl12

= ⊂=

(-2372P苦TbaI)A (I.?ZLFa2I)

Am pl等 byPCR

H ⊂=
OPIR1 OPIR2

(1216:KpnI)(3273:kpnI)

l
AmplifiedbyPCR

↓
ン粥l州 拍ケ

寸

芝
山

U

t
S
d
V

OPIR AjTE KpnI

Fig.315.StrategyforthedisruptionofOPIlgeneofstrainW303-1A.Primersusedtoamplify
theflankingregionsofOPTIORFwerefollows:

OP7FI,GCtctagaCCCAAACATTTGGTCTrATT;OPIF2,GCtctagaCAATGACTAGTATCTTCGTT

OPIR1,CGGggtaccCCGAGACAGATTGAGGTCTT;OPIR2,CGGggtaccAAATCTTAAGGGTGAAGACA
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K901genomicDNA
-2588 0 +1273 +3273

-ト
opIF3 AmplifledbyPCR+opIR3

KpnIdigest

SpeI(-10)Bs tP I(+ 1831)

=⊃ ⊂=
TRPIF TRPR

AmplifiedbyPCR

pGIM SpeI,BstPIdigest

BamHI Aj7Ⅱ

pUC190PT

SpeIBstPI

⊂=
URAF URAR

AmplifiedbyPCR

pAURl12

β∫JXI 4〝Ⅱ

pUC190PU

Fig.316.StrategyforthedisruptionofOPIlgeneofstrainUT-1.Primersusedtoamplifythe

flankingregionofOPI10RFandTRPlandUR43geneswerefollows:

OIPF3,ccCggtaccAATCTATTCTCTTGGCCATC;OPIR3,CGGggtaccAAATCTTAAGGGTGAAGACA,
TRPF,CCCactagtAATTCGGTCGAAAAAAGAAA;TRPR,CCCggtgaccAGATCTTTTATGCTTGCTTT,
URAF,CCCactagtGTAAGCTTTTCAATTCATCA;URAR,CCCggtgaccCCCGGGTAATAACTGATATA

53



旦!旦p塾 p旦!旦P

AmplifiedbyPCR

CCCgcatgcGCTTTTCAATTCAATTCATC CCCgcatgcCATAGGGTAATAACTGATAT

SphI _暮URAL sphI

pRS426(5.7)

BamHISacⅡKpnINcoIApaIXhoISacINotISalⅠ

Fig.3-7.Constructionormulticopyvectors

54



KpnISacⅡApaIXhoISacINotISalI

SacI

Fig.3-8.ConstructionofthevectorsfortheconstitutiveexpressionofFASlgene.
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(結果)

1)OPI1遺伝子破壊の静置培養および鯵における中鎖脂肪酸生成量に与える影響

W303llA株およびそのOPIh&伝子破壊株,WDOPlを200ppmイノシ トール

を含む培地で培養 し,培養上清の中鎖脂肪酸含量を測定した結果を,イノシ トー

ル無添加培地の場合 と比較 してTable3-5に示す.

W303･lA株をイノシ トールを含まない培地で培養すると,上清の中鎖脂肪酸

含量は増大 した.これに対 して,WDOPl株では十分量のイノシ トールを添加 し

た場合でもイノシ トールを添加 しない場合 との間に,ほとんど差がみ られず,

W303-1A株より著量の中鎖脂肪酸を生成 した.

次に,UT-1株およびOPThE伝子破壊株,UT･DOPを用いてイノシ トール添加

鯵 と無添加鯵を調製 し,製成酒の中鎖脂肪酸およびカプロン酸エチルを定量 した.

Table3-6に示すように,UT-1株ではイノシ トールを添加すると製成酒の全ての

中鎖脂肪酸含量が,イノシ トール無添加棺の1/2またはそれ以下にまで低下し,

同時にカプロン酸エチル含量も低下した.これに対 して,UT-DOP株ではイノシ

トールを添加 しても製成酒の中鎖脂肪酸はほとんど低下せず,イノシ トール添加

と無添加酉参の間にカプロン酸エチル含量の差はみられなかった.

Table3･5およびTable3･6に示す結果から,酵母が十分のイノシ トールを供給

される時,中鎖脂肪酸の生成抑制にはOPIh5伝子が関与 していることがわかっ

た.

2)脂肪酸合成に関与する遺伝子の構成発現の中鎖脂肪酸製成量に与える影響

脂肪酸合成遺伝子の うち,最も中鎖脂肪酸生成量に影響を与える遺伝子を特定

するため,ACS2,ACCl,FASlおよびFAS2遺伝子を構成発現するベクターを

構築 し,W303･lA株に導入 した.200ppmイノシ トールを含む培地で培養 し,

イノシ トール無添加の場合 と比較 して上清の中鎖脂肪酸を定量 した結果をFig.

3-9に示す.

ACS2,ACClおよびEAS2を構成発現させても対照株 との間に中鎖脂肪酸生成

量の差はみられなかった.これに対 して,FASlを構成発現させると中鎖脂肪酸

生成量は有意に増大 した. FASlとFAS2を同時に構成発現 させた場合,中鎖脂

肪酸製成量はさらに増大 し,十分量のイノシ トールを添加 した場合にも無添加の

場合 との間に中鎖脂肪酸含量の差がみられなくなった.

このことから,酵母の脂肪酸合成に関与する遺伝子の うち,中鎖脂肪酸生成量

に影響を与える主要遺伝子は1mSl遺伝子であり,EASlとFAS2遺伝子を同時に

発現させると,さらに中鎖脂肪酸生成量が増大することがわかった.
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TABLE315.MiddlechainfattyacidformationinthecultureoftheOPIldisruptant

Middlechainfattyacid (pmole/g-cells)
Strain lnositol

n-Butanoicacida-Caproicacid n-CapryHcacid n-Capricacid

7.2±0.45 13.8±0.75 25.4±1.78 10.7±1.32

W303-1A + 5.5±0.43 6.9±0.47 12.9±0.34 2.6±0.10

ratioa 0.76 0,50 0.51 0.24

7.4±0.71 20.3±1.27 31.2±1.45 10.6±0.68

wDOPl + 8.1±I.13 21.5±0.09 29.5±1.17 5.3±0.12

ratio 1.09 1.06 0.95 0.50

W303-1A(OPIl)andWDOPl(Aopil::AUR1-C)Wereculturedinthesyntheticmedium

containing0(-)or200ppm(+)inositolfor5dat15cc.Middlechainfattyacidintheculture

supematantwasmeasuredandisrepresentedasamountperonegofdrycells.Eachvaluewas

expressedasthemean±S.D.orthreeindependentexperiments.

aRatiooffattyacidwithouttheadditionofinositoltothatwithinositol.

TABLE3-6.MiddlechainfattyacidandethylcaproateconcentrationsinsakebrewedwiththeOPlJdisruptant

Strain lnositol Middlechainfattyacid(ppm) Ethylcaproate

n-Butanoicacid n-Caproicacid a-Caprylicacid n-Capricacid Total (ppm)

2.32±0.03 4,49±0.08 2.24±0.10 0.13±0.02 9.18±0.02 0.71±0.05

+ 1.18±0.06 1.85±0.08 0.97±0.07 0.07±0.02 4.07±0.I1 0.30±0.01

UT-1DOP
2.32±0,03 5.78±0.11 3.03±0.14 0.18±0.OIll.32±0.23 0.69±0

+ 2.00±0.12 4.97±0.06 3.05±0.03 0.18±0.0110.20±0,010.64±0,02

SakemashwaspreparedwithUT-1(OPIJ/OPII)andUTl1DOP(Aopil::TRPl/AopL']::UA43)

using200gofpolishedricewiththesupplementationof27mgoftryptophanand68mgofuracil
and0or125mgofinositol.Middlechainfattyacidandethylcaproateconcentrations(ppm)insake
weremeasuredandexpressedasthemean±S･D･oftwoindependentexperiments.
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第5節 要約 と考察

(要約)

精米歩合70%の白米を醇の仕込みに使用すると,80%以上の白米を使用 した場

合に比べて製成酒のカプロン酸エチル含量は高くなった.醇にイノシ トールを添

加 しない場合,精米歩合70%ではカプロン酸エチル含量はイノシ トールを添加

した場合の1/2に低下 し,精米歩合70-98%の間に,含量の差はみ られなかった.

イノシ トールは酵母のカプロン酸エチル生成に関与する酵素活性に影響を与え

なかった.イノシ トールによるカプロン酸エチル生成抑制は中鎖脂肪酸生成の抑

制によるものであった.イノシ トールによる負の発現調節遺伝子であるOPTlを

破壊することにより,イノシ トールによる中鎖脂肪酸生成抑制は解除された.脂

肪酸合成遺伝子の うち,月4Slを構成発現させた場合のみ,中鎖脂肪酸合成量が

増大した.

(考察)

精米歩合70%の白米を使用 した形では,精米歩合80%以上の白米を使用 した

鯵よりもイノシ トールの供給が制限されるため,酵母細胞密度が低いが,製成酒

のカプロン酸エチル含量はもっとも高くなった.しかし,イノシ トールを添加す

ると含量は無添加の場合の1/2に低下 した.精米歩合70%の場合に製成酒のカプ

ロン酸エチル含量は最大となるのはイノシ トール供給が制限されるためであると

ことがわかった.

イノシ トールが制限されることによってカプロン酸エチル含量が増大する原因

を明らかにするため,イノシ トール無添加醇 と添加醇を調製 した.イノシ トール

を添加 しても,暗中の酵母のカプロン酸エチル生成に関連する酵素活性は変わら

なかった (Fig.3-3). しか し,イノシ トールを添加すると酵上清のカプロン酸

等の中鎖脂肪酸含量が減少 した (Fig.3･4).このことから,イノシ トールが制

限されることによって製成酒のカプロン酸エチル含量が増大するのは,その基質

であるカプロン酸の生成量が増大するためであると考察 した.

イノシ トールが制限されることによって中鎖脂肪酸生成量が増大する原因とし

ては次の二つが考えられる.ひとつは嫌気培養において中鎖脂肪酸生成量が増大

する原因として報告 されているように77･79),脂肪酸の鎖長延長が制限されるこ

とによって中鎖fattyacyl･CoAの放出が促進 されることによるものである.もう

ひとつは,脂肪酸合成量が増大することによるものである.そこで,酵母の合成

脂肪酸量を知るため,イノシ トールを制限した培地と十分量のイノシ トールを添

加 した培地でイノシ トール要求株を培養 し,酵母菌体脂肪酸含量を測定 した.イ

ノシ トールを制限すると菌体脂肪酸含量が増大 した (Fig.3-4)ことから,イノ
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シ トールが制限されることによって中鎖脂肪酸生成量が増大するのは酵母の脂肪

酸合成量が増大するためであると思われる.

Saccharomycescaz･1sbez･gensl'Sはイノシ トールが欠乏 した時,細胞内fructosel

1,6-P2レベルが増大 し,その結果,acetyl･CoAcarboxylaseがアロステ リックに

活性化 され,菌体に中性脂質を蓄積することが報告 されている80). したがって,

S.cez･evl'sl'aeにおいても,イノシ トールが制限 されることによってacetyl･CoA

carboxylaseがアロステ リックに活性化 されることが,脂肪酸合成が促進 される

原因の1つとして考えられる.一方,ACS2 (acetyl-CoAsynthetase遺伝子),

ACCl(acety1-CoA carboxylase遺伝子),EASl(fattyacidsynthetase遺伝

子 β-subunit)およびFAS2(fattyacidsynthetase遺伝子 α･subunit)の一連

の脂肪酸合成遺伝子はプロモーター領域にinositol/cholineresponsiveelement

とい う配列を持つ81･84).従って,イノシ トールが制限されると脂肪酸合成が促

進 されるもう1つの原因として,一連の脂肪酸合成遺伝子の発現が転写 レベルで

増大することが考えられる.しかしこれ らの脂肪酸合成遺伝子の発現量の制御 レ

ベルはINOl,CHOlおよびOPTSなどのリン脂質合成に関与する遺伝子ほど顕普

ではない85) ため,Northern解析で抑制の有無を検討することは困難である.

そこでイノシ トールによる脂肪酸合成の促進が脂肪酸合成遺伝子の転写レベル

の増大によるものかを知るため,イノシ トール とコリンによる負の転写調節遺伝

子であるOPJl破壊株 (L4op111)を作製 した.液体培養および鯵上清において

OPZl破壊株は対照株 (OPZl)より著量の中鎖脂肪酸を生成 し,イノシ トール

を十分量添加 した場合 と制限 した場合 との間に中鎖脂肪酸含量の差はほとんどみ

られなかった (Table3･5,Table3-6).したがってイノシ トールよって中鎖脂

肪酸生成が抑制 されるのはacety1-CoAcarboxylaseのアロステ リックな活性化に

よるのではなく,OPI1を介 した脂肪酸合成遺伝子の転写抑制によると考えられ

る.

脂肪酸合成遺伝子ACS2,ACCl,F4SlおよびFAS2を構成発現する株を作製

し,液体培養 した.acetyl･CoA synthetaseは脂肪酸合成の律速酵素であり,in

vitroにおいて脂肪酸鎖長の温度依存性の制御に関与することが報告 されている

86). しか し,ACClを構成発現させても培養上清の中鎖脂肪酸含量に変化はみら

れなかった (Fig.3･9).同様に,ACS2およびFAS2を構成発現させても中鎖脂

肪酸生成は促進 されなかった.一方,FASlを構成発現させると培養上清の中鎖

脂肪酸含量は増大した.FASlとFAS2を同時に構成発現させると,含量はさらに

増大 し,イノシ トールを十分に添加 した場合 と無添加の場合 との間に中鎖脂肪酸

含量の差はみ られなくなった.これはfattyacidsynthetaseのα,β,個々のサ

ブユニットは単独で存在する時はタンパク分解酵素の作用によって分解されやす

いので87),両者を同時に構成発現 させた時,両サブユニ ットがComplexを形成
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することによって,安定性が増大 したためであると考えられる.

以上のことから,イノシ トールの供給が制限された時,カプロン酸エチル生成

量が増大するのは,OPZl遺伝子を介するFASlの転写抑制が解除され,中鎖脂

肪酸の生成が促進されるためであると結論 した.清酒醸造において使用する原料

米を高度に鴇精することはイノシ トールの供給を制限し,カプロン酸エチル含量

の高い,香 り豊かな清酒の醸造を可能にすると考える.

61



第4章 酵母の酢酸イ ソア ミル生産に与えるイ ノシ トールの影響88)

第1節 序

本章では,鴇精 した原料米を使用 し,鯵における酵母-のイノシ トールの供給

量 を制 限す るこ とが,製成酒 の酢酸 イ ソア ミル含 量 とそ の生成 酵 素 で ある

AATase活性 にどのよ うな影響を与えるかを明 らかにすることを目的 とする.

酢酸イ ソア ミル は,イ ソア ミルアル コール とacetyl･CoAを基質 として酵母の

AATaseによって生合成 され るが,イ ソア ミルアル コール生成量 とAATase活性が,

酢酸イ ソア ミル生成量に影響を与えることが知 られている.本章では,イノシ ト

ールの供給量 と酵母のAATase活性 との関係ついて,酵母細胞膜構成 リン脂質の

1つであるPIの作用 とい う観点か ら分析 した結果を述べる.

第2節 イ ノシ トール供給量の製成酒酢酸イ ソア ミル含量に与える影響

(方法)

1)菌株および酵小仕込み試験

第3章,第2節,(方法)1)で述べた清酒酵母S.cez･evL'S1'aeATCC32694株, 日

本醸造協会701号 (K701),901号 (K901),8号 (K8),第3章,第4節 (方法)

1)で述べたUT･1株お よび第3章,第4節 (方法)4)で述べたUT･lDOPを使用

した.掛 ま難波 らの方法47)に したがってイ ノシ トール を無添加お よび125mg

添加 した総米200gの3段仕込みを行った.麹は精米歩合70%の白米か ら調製 し,

掛米は精米歩合70,80,90,98%の白米を使用 した.

2)定量

酢酸イ ソア ミルおよびイ ソア ミルアル コールは,ガスクロマ トグラフを用いて

- ツ ドスペース法 によ り定量 した72).酢酸イ ソア ミル含量のイ ソア ミルアル コ

ール含量に対す る比をE/A比 とした.

イ ソブチルアル コール,酢酸イ ソブチル,酢酸エチル, ピル ビン酸エチル,乳

酸エチルは以下の方法によって定量 した.試料100mlに0.1% (W/v)シクロ-

キサ ノール を含むエ タノール溶液100plを添加 した後,エーテル･ペ ンタン (2:1

v/v)50mlで30分間,3回振 とう抽出 した.蒸留水100mlで洗浄 した後,無水

硫酸ナ トリウムで脱水 した.ウイッ トマ-精留管付濃縮装置を用いて0.2mlま

で減圧下で濃縮 した後,TC･WAXカラム (0.32mmX60m,0.251lmfilm

thickness;GLScience,東京 )を用いて,坂本 らの方法89)に従ってガスクロ

マ トグラフィーにより定量 した.

β･フェネチルアル コール,チロソール, トリプ トフォール,酢酸 針 フェネチ
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ルはAkitaらの方法90)によってガスクロマ トグラフィーにより定量 した.

検出はすべてFIDを用いて行った.

(結果)

1)精米歩合の製成酒酢酸イソアミル含量およびE/A比に与える影響

精米歩合70,80,90,98%の白米を掛米 として,K901株を使用 してイノシ ト

ール無添加および添加形を調製 し,製成酒の酢酸イソアミルおよびイソアミルア

ルコール含量を測定 した結果をFig.4･1に示す.イノシ トール添加の有無に関係

なく,精米歩合が高いほど,製成酒のイソアミルアルコール含量が高くなった.

イノシ トールを添加 しない醇では,精米歩合70%を用いた時,イソア ミルアル

コール含量が低いにもかかわらず,酢酸イソアミル含量は最大となった.E/A比

は精米歩合が低い場合ほど高くなり,精米歩合70%の場合に最大となった.イノ

シ トールを添加すると,精米歩合70%の場合にはE/A比はイノシ トール無添加の

場合の50%にまで低下した.これに対 して,精米歩合90%以上の場合にはイノシ

トールを添加 してもE/A比は変わらなかった.

2)イノシ トール添加の製成酒酢酸イソアミル含量に与える影響

精米歩合70%の白米を用いて,イノシ トール添加および無添加の棺を調製 し,

製成酒の酢酸イ ソア ミルおよびイ ソア ミルアル コール含量を測定 した結果 を

Table4･1に示す.いずれの菌株を使用 した場合においても,イノシ トール添加

と無添加 との間に,イソアミルアルコール含量の差はみられなかった. しか し,

醍-イノシ トールを添加すると製成酒の酢酸イソアミル含量およびE/A比は低下

した.

3)イノシ トール添加の製成酒芳香成分含量に与える影響

K901株を用いて鯵を調製 し (精米歩合70%),製成酒中の種々の芳香成分の

含量を測定 した結果をTable4･2に示す.イノシ トールを添加 しても高級アルコ

ール,ピルビン酸エチル,乳酸エチル含量はほとんど変わらなかった.一方,す

べての酢酸エステルの含量はイノシ トールの添加によって低下した.
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Fig.411.Effectofpolishingratioonisoamylalcoholandisoamylacetatecontentsin
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additionofinosito1.lsoamyla一cohol(A)andisoamylacetate(B)concentrationsinthe
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ratio(isoamylacetate/isoamylalcohol)wascalculated(C).TheE/Aratiooflno-to
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Table4-1.Effectofinositolonisoamylalcoholandisoamylacetatecontentsofsake

Isoamylalcohol(ppm) Isoamylacetate(ppm) E/Aratio

Ino- Ino+ Ratio InoI Ino+ Ratio lnO- Ino+ Ratio

K701 169 157

K901 158 157

K8 130 112

ATCC32694 200 184

UT-1 218 231

UT-1DOP 184 183

0.93 4.2 2.4 0.57

0.99 9.8 5.3 0.54

0.86 2.7 1.1 0.41

0.92 5.3 4.1 0.77

1.06 5.4 4.4 0.81

0.99 5.3 4.0 0.75

0.025 0.015 0.60

0.062 0.034 0.55

0.021 0.010 0.48

0.027 0.022 0.81

0.025 0.019 0.76

0.029 0.022 0.76

Sakemashwaspreparedwithseveraltypesofsakeyeastusing200gofpolishedrice(polishingratio:

70%)without(ho-)orwith(ho+)theadditionorinositol.Theisoamylalcoholandisoamylacetate

concentrations(ppm)ofthesupematant(&eshsake)Weremeasuredbyheadspacegaschromatography,
andE/Aratio(isoamylacetate/isoamylalcohol)wascalculated.

Table 4-2.Eff e ctofinosito】ontheprod u ction ofodor-enhancing compoundsinsake

Compounds
Concentration(ppm)

+
+/-ratio

Higheralcoho) Isobutylalcoho1 72･3

Isoamyla】cohol 167

β-Phenylethyla】coho1 222

Tyrosol 181

Tryptopho1 13.5

71.4 0.99

172 1.02

211 0.95

144 0.80

11.4 0.84

Acetateester lsobutylacetate 0.44

1soamylacetate 10.7

8-Phenylethylacetate 5.4

Ethylacetate 112

0.37 0.84

6.3 0.59

3.1 0.57

81 0.72

otherester Ethylpyruvate Ol20 0･20 1loo

Ethyllactate 2.37 2.28 0.96

SakemashwaspreparedwithstrainK901using200gofpolishedrice(polishingratio:70%)without

(-)orwith(+)theadditionofinositoI.Theconcentrationsofodor-enhancingcompounds(ppm)ofthe

supernatant(freshsake)Weremeasuredbygaschromatography.
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第3節 酵母のアル コールアセチル トランスフェラーゼ活性 と同遺伝子発現に与

えるイノシ トールの影響

(方法)

1)酵小仕込み試験

第3章,第2節 (方法)1)に準 じて,K901を使用 し,イノシ トール無添加 ま

たは125mg添加 した総米200gを用いて3段仕込みを行った.

2)AATase活性の測定

酵 中の酵母は遠心分離法によって分画 した51).約2×109の酵母細胞 を1mM

ジチオス レイ トールを含む20mMリン酸緩衝液 (pH7.5)lmlに懸濁 し,第1章,

第4節 (方法)2)に示す方法によって細胞 を破砕 し,無細胞抽出液を得た.

無細胞抽出液のAATase活性 をYoshiokaらの方法27)に準 じて測定 した.酵素反

応によって生成 した酢酸イ ソア ミルを定量するため,内部標準 としてカプロン酸

メチルを使用 した.1時間に111gの酢酸イ ソア ミルを生成する酵素量を1unitと

定義 した.

3)Northern解析

仕込み4日目の鯵か ら分画 した酵母か ら,全RNAをホ ッ トフェノール法91)に

よって抽出 した.AATaseをコー ドす る遺伝子ATFlおよびATF2の発現量を測定

するため,以下の方法によってNorthern解析を行った.

10トLgのRNAを18% (V/V)ホルムアルデ ヒ ドを含む1% (W/V)アガ ロースゲ

ルで電気泳動によって分離 した後,Hybond･N+膜 (Amersham PharmaciaBio･

tech.)に転写 し,DIGラベル したプローブ とハイブ リダイズさせた.約0.4 kb

のATFlおよびATF2プローブ,約0.1kbのACTlプローブは,PCRDIGLabel

lingandDetectionkit(RocheDiagnostics,Basel,Switzerland)を用いて,

K901株 を鋳型 としてPCRによって調製 した.プライマー として,5'･primer:5-I

CGATGAGAAAAATCAGGCCCC･37,3'･primer:5'ICTTCTAATATTTGCTTCAT

TA131(ATFl),5l･primer:5'･ATGGAAGATATAGAAGGATA-3',3'-primer:5'･

ATTGGTGACTTTGAAATCATI3'(ATF2)および5-･primer5'lTTCTGGTATGT

GTAAAGCCG3',3■･primer5'-TCTTTTTGACCCATACCGAC-3.(ACTl)を使

用 した.それぞれのm･RNA量はBIO-1D (エムエス機器,東京)を用いて画像処

理によって定量化 した.ATFlお よびATF2の発現量は,ACTlの発現量に対す

る相対値 として表示 した.
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(結果)

1)イノシ トールの酵酵母AATase活性に与える影響

イノシ トール無添加および添加酵中の酵母のAATase活性を経時的に測定 した

結果をFig.412に示す.醇にイノシ トールを添加すると酵母のAATase活性は低下

した.イノシ トールを添加すると製成酒の酢酸イソアミル含量が低下する理由は,

AATase活性が低下することによるものであることがわかった.

2)ATFlおよびdTF2遺伝子の発現量解析

イノシ トール無添加および添加鯵の酵母ATFlおよびATF2遺伝子の発現量を

比較 した結果をFig.4･3に示す.イノシ トールを添加 しても両遺伝子の発現量に

変化はみ られなかった.イノシ トールによってAATase活性が低下する理由は,

これ らの遺伝子の転写が抑制されるためではないことがわかった.
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Fig.4-2.EffectofinositolonalcoholacetyltransfTeraseactivityofS.cerevisiaein

sakemash.SakemashwaspreparedwithstrainK901uslng200gofpolishedrice

without(○)orwith(●)theadditionofinositol.ThealcoholacetyltransfTerase

(AATase)activityincell-freeextractwasmeasuredandisrepresentedasunitsper
mlofsakemash.
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Fig.4-3.NorthemblotanalysisofATFlandATF2genes.Sakemashwasprepared
withstrainK901using200gorpolishedrice(polishingratio:70%)without(Ino-;□)
orwith(In°+;■)theadditionofinositol.TotalRNAfromyeastcellsonthe4thday

ofbrewingwaspreparedbythehot-phenolextractionmethod.ThetotalRNA(10トLg)
wasseparatedongels,transferredontomembranes,andhybridizedwithATF1,ATF2
andACTIprobes.TheamountofmRNAwasdeterminedusingACTlmRNAas
intemalcontrol.Dataaremeansofthreeindependentexperimentsandbarsindicate
standarddeviation.
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第4節 酵母のアルコールアセチル トランスフェラーゼ活性に与える菌体内ホス

ファチジルイノシ トールの影響

(方法)

1)酵小仕込み試験

本章,第3節 (方法)1)に示す方法により,イノシ トールを無添加お よび

125mg添加 した鯵の3段仕込みを行った.

2)酵中の酵母由来 リン脂質の調製

酵工程4日目のイノシ トール添加鯵から分画 した酵母湿菌体180gを用いて,

脂質をBligh･Dyer法92)によって抽出した.抽出した脂質をWakogelC･200カラ

ム (20×850mm,和光純薬)にアプライ した.中性脂質および糖脂質をそれぞ

れ21のクロロホルムおよび111のアセ トンで溶出した後,2.71のメタノールでリ

ン脂質を溶出した. リン脂質画分をエバポレーターで乾固した後,2mlのクロ

ロホルム･アセ トン (7:3,Ⅴ/v)に溶解 した.

PI,ホスファチジルコリン (PC),ホスファチジルエタノールアミン (PE),

ホスファチジルセ リン (PS)はNUCLEOSIL50･10カラム (GLScience)を用

いてTable4･3に示す条件下で高速液体クロマ トグラフィーにより分離 し,採取

した93).それぞれのリン脂質画分150mlに60mlの蒸留水 と120mlのクロロホル

ムを添加 し,振 とうした後,3000×g,10分間遠心分離 した.クロロホルム層か

ら各 リン脂質を回収 した後,減圧下で2mlに濃縮 した.

各 リン脂質は,第3章,第3節 く方法)4)に示す方法により,構成脂肪酸をメ

チルエステル化 した後,ガスクロマ トグラフィーによって定量 した.

Table4-3.HPLCconditionsf♭rtheanalysisofphospholipids

Column NUCLEOSIL50-10,7.6×250mm

Eluent Acetonitrile-Methanol-Phosphoricacid(780:10:9,Ⅴ/V)

Flowrate 4.0ml/min

Injectionvolume 150ト11

Detection 210nm
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3)酵母 リン脂質含量の測定

酵母菌体の リン脂質含量は以下の方法によって測定した.750mgの酵母凍結

乾燥菌体中の リン脂質をFolchらの方法94)に従って抽出した後,減圧下で1.5ml

に濃縮 した. リン脂質は本章,第4節,方法2)に示す方法により高速液体クロ

マ トグラフィーで分析 した.各 リン脂質の標準曲線は本章,第4節,方法2)で

調製 した リン脂質を用いて作成 した.

酵母無細胞抽出液中のリン脂質は以下の方法によって定量 した.試料中のリン

脂質をクロロホルム･メタノール溶液 (1:2,Ⅴ/v)で1回,クロロホルム･メタノ

ール溶液 (2:1,Ⅴ/v)で2回抽出 した後,LK6D薄層クロマ トグラフ用シリカゲ

ルプレー トKentME16(Whatman,OLS,UK)を用いて分離 した.展開溶媒と

してクロロホルム･メタノール･酢酸･水 (85:15:10:4,Ⅴ/v)を使用 した.薄層プ

レー トをヨウ素蒸気に曝すことによってリン脂質を検出した.PI,PCおよびPE

に相 当するスポッ トをプ レー トか ら剥離 し,クロロホルム･メタノール (2:1,

Ⅴ/v)で3回抽出した後,減圧下で乾固した.PI画分は2N塩酸で120℃,48時間

加水分解 した後,遊離するイノシ トールを第1章,第2節 (方法)2)に示す方法

により定量 した.PCおよびPE画分は硝酸2滴を加えた70% (W/v)過塩素酸1ml

で160℃,90分間加水分解 した後,遊離 した リン酸をモ リブデン法によって定量

した95).

4)AATaseの定量

本章,第3節,(方法)2)に示す方法によって酵母無細胞抽出液を調製 し,

AATase活性を測定した.

5)粗AATaseの調製

K901株を,2ppmイノシ トール,20% (W/v)沸石,10% (W/v)グルコース

を含む600mlのHayashidaらの合成培地44)で15℃,5日間培養 した.菌体を集

菌 し,冷水で洗浄 した後,洗浄菌体を1mMジチオスレイ トールを含む1/15Mリ

ン酸緩衝液 (pH 7.5)40mlに懸濁 し,第1章,第4節 (方法)2)に示す方法に

よって細胞を破砕 した.15,000×g,20分間遠心分離 した後,上清を100,000×g,

60分間遠心分離 した.生 じた沈殿 (ミクロソーム画分)に1mMのジチオスレイ

トール,1% (W/v) トリトンⅩ･100,20% (W/v) グリセロールを含む1/15Mリ

ン酸緩衝液 (pH 7.5,T･bufferと称する)llmlを添加 し,4℃,1夜放置 した.

100,000×g,60分間遠心分離 した後,上清を硫安で塩析 (70%飽和) した.

6000×g,10分間遠心分離 し,生 じた沈殿 を10mlのT･bufferに溶解 させた.

0.5% (W/V)イソア ミルアルコールを含むT-bufferで1夜透析 し,粗AATaseを得

た.
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6)無細胞抽出液からPIの除去

無細胞抽出液のリン脂質を2倍量のクロロホルムで抽出,除去 した.水屑の酵

素タンパクを硫安塩析 (70%飽和)によって回収 した.

また,無細胞抽出液0.5mlに5unitsのホスホリパーゼC(Sigma･Aldrich)を

添加 し,15℃, 1夜反応 させた後,酵素タンパクを硫安塩析 (70%飽和)によ

って回収 した.

それぞれの塩析後の試料は,6000×g,10分間遠心分離 し,生 じた沈殿をT-

bufferに対 して 1夜透析 した.

7)リン脂質

PC(卵製 ;AvantiPolarLipids,Alabaster,USA)およびPCにホスホリパー

ゼDを作用 させて調製 したホスファチジル グ リセ ロール (PG;AvantiPolar

Lipids)を使用 した.これ らのPCおよびPGは同じ脂肪酸組成をもつことをガス

クロマ トグラフィーによって確認 した.

(結果)

1)酵中の酵母のリン脂質含量およびその脂肪酸組成

イノシ トール無添加および添加形の酵母の リン脂質含量を測定 した結果を

Fig.4･4に示す.イノシ トールを添加することによって酵母菌体のPI含量は約3倍

に増大 した.一方,PC,PE,PSの含量はイノシ トールを添加 しても変わらなか

った.

イノシ トール添加鯵の酵母から調製 したリン脂質の脂肪酸組成を分析 した結果

をFig.4･5に示す.PIおよびPSは,PCおよびPEに比べて飽和脂肪酸の割合が高

く,構成脂肪酸の不飽和度が低かった (Fig,4･5).

2)無細胞抽出液からPI除去のAATase活性に与える影響

イノシ トール無添加および添加鯵の酵母から調製 した無細胞抽出液の リン脂質

をクロロホルムで抽出,除去 した後,AATase活性およびPI含量を測定 した結果

をFig.4･6に示す.クロロホルム処理によって無細胞抽出液中のPIが除去された

時,イノシ トール無添加および添加醇の間のAATase活性の差は見 られなくなっ

た.

次に,イノシ トール無添加および添加醇の酵母から調製 した無細胞抽出液をホ

スホ リパーゼCで処理 した.Fig.4-6に示すように,無細胞抽出液中のPIは完全

に除去されなかったが,イノシ トール無添加および添加酵間のPI含量の差は見

られなくなり,同時に,AATase活性の差も消失 した.
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Fig.4-4.HPLCanalysisofphospholipidsfromsakemashyeastcells.Sakemash
waspreparedwithstrainK901using200gofpolishedrice(polishingratio:70%)

without(Ino-)orwith(Ino+)theadditionofinositol.Phospholipidsextracted
斤omyeastcellsinthesakemashesonthe4thdayofbrewlngWereSubjectedto
HPLCusingaNUCLEOSIL50-10column.Eachphospholipidconcentrationwas

determinedbycalibrationuslngaPhospholipidpreparationobtainedfromyeast

cellsinsakemash･ValuesinparenthesesrepresentrelativephoSpholipids
concentrations.
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Fig.4-6.Effectoftreatmentwithchloroform orphospholipaseConthePIcontentand
AATaseactivityofcelll&eeextracts.SakemashwaspreparedwithstrainK901using
200gofpolishedrice(polishingratio:70%)without(□)orwith(1)theadditionof
inositol.Cell-freeextracts(N)weretreatedwithchlorofTorm(C)orphospholipaseC(P),
followedbysaltingoutwithammonium sulfate(70%saturation).ARerdialysis,PI
contentpermgprotein(A)andAATaseactivity(B)wereevaluated.Dataaremeansof
twoindependentexperimentsandthebarsindicatestandarddeviation.
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3)リン脂質のAATase活性に与える影響

鯵から調製 したPI,PC,PEをそれぞれ0.25mMおよび0.5mMを12unitsの

AATaseを含む反応液に添加 してAATase活性を測定 した.Fig.4･7に示すように,

PIはPCおよびPEに比べて活性を強く阻害 した.

PI,PC,PEおよびPSをイノシ トール無添加および添加形の酵母の リン脂質

構成比 (Fig.4-4)となるように,12unitsのAATaseを含む反応液に添加 して活

性を測定 した.Table414に示すように, リン脂質をイノシ トール添加醇の リン

脂質組成比で添加 した場合には,無添加鯵の組成比で添加 した場合に比べて,活

性は26～55%にまで低下した.

以上の結果から,イノシ トール添加醇の酵母が無添加醇の酵母よりAATase活

性が低いのは, PI含量が高く,活性を阻害するためであることがわかった.
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Fig.4-7.EffectofphospholipidsonAATaseactivity.PI,PC,andPE
(ロ,0.25mM;I,0,50mM),whichwerepreparedfiomsakemash
yeastcells,wereindependentlyaddedtothereactionmixtures
containlng12unitsorAATase.AATaseactivitywithout

phospholipidadditionisrepresentedas100.
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Table414.Effectofphosphatidylinositolontheactivityofalcoho】acetyltransferaseactivity

Phospholipidsaddedtoreactionmixture(mM) Relativeactivity

PI PC PE PS
(%)

Ratioa

L 0.018 0.066 0.036 0.005 87.9

H 0.052 0.066 0.036 0.005 48.0

L 0.021 0.080 0.043 0.006 66.0

H 0.062 0.080 0.043 0.006 23.9

L 0.035 0.132 0.072 0.009 19.9

H 0.103 0.132 0.072 0.009 5.1
0.26

L O･070 01262 0･143 0･018 818 0.30

H 0.205 0.262 0.143 0.018 2･6

PhosphoHpidswithtwoproportions(PトPC-PE-PS(0.34:1･28:0･70:0.09)and(1.00:1･28:0･70:0.09)),
Correspondingtothephospholipidcompositionsofyeastcellsfromsakemashes,without(L)orwith(H)

theadditionofinositol,respectively,wereaddedtoareactionmixturecontaining12unitsofAATase.

AATaseactlVltyWasmeasuredusingacrudeenzymesolubilizedwithTritonX-100.AATaseactivity

withoutphospho】ipidsisrepresentedasI00･

aRatioofrelativeactivityofHtothatofL
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4)リン脂質のタンパク質への吸着

イノシ トール無添加および添加酵酵母の無細胞抽出液およびその硫安塩析沈殿

物 (90%飽和)の リン脂質含量を測定 した結果をTable415に示す.いずれの鯵

の酵母においても,無細胞抽出液中のPIのほぼ100%が塩析沈殿物から回収され

た.これに対 して,PCおよびPEの回収率は50%程度であった.以上の結果はPI

がPCやPEに比べて,強くタンパク質に吸着 されることを示 している.

Table4-5.Recoveryorphospholipidsintheprecipitatewithammoniumsu脆te

PE PC Pl

Preparation Fraction
Content Recovery Content Recovery Content Recovery

(pmole/ml) (%) (pmole/ml) (%) (pmole/mI) (%)

Ce‖-斤ee 0.29

Precipitate 0.12

0･33 0.44 0･075
0.17 0,070

Cell-free 0.29

Precipitate 0.16
0･48 0.54 0･168
0.26 0.174

SakemashwaspreparedwithstrainK901using200gofpolishedrice(polishingratio:70%)

without(Ino-)orwith(Ino+)theadditionofinositoLCeH-freeextractspreparedR･omyeastceHsin
theIn°-orIn°+sakemashweresubjectedtoammoniumsulfateprecipitation(90%saturation),

followedbythedeterminationofphospholipidsbyTLC.TherecoveriesofPt,PC,andPEinthe

precipitatewerecalculated.
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5)pGのAATase活性阻害効果

同じ脂肪酸組成を持つPGとPCのAATase阻害活性を測定 した結果をFig.4･8に

示す.PGはPCより強くAATaseを阻害することがわかった.
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Fig.4-8.EffectofPCandPGonAATaseactivity.Commercially
availablePC(□)andPG(■),whichhavethesamefattyacid
composition,wereaddedtoreactionmixturescontaining12unitsof

AATase.AATaseactivitywithoutphospholipidaddition(田 )is
representedas100.Dataaremeansoftwoindependentexperiments
andbarsindicatestandarddeviation.
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第5節 要約 と考察

(要約)

精米歩合70%の白米を仕込みに使用すると,80%以上の白米を使用 した場合に

比べて製成酒のE/A比 (酢酸イ ソア ミル/イソア ミルルコール)が高 くなった.精

米歩合70%では,醇にイ ノシ トール を添加す ると,酢酸イ ソア ミル含量お よび

E/A比がイ ノシ トール無添加醇の1/2に低下 したが,精米歩合90%以上の場合に

はイノシ トールの影響はみ られなかった.イノシ トールによる製成酒の酢酸イ ソ

ア ミル含量の低下は酵母のAATase活性の低下によるものであった.鯵にイノシ

トール を添加 しても,AATaseをコー ドするATFlおよびATF2遺伝子の転写 レベ

ルは変化 しなかった.PIは酵素タンパクに吸着 されやすいため,invitroにおい

てPCおよびPEよりAATaseを強 く阻害 した.イノシ トールによってAATase活性

が低下するのは,酵母菌体のPIが増大す ることによってAATaseが阻害 されるた

めであることがわかった.

(考察)

酵の仕込みに使用す る原料米の精米歩合が高いほど,製成酒のイ ソア ミルアル

コール含量が増大す る結果を得た.これは高級アルコールの前駆体であるア ミノ

酸96)が多 く供給 されたためであると考えられる.精米歩合70%の白米を使用 し

た場合,基質であるイ ソア ミルアル コール含量が低 くなるにもかかわ らず,製成

酒の酢酸イ ソア ミル含量は高 くなった.その結果, E/A比は精米歩合70%の時,

最大 とな り,これ より精米歩合が高 くなると低下 した.E/A比は吟醸酒の官能評

価 と相関があ り,清酒の香 りの指標の1つである,精米歩合70%の場合,イ ノシ

トール を添加す ると酢酸イ ソア ミル含量はイノシ トール無添加形の1/2に減少 し

た.精米歩合90%以上の場合には,イノシ トールを添加 しても酢酸イ ソア ミル含

量は変わ らなかった.これは精米歩合90%以上の白米を使用 した時,酵母に十分

量のイ ノシ トールが供給 され ることを示 している.以上の結果か ら,精米歩合

70%の白米を使用す ると,酢酸イ ソア ミルの生成量が増大するのはイノシ トール

の供給が制限されることによることがわかった.

精米歩合70%の白米を使用 した醇において,イノシ トールを添加 した時,製成

酒の酢酸イ ソア ミル含量が低下するのは,その生成酵素であるAATaseの活性が

低下す るためであった (Table4-2).イ ノシ トールによってAATase活性が低下

す る原 因 を検討す るため,イ ノシ トール無添加お よび添加鯵の酵母 について

AATaseをコー ドす るATFlおよびATF2遺伝子の発現量を測定 したが,差はみ ら

れなかった (Fig,4-3).第3章において述べたように,イノシ トールによって中

鎖脂肪酸生成量が低下するのはOPIl遺伝子を介 した転写制御 によるものである.
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しか し,製成酒の酢酸イソア ミル含量はOPZlを破壊 しても変わらなかったこと

は,(Table4･1)イノシ トールによるAATase活性の低下が転写 レベルの低下以

外の原因によるものであることを示唆する.

AATaseは膜結合型酵素であるので97･98),酵母細胞膜の構成成分であるリン脂

質含量を測定した.イノシ トール添加醇の酵母は無添加鯵の酵母の3倍のPI含量

を示 した (Fig.4-4).イノシ トール無添加および添加醇の酵母か ら調製 した無

細胞抽出液を溶媒抽出または,ホスホ リパーゼCで処理 し,両者のPIレベルの差

を皆無にしたところ,AATase活性の差もみられなくなった (Fig.4-6).したが

ってイノシ トール添加形の酵母のAATase活性が低いのはPI含量が高いためであ

ると考える.

AATase活性は不飽和脂肪酸によって阻害されることが報告 されているので27),

酪中の酵母の リン脂質の脂肪酸組成を分析 したが,PI構成脂肪酸はPCおよびPE

構成脂肪酸より不飽和度が低かった (Fig.4-5).そこでinvitroで リン脂質が

AATase活性に与える影響について検討 した.無細胞抽出液に鯵から調製 した リ

ン脂質を添加 してAATase活性を測定 したところ,PIはPCおよびPEより活性を

強く阻害することがわかった (Fig.4･7).さらに, リン脂質をイノシ トール添

加鯵の酵母のリン脂質組成比に合わせて反応液に添加 した場合,無添加形の酵母

の組成比に合わせて添加 した場合に比べて,活性は26～55%にまで低下 した

(Table4-4).

これ らのことから,酉参にイノシ トールを添加 した時AATase活性が低下するの

は,酵母のPI含量が高くなり,PIがAATase活性を強く阻害するためであると結

論 した.なお,市販PIを用いてAATase阻害活性を測定 したところ,構成脂肪酸

の不飽和度の高いPIほど強い阻害活性を示 したので,PIによるAATaseの活性阻

害はその不飽和脂肪酸分子によると考察 した.

無細胞抽出液中のタンパクを塩析によって集め, リン脂質含量を測定 したとこ

ろ,PCあるいはPEは約1/2が塩析沈殿物中に回収されたのに対 して,PIはほぼ

100%が回収 された (Table4･5). したがって,PIがPCお よびPEよ り強 く

AATaseを阻害するのは,PIが酸性 リン脂質であり,負の荷電をもつため,酵素

タンパク質に吸着されやすいためであると仮定 した.この仮説は.同じ脂肪酸組

成をもつ市販PCとPGを使用 した場合,酸性 リン脂質であるPGはPCより強 く

AATase活性を阻害 したことにより証明できた.

清酒醸造において,高度に梅精 した原料米の使用はイノシ トールの酵-の供給

を制限 し,酵母のAATase活性を高め,酢酸イソア ミル含量の高い清酒の頼造を

可能にすると結論 した.
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第5章 酵母のエタノール耐性に与える酵母菌体内イノシ トール レベルの影響99)

第1節 序

本章では,酵母の菌体内イノシ トール レベルがェタノール耐性にどのような影

響を与えるかを明らかにすることを目的 とする.

第 1章において述べたように,清酒酵工程初期においては,原料からのイノシ

トール供給は制限されるため,酵母菌体内イノシ トール レベルは低 く抑えられる.

しか し,酵母 自身の生合成によって菌体内イノシ トール レベルは酵工程の経過 と

ともに増大 し,末期には最大 レベルに達する. したがって,清酒酵母の菌体内イ

ノシ トール レベル とエタノール耐性 との関係を明らかにすることは,酵母のエタ

ノール耐性獲得機構 を解明する手段の1つ としてのみならず,酵工程末期に高濃

度エタノールを蓄積する清酒醸造に特徴的な現象を解明する手段 としても期待 さ

れる.

本章では菌体イノシ トール とエタノール耐性 との関係を明らかにするため,細

胞膜H十･ATPaseに着 目し,耐性獲得の機作について解析する.

第2節 菌体内イノシ トール レベル とエタノール耐性 との関係

(方法)

1)菌株および培養

10および90LIMイノシ トールを含むHayashidaらの合成培地44)(炭素源 :5%

(W/V)グル コース)を使用 した.S.cerevL'sl'ae日本醸造協会901号 (K901)を,

15℃,5日間,定常期に達するまで静置培養 した.

2)醗酵速度の測定

酵母細胞を2% (W/v)グルコースおよび10mM KH2P04を含む0･18% (Ⅴ/v)

エタノール溶液に懸濁 した.- ツ ドスペースを窒素ガスで置換 した後,15℃に

おける炭酸ガス発生量を,02ア ップテスター (タイテ ック,埼玉)で測定 した.

3)ェタノール溶液中での生菌数および細胞内成分漏出量の測定

酵母菌体を遠心分離によって集菌 し,12-20% (Ⅴ/v)ェタノール溶液で3回洗

浄 した.同濃度のエタノール溶液に懸濁 し,15℃に放置 した.必要に応 じて,

0.1M乳酸緩衝液 (pH 4.0または6.0)をエタノール溶液に添加 した.生菌数は

平板培養法によって測定 した.懸濁液を遠心分離 した後,上清に漏出した菌体内

成分 (核酸, リン酸,カ リウム)を定量 した.

核酸は260および280nmにおける吸光度か ら定量 した100). リン酸およびカ リ
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ウムはそれぞれモ リブデン法95)および原子吸光法によって定量 した.

(結果)

1)ェタノール存在下における醗酵速度に与えるイノシ トール レベルの影響

10および90トLMイノシ トールを含む培地でK901株を培養 したところ,Fig.511

に示すように,菌体1gあたりのイノシ トール含量はそれぞれ1.6(低イノシ トー

ル菌体)および4.6mg(高イノシ トール菌体)であった.初発イノシ トール濃

度の異なる培地で酵母を培養することによって,イノシ トール レベルの異なる菌

体を調製することが可能であった.以降の実験において,本条件下で培養 した酵

母を使用 した.

低イノシ トールおよび高イノシ トール菌体を用いて,0-18% (Ⅴ/v)ェタノー

ル溶液における醗酵速度を測定 した結果をFig.5･1に示す.両菌体 とも,エタノ

ール濃度が高くなるにつれて醗酵速度は低下したが,試験 したすべてのエタノー

ル濃度において,それぞれの菌体の間に,醗酵速度の差はみられなかった.イノ

シ トール レベルはエタノール存在下での醗酵速度に影響を与えないことがわかっ

た.
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2)ェタノール存在下における酵母の生存率に与えるイノシ トール レベルの影響

低イノシ トールおよび高イノシ トール菌体を12% (Ⅴ/v)エタノール溶液中に

懸濁 し,経時的に生菌数を測定 した結果をFig.512 (A)に示す.生菌数は 1次式

にしたがって減少 した.低イノシ トール菌体は高イノシ トール菌体より速く死滅

した.

12-20% (V/V)エタノールにおいて測定した両菌体の死滅速度定数をFig.512

(B)に示す.両菌体 とも,エタノール濃度の増大とともに,死滅速度定数の対

数値は直線的に増大 した.すべてのエタノール濃度において低イノシ トール菌体

は高イノシ トール菌体より死滅速度定数は大きかったが,直線の勾配はほぼ同じ

であった.以上より,全てのエタノール濃度において,低イノシ トール菌体は高

イノシ トール菌体よりエタノール耐性が低いことがわかった.

低イノシ トールおよび高イノシ トール菌体をpH 4.0および6.0の0.1M乳酸緩

衝液を含む15% (Ⅴ/v)ェタノール溶液中に放置 した時の生菌数の変化をFig.5･3

に示す.いずれのpHにおいても,低イノシ トール菌体は高イノシ トール菌体よ

り死滅 Lやすかった.また,両菌体とも, pH 6.0よりpH 4.0において生菌数は

大きく減少 した.酸性条件はエタノールによる酵母の死滅を促進することを示 し

ている.
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3)ェタノール存在下における酵母菌体内成分の漏出

低イ ノシ トールおよび高イノシ トール菌体を12.5～17.5% (Ⅴ/v)ェタノール溶

液中に懸濁 し,15℃で放置 した後,上清の核酸, リン酸お よびカ リウムを定量

した.Fig.5-4に示す よ うに,全てのエタノール濃度において,低イ ノシ トール

菌体は高イノシ トール菌体より著量の核酸, リン酸,カ リウムを漏出 した.
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第3節 イノシ トールによる酵母H+･ATPase活性増大とその要因

(方法)

1)菌株および培養

本章,第2節 (方法)1)に示す方法に したがって,K901株 を培養 し,低イノ

シ トールおよび高イノシ トール菌体を得た.

2)ICP値の測定

酵母細胞の活性度の指標 として,IntracellularpH value(ICP値 と称する)

をImaiらの方法101)によって測定 した.

3)細胞膜 H+･ATPase活性の測定

約50mg(乾物)の酵母細胞を6mM EDTAおよび0.6mM phenylmethyl･

sulpfbnylnuorideを含む 50mM トリス塩酸緩衝液 (pH 8.5)0.75mlに懸濁 し

た後,第1章,第4節 (方法)2)に示す方法によって,ガラスビーズで細胞を破

砕 した.ホモジネー トを0.2mM EDTA,0.2mM ジチオス レイ トールおよび

20% (W/v)グリセロールを含む10mM トリス･塩酸緩衝液 (pH 7.5)0.8mlで

回収 した後,700×9,10分間遠心分離 し,上清を無細胞抽出液 とした.無細胞

抽出液を20,000×g,20分間遠心分離 し,沈殿を回収 した.沈殿を庶糖密度勾配

遠心分離に供 し,43/53% (W/v)界面から細胞膜を回収 した102)

無細胞抽出液,200,000×g沈殿画分,細胞膜について,イノシ トール含量お

よび細胞膜H十･ATPase活性 を測定 した.イ ノシ トール含量は,第1章,第2節

(方法)2)に示す方法によって定量 した.

細胞膜H十･ATPase活性 は本酵素の特異的阻害剤であるdiethylstilbestrolを用

いて,Table5･1に示す方法によって測定 した102).混合 ミセルアッセイにおいて

同酵素活性 の測 定 を行 う場合 は,0.6mM Zwittergent3･14 (Calbiochem･

Novabiochem Corparation,SamDiego,USA)および1.9mM PI(酵母製 ;フ

ナコシ,東京)を反応混合液に添加 した.

diethylstilbestrol添加および無添加の反応液におけるATP分解量の差から,細

胞膜H+･ATPase活性を求めた.1時間にlPmOleのATPを分解する酵素量を1unit

と定義 した. H十･ATPaSe活性はタンパク1mgあたりのunit数 (比活性)で表示

した.粗酵素液中のタンパク質はロー リー法53)により定量 した.

4)イノシ トール含有脂質含量の測定

凍結乾燥酵母菌体中の全脂質をHansonらの方法103)に したがって抽出 した.

全脂質から,弱アルカ リ性の条件下において,分解 されないスフィンゴ脂質およ
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び不安定なグリセロリン脂質を以下の方法にしたがって分離 した.

全脂質を弱アルカ リ分解 した後, Celite545(ナカライテスク,京都)カラム

を用いて,アルカリ安定性脂質を単離 した104).全脂質およびアルカリ安定性脂

質を2N塩酸で125℃,45時間加水分解 した後,遊離 したイノシ トールを第1章,

第2節 (方法)2)に示す方法によって定量 した.アルカ リに対 して不安定な脂

質の含量は全脂質含量からアルカリ安定性脂質含量を差 し引くことによって算出

した.

Table5-1.Reactionmixturef♭rH十一ATPaseassay

Substrate O･lMATP 20pI

Enzyme 50トLI

BuffTer Incubationbuffera 1ml

Inhibitor 0.1Mdiethylstilbestrol 0or2pl

Thereactionwasstartedbyadding20ト11ATPandstopped
a洗er60min-incubationat30℃ with2mlorphosphatereagent

consistingof0.5%(W/v)SDS,0.5%(W/v)ammoniummolybdate,
and2%(W/v)sulfbnicacid.ARer5min,absorbanceat750mm

wasmeasuredf♭rthedeteminationofliberatedphosphate･

aConsistingof50mM2-〃一mOrpholinoethanesulfbnicacid

adjustedtopH5.7withTris,5mMMgSO4,50mMKNO3,

5mMsodiumazide,and0.2mMammoniummolybdate.

(結果)

1)ICP値に与える菌体内イノシ トール レベルの影響

低イノシ トールおよび高イノシ トール菌体のICP値を測定した結果をTable5･

2に示す.高イノシ トール菌体は低イノシ トール菌体より高いICP値を示 した.

イノシ トール レベルの高い菌体はプロ トン排出能に基づく細胞のvitalityが高い

ことがわかった.

2)H･･ATPase活性に与える菌体内イノシ トール レベルの影響

低イ ノシ トールお よび高イ ノシ トール菌体か ら調製 した無細胞抽 出液,

200,000×g沈殿画分,細胞膜画分の,イノシ トール含量およびH十一ATPase活性

を測定 した結果をTable5-3に示す.細胞膜の精製が進むにつれて,タンパク当

たりのイノシ トール含量は高くなったが,いずれの画分についても高イノシ トー

ル菌体は低イノシ トール菌体よりイノシ トール含量が2倍高かった.H+･ATPase
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活性 も高イノシ トール菌体は低イノシ トール菌体の2倍高かった.酵母-のイノ

シ トールを制限すると,細胞膜のイノシ トール レベルが低 くな り,細胞膜H十･

ATPase活性が低下することを示 している.

Table512.EffectofcellularinositollevelonICPvalue

Cells ICPvalue

L 5.48±0.02

H 5.66±0.01

Cellswereculturedinthesyntheticmedium

supplementedwithlOトIM(L)or90トLM(H)inositolas
describedinFig･5-1.TheintracellularpH(ICP)was
measuredaccordingtothemethodofImaietal.Dataare
means±SDofthreeindependentexperiments.

Table5-3.EffectofcellularinositollevelonH'-ATPaseactivity

Fraction lnositollevel lnositolcontent H+-ATPase

(Ltg/mg-Protein) (units/mg-protein)

Cell-Beeextract

20,000×gpellet

Plasmamembrane

L

H

L

H

L

H

I.51

2.90

2.09

4.78

6.84

16.60

0.71

1.67

1.86

3.55

8.76

16.70

CellswereculturedinthesyntheticmediumsupplementedwithlOトIM(L)or90LIM
(H)inositolasdescribedinFig.5-1.Cellsweredisruptedwithglassbeadsand

fractionatedbycentrifugation.Cell-freeextracts(thesupematantinthecentrifugationat

700×g,10min)Werecentrifugedat20,000×gf♭r20min,andtheresultantpellets
weresubjectedtosucrosegradientcentrifugationtoprepareplasmamembranes･

87



3)イノシ トール含有脂質含量に与える菌体内イノシ トール レベルの影響

低イノシ トールおよび高イノシ トール菌体のイノシ トール含有脂質含量を測定

した結果 をFig.5･5に示す.高イノシ トール菌体は低イノシ トール菌体より,グ

リセロリン脂質の指標であるアルカ リ分解性脂質含量が高かった.一方,スフィ

ンゴ脂質の指標であるアルカ リ安定脂質含量は両菌体の間に差がみ られなかった.

イノシ トールを制限すると,グリセロリン態イノシ トール含量は低下するが,ス

フインゴ態イノシ トール含量は変化 しないことを示 している.
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Fig.5･5.EftTectofcellularinositollevelonthecontentofinositol-
containinglipids.Cellswereculturedinthesyntheticmedium
supplementedwith10pM(L)or90PM(H)inositolasdescribedin
Fig.5･1,followedbythedeterminationofalkaline-labile(□)and･
stable(■)inositol･containinglipids.Dataaremeansofthree
independentexperimentsandbarsindicateSD.
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4)混合 ミセルアッセイにおけるH+･ATPase活性の測定

低イ ノシ トールお よび高イ ノシ トール菌体か ら調製 した無細胞抽 出液 に

Zwittergent3･14および市販PIを添加 し,混合 ミセルを形成 させて H+･ATPase

活性を測定 した.Table5･4に示すように, Zwittergent3･14のみを添加 した場

合には,いずれの試料 とも,活性は検出されなくなった.これにPIを併せて添

加すると,活性は回復 した.無細胞抽出液のみの場合には高イノシ トール菌体は

低イノシ トール菌体より高活性であったが,PIを添加 して混合 ミセルを形成 さ

せた場合には,両者の間に活性の差は見られなかった.

Table5-4.EffectofcellularinositollevelonH'-ATPaseactivityinthemicellarassaysystem

Zwittergent PI
ATPase(units/mgprotein)

L H

0.85±0.02 1.46±0.01

0.01±0.02 0.01±0.03

0,46±0.03 0.41±0.01

CellswereculturedinthesyntheticmediumsupplementedwithlOトLM(L)or90トLM(H)
inositolasshowninFig.5-1.H+-ATPasewasso]ubilizedwiththemixedmicellesconsistingof
0.6mMZwittergent3-14withorwithout1.9mMphosphatidylinositol(Pl).Dataare
means±SDorthreeindependentexperiments.
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第4節 酵中の酵母のエタノール耐性に与える菌体内イノシ トール レベルの影響

(方法)

1)菌株および培養

S,cez･ev1'sJ'ae日本醸造協会901号 (K901)および701号 (K701)を使用 した.

2)INOl破壊株の作製

Fig.5･6に示す手順により,K701株からZNOJ遺伝子破壊株を作製 した.DNA

操作および酵母の形質転換は第2章,第4節 (方法)5)に述べた方法により行っ

た. PCRにはExtaqDNA ポリメラーゼ (タカラバイオ)を使用 した.制限酵

素はタカラバイオ製を使用 した.

K901株 (ECM31/ECM31)ゲノムからPCRによって増幅 したECM3J遺伝子

をマーカー として105),/NOl破壊用ベクターpUC･INO･ECMを作製 した.これを

用いて,K701株 (ecm31/ecm31)を形質転換 し,ZNOl遺伝子の片方を破壊 し

た株K701･ino(41'DOl::ECM31/INOl)を得た.これをYPD培地 [2% (W/V)

ペプ トン,1% (W/v)酵母エキス,2% (W/v)グルコース]で30℃,1日浸塗培

養 した後,イ ノシ トール制限培地【0.2ppmイ ノシ トールを含む炭素源 を2%

(W/v)グリセロール としたBurkholder平板培地106)】に平板 1枚あた り約200の

コロニーが生 じるように塗探 し,30℃,2日間培養 した.約10,000のコロニーの

うち,30の小さなコロニーを選択 し,イノシ トール無添加および2ppmのイノシ

トールを含むBurkholder平板培地にレプ リカ した.2ppmイノシ トールを含む

培地でのみ生育可能なINOl破壊株Aino(AL'nolJ:ECM31/.41'nol/:ECM31)3株

を得た.

3)酵小仕込み試験

第1章,第2節 (方法)1)で述べた方法により醇の′ト仕込みを行った.イノシ

トールを添加 しない通常の酵 とともに,総米200gあたり20mgのイノシ トール

を添加 した仕込みを行った.酵中の酵母は遠心分離法によって分画 した51).酵

母細胞密度および酵母のメチ レンブルー染色率は顕微鏡下で計測 した107).酵母

生菌数は平板培養法によって測定した.

4)ェタノール溶液中での生菌数の測定

酵母のエタノール溶液中での生菌数を本章,第2節 (方法)3)に示す方法に

よって測定 した.
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Fig.516.ThestrategyfordisruptionofINOlgeneofstrainK701.Primersusedtoamplify
ZNOlandECM31geneswerefollows:

INO1F1,gaggatccatacagattacacttataatca;INO1RI,aatAAGCTTctttgtagagtgatcttgtc

ECMF,gggTCTAGAaagcctcttacagttgctcg;ECMR,gggTCTAGAcccagatcaaccatactcaa

lNO1F2,ctcgaattctttaaaatctttcagcatttc;TNO1R2,acatgcatgccacctttaatgaacgaaga

Restrictionenzyme:H,HindⅢ;S,SpeI;X,XbaI
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5)菌体内イ ノシ トール含量の測定

酵母菌体内イノシ トール含量は第1章,第4節 (方法)3)に示す方法によって

測定 した.

6)細胞膜 H+･ATPase活性の測定

酵母細胞膜H+-ATPase活性は本章,第3節 (方法)3)に示す方法によって測定

した.

(結果)

1)ェタノール耐性に与える酵中の酵母菌体内イノシ トール レベルの影響

K901株 を用いて調製 した鯵の5日目および15日目の酵母細胞 をそれぞれ15.0

お よび17.5% (Ⅴ/v)エ タノール溶液に懸濁 し,経時的に生菌数を測定 した結果

をFig.5-7Aに示す.酵工程初期 (5日目)にはイノシ トール無添加鯵の酵母は添

加醇の酵母 よ り著 しく死滅 しやす く,エタノール耐性が低かった.酵工程末期

(15日目)にはイ ノシ トール無添加 と添加醇の酵母の間にエタノール耐性の差

はみ られなった.Fig.5-7Bに示す ように,菌体内イノシ トール含量は醸工程初期

にはイ ノシ トール無添加鯵の酵母は添加醇の酵母の1/2以下であったが,酵工程

末期には添加醇を上回った.Fig.5･7Cに示す ように,酵工程初期にはイ ノシ ト

ール無添加鯵の酵母のH'-ATPase活性は,添加鯵の酵母の1/2であったが,酵工

程末期には両者の差はほとん どみ られなくなった.

酵工程初期において酵母の菌体内イ ノシ トール レベルは低 く,H+･ATPaseも

低活性であ り,エタノール耐性が低いが,菌体内イノシ トール含量が高くなる末

期 においてはH+･ATPaseが増大 し,エタノール耐性が高 くなることがわかった.

2)ZNOl破壊株の醇における挙動

ZNOl破壊株Ainolを用いてイノシ トール無添加および添加鯵を調製 し,親株

K701と比較 した ところ,Fig.5･8に示す よ うに,酵工程1日目か ら5日目まで,

』inol株 はK701株 と同 じ醗酵経過 を示 した. しか し,6日目以降,』inol株 は

K701株 よ り炭酸ガス減量が低下 した.イノシ トールを添加 した醇では,両株は

全酵工程にわたって同 じ醗酵経過を示 した.

酵工程15日目に酵母細胞密度およびMB染色率を測定 した結果をTable5･5に示

す .イ ノシ トール添加醇では,』inol株 とK701株 の間に酵母細胞密度お よび

MB染色率の差はみ られなかったが,イ ノシ トール無添加醇では,Ainol株 は

K701株 より細胞密度が低 く,MB染色率は高かった.

以上の結果は,ZNOl遺伝子を破壊 してイノシ トール合成能を失 うと酵母は酵

工程末期において細胞密度が低 くな り,生存率が低下することを示 している.
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Fig.5･7.Effectofinositoladditiononethanoltolerance(A),cellularinositolcontent
(B)andH十ATPaseactivity(C)ofsakemashyeast.Sakemashwaspreparedwith
strainK901using200gofpolishedricewithout(-)orwith(+)20mgofinositol
addition.Onthe5th(5d)and15th(15d)days,yeastcellswerefractionatedand
weresuspendedin15and17.5%(Ⅴ/v)ethanol,respectively.Viablecellsa氏er0d
(□),1d(Ej)and2d(□)ofincubationwerecountedasdescribedinFig.513.The
cellularinositolcontentandH'･ATPaseactivityoffractionatedcellswere
determined.Dataaremeansofthreeindependentexperimentsandbarsindicate
SD.
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Fig.5-8.EffTectofthedisruptionofINOlgeneonthefermentationofsake

mash.SakemashwaspreparedusingstrainAinolwith(A)orwithout

(△)inositoladdition(totalrice200g).Sakemashwasalsopreparedusing

strainK701(INOl)with(0)andwithout(+)inositoladdition.The
evolutionorCO2WasmOnitoredinatimecourseexperiment･

Table5-5.EffectofdisruptionofinolgeneontheceHdensityandMBstainingratioofyeast
insakemash

strain lnositoladded (xC.eiまcde:rss,liy., MBstainingratio(%,

K701 2.50±.025 2.4±0.7

+ 4.31±0.11 0.2±0.3

∠】inol 1.66±0.12 29.4±1.6

十 4.22±0.75 0.5±0.4

SakemashwaspreparedusingstrainK701andthedisruptantofino1,Ainolwithout(-)orwith(+)

theadditionor20mgorinositol,asshowninFig.5-8.Celldensityandtheratioorcellsstainedwith
methyleneblue(MB)werecountedunderamicroscopeonthe15thday.Dataaremeans-+SDofthree
independentexperiments.
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第5節 要約 と考察

(要約)

イノシ トール レベルの高い菌体は低い菌体に比べて,エタノール中で死滅 しに

くかった.しか し,エタノール中での醗酵速度には差がみられなかった.高イノ

シ トール菌体のエタノール耐性が高い理由は,細胞膜H+･ATPase活性が高いこ

とに起因することがわかった.高イノシ トール菌体が低イノシ トール菌体に比べ

て,H+-ATPase活性が高いのは,PI含量が高 く, H+･ATPase活性を高めるのに

有利な膜脂質環境にあるためであることがわかった.イノシ トールが制限され,

菌体内イ ノシ トール レベルが低い酵工程初期には,酵母H+-ATPase活性は低 く,

エタノール耐性が低かったが,末期においてイノシ トール レベルが増大すると,

H'･ATPase活性 も増大 し,エタノール耐性 も高くなった.酵母の1NOJ遺伝子破

壊すると,醒工程末期における菌数および生存率が低下 した,

(考察)

高イノシ トール菌体は低イノシ トール菌体に比べ,エタノール溶液中で高い生

存率を示 し (Fig.5･2),細胞内成分の漏出も抑制 された (Fig.5-4)が,これは

高イノシ トール菌体が細胞膜の透過バ リア能が高いことを示唆 している.

また,高イノシ トール菌体は,低イ ノシ トール菌体 より高いICP値を示 した

(Table5-1).ICP値は細胞のvitalityの指標の1つであり,酵母を酸性環境 (pH

3.0)に置いた時の細胞のプロ トン排出能を測定する手法である.高イノシ トー

ル菌体はエタノールの存在 しない場合においても,プロ トン排出能が高く,細胞

のvitalityが高いことがわかった.エタノール存在下における酵母の死滅は酸性

条件下において特に顕著であったので (Fig.5･3),エタノール耐性 を示すには

プロ トン排出能が高いことが重要であると考えられる.またェタノール耐性の高

い高イノシ トール菌体のICP値が高 く,プロ トン排出能が高いのは,細胞膜H+-

ATPase活性が高いためであると考察 した (Table5-2).

エタノールは細胞膜の疎水領域を撹乱ことによって膜透過性に影響 し,プロ ト

ンの細胞内-の受動的流入をもたらす108).その結果,細胞内成分の漏出を引き

起こし,細胞は死に至る. したがって,細胞膜の透過バ リアはエタノール中での

生存を維持する上で重要であり,高イノシ トール菌体は細胞質-のイオン恒常性

を決定づける細胞膜H十･ATPaseが高いため,膜バ リア能が高く,エタノール耐

性が高いものと結論 した.

次に,高イ ノシ トール菌体のH+-ATPaseが高い原因について検討 した.イノ

シ トールは酵母菌体において主に,PIあるいはスフインゴ態イノシ トール (セ

ラミド) として存在 し,細胞膜に分布する.低イノシ トール菌体 と高イノシ トー
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ル菌体の間にスフインゴ態イノシ トール含量の差はみ られなったものの,イノシ

トールを制限するとPI含量は著 しく低下 した (Fig.5･5).PIがH十･ATPaseに影

響する原因として,次の2つが考えられる.ひ とつは,PIのターンオーバーにお

いて,生成するジアシルグ リセ ロールによって活性化 されたproteinkinaseC

がATPaseタンパクの一部をリン酸化することによってATPaseが活性化 されるこ

とであ り,もうひ とつはPIが細胞膜上で直接ATPaseを活性化する環境を形成す

ることによるものである.前者に関 しては,ATPase活性がグル コースの存在下

で活性化 される主な理由として報告されている109).後者に関 しては,invitroに

おいて,PIを反応液に添加するとATPase活性が増大することが報告 されている

110).高イ ノシ トールおよび低イ ノシ トール菌体か ら調製 した無細胞抽出液を

Zwittergent3-14で可溶化 し,飽和量のPIを添加 してATPaseを混合 ミセル中で

再構築 した場合 には,両菌体間のH十･ATPase活性 の差 は見 られ な くなった

(Table5･4).このことから,イノシ トール レベルの高い菌体のH+･ATPaseが高

いのは,細胞膜においてPI含量が高 くなることによって, H十･ATPase活性を高

めるのに有利な膜脂質環境を形成するためであると考えられた. リン脂質 とH十･

ATPase活性 との関係について,PS含量の高い細胞はPEやPC含量の高い細胞に

比べて,エタノール耐性であり, リン脂質の陰イオンと両性イオンの比が耐性に

重要であるとの報告がある111).また, リポ ソームの負荷電 とミ トコン ドリア

ATPase活性が直線的関係にあるとする報告112)がある.酸性 リン脂質であ り,

負荷電をもつPIの増大がATPaseの活性化をもたらしたことも,膜の荷電 と関係

があると推察 した.

イノシ トールが制限され,菌体内イノシ トール レベルが低い酵工程初期には,

酵母H+･ATPase活性は低 く,エタノール耐性が低かったが,末期においてイノ

シ トール レベルが増大すると,H+-ATPase活性 も増大 し,エタノール耐性 も高

くなった (Fig.5･7).酵母のイノシ トール生合成遺伝子であるINOlを破壊する

と,末期における細胞密度が低下 した (Table5･5).第2章において述べたよう

に,醇において酵母が増殖するためのイノシ トールはほとんど原料米中のフィチ

ンの分解によって供給 されるが,酵母による生合成 も酵母の増殖に重要な因子で

あることがわかった.また,(NOlを破壊すると酵工程末期の生存率が低下 した.

酵母のイノシ トール合成遺伝子は酵工程末期の酵母の生存率を高める上で,重要

であることがわかった.

形において,酵母菌体内イノシ トール レベルはエタノール耐性に影響を与える

重要な因子であるとともに,酵母のイノシ トール合成酵素は,鯵における酵母の

細胞密度を高め,末期の高エタノール環境下における生存率を高めることによっ

て健全な醗酵を導 く役割を担 うと考える.
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総括

本論文では,清酒醸造において原料か ら供給 され,また酵母によって生合成 さ

れるイノシ トールが清酒の品質にどのような影響を与えるかを解明す ることを目

的 として研究を行い,次のような成果を得ることができた.

原料米において,イノシ トールの大部分はフィチン態 として存在する.フィチ

ンは,ほとんどが米粒外層の糊紛層に存在するため,高度精 白米が使用 され る清

酒醸造において,原料から供給 されるイノシ トールは限られている.その結果,

鯵におけるイノシ トールの酵母-の供給量は少なく,酵母の増殖期にイノシ トー

ルが枯渇 し,増殖量も制限を受けた.また,このようなイノシ トール制限環境の

ため,酵工程初期には,酵母菌体内イノシ トール レベル も低 く抑えられた. しか

し,その後,酵工程の進行 とともに,菌体内イノシ トール レベルは増大 し,末期

においては最大 レベルに達 した.このような醇における酵母菌体内イノシ トール

レベルの増大は,原料から供給 されたイノシ トールを酵母が利用するためではな

く,酵母のイノシ トール生合成によるものであった.

次に,フィチンか らイノシ トールを生成する酵素について検討 した.酵母を低

リン酸培地で培養 し,APを誘導 させた場合には,フィチンをイ ノシ トール とし

て利用 し,増殖できたが,高 リン酸培地でAPを抑制 した場合には,増殖できな

かった. したがって,酵母由来APはフィチンか らイ ノシ トールを生成する活性

を有することがわかった.麹の代替 として,フィチン分解活性をもたない醸造用

酵素を用いて醇を仕込んだ場合, リン酸を添加 しない醇では酵母は増殖できたが,

リン酸を添加 して酵母のAPの発現を抑制す ると,イ ノシ トールの不足によって

増殖できなくなった. したがって,醇においても酵母APは原料米中のフィチン

からイノシ トールを遊離する役割を果たす ことがわかった.

なお,原料米中のフィチンが酵素の作用によって分解 し,イノシ トールを生成

するためには,フィチンが醇の液相中に可溶化 されることが必要であった.米粒

において,フィチンはア リュ-ロン願粒中で,不溶性の状態で存在する.ア リュ

-ロン頬粒は蛋白質で構成 されているため,鯵において原料米中の蛋白質が分解

を受けるとフィチンは液相中に可溶化 された. したがって,鯵において,麹のプ

ロテーゼは蛋白質の分解を通 じてイノシ トールの生成を促進すると考察 した.

低 リン酸 下 で誘 導 され る酵 母 のAP遺伝 子 と して, PHO5,PHO513,

PHOll,PHO12が存在す る. この うち,主要AP遺伝子 として知 られ てい る

PHO5お よびPHO5-3は フ ィチ ン分解 に対 す る効 果 が低 く,PHOllお よび

PHO12が最 もフィチンの分解に効果があることがわかった.この結果は,酵母

におけるPHOllおよびPHO12遺伝子の新たな機能を兄いだ した点で重要である

と考える.

イノシ トールは酵母の増殖因子であ り,特に,清酒醇のような低温環境下におい
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て,酵母はイノシ トール要求性を示すため,醇においてイノシ トールの供給量が

酵母の増殖や清酒の晶質に影響を与える重要な因子であることが予想 される.そ

こで,醇において酵母-のイノシ トールの供給が制限されることが清酒の晶質に

とって,どのような意義があるかについて検討 した.

まず,イノシ トールが清酒の主要芳香成分の1つであるカプロン酸エチル生成

量に与える影響を検討 した.精米歩合70%の原料米を使用すると,80%以上の

原料米を使用 した場合よりも,製成酒のカプロン酸エチル含量が高くなった.こ

れは高度精白米を使用すると,イノシ トールの供給量が制限されることに起因し

た.

醇において,イノシ トールの供給量は酵母のカプロン酸エチル生成に関与する

酵素活性に影響を与えなかった.一方,イノシ トールを制限すると,酵上清のカ

プロン酸等の中鎖脂肪酸含量が増大 した. したがって,イノシ トールが制限され

た時,カプロン酸エチル生成量が増大するのは,その基質であるカプロン酸の生

成が促進されるためであることがわかった.

イノシ トールによる負の制御遺伝子であるOPIha伝子を破壊すると,過剰の

イノシ トールを供給 しても,カプロン酸の生成が抑制されなかったことから,イ

ノシ トールによってカプロン酸等の中鎖脂肪酸生成量が減少するのは,OPZlを

介 した脂肪酸合成遺伝子の転写抑制によると考えられた.そこで脂肪酸合成遺伝

子の うち,どの遺伝子の発現が最もカプロン酸等の中鎖脂肪酸生成量に影響を与

えるかを調べるため,ACS2,ACC1,月4Sl,FAS2遺伝子をそれぞれ構成発現

させ,培養上清の中鎖脂肪酸を定量 した.中鎖脂肪酸含量は,E4Slを構成発現

させた場合にのみ増大 し,その他の遺伝子を構成発現させても含量は変わらなか

った. したがって,イノシ トールが制限された時,カプロン酸エチルの生成が促

進 されるのは,FHSl遺伝子の発現抑制が解除され,中鎖脂肪酸の生成量が増加

するためであると結論 した.

次に,製成酒のもう1つの主要芳香成分である酢酸イソアミル生成に与えるイ

ノシ トールの影響について検討 した.精米歩合70%の原料米を使用すると,製

成酒の酢酸イソアミルおよびE/A比 (酢酸イソアミル/イソアミル含量)が高くな

った.これは高度精白米を使用 した場合,イノシ トールの供給が制限されること

によって酢酸イソアミル生成酵素であるAATase活性が増大するためであった.

カプロン酸エチルの場合 とは異な り,OPIl遺伝子破壊株においても,醇に過剰

のイノシ トールを添加すると,酢酸イソアミル生成量は低下した.イノシ トール

を添加 しても,AATaseをコー ドするATFlおよびATF2遺伝子の発現量は変わら

ないことから,イノシ トールによってAATase活性が低下するのは,遺伝子の転

写量が変化することによるものではないと考察 した.

そこでイノシ トールによってAATase活性が低下する原因を明らかにするため,

98



以下の検討を行った.イノシ トール添加鯵の酵母は無添加鯵の酵母の約3倍のPI

含量を示 した.イノシ トール添加および無添加醇から調製 した無細胞抽出液をク

ロロホルム抽出あるいはホスホ リパーゼCで処理 して,両者のPI含量の差をなく

すと,両者のAATase活性の差はみられなくなった.また,AATaseの粗酵素溶液

に種々の リン脂質を添加 して活性を測定 したところ,PCおよびPEよりPIは活性

を強く阻害 した.さらに,各 リン脂質をイノシ トール添加鯵の酵母のリン脂質組

成比に合わせて反応液に添加 した場合は,無添加酵母の組成に合わせて添加 した

場合に比べて,AATase活性は26-55%に低下 した.以上の結果から,イノシ ト

ール添加によって醇の酵母AATase活性が低下するのは,酵母のPI含量が高くな

り,PIがAATase活性を強く阻害するためであると結論 した.なお,PIが他のリ

ン脂質より強くAATase活性を阻害するのは,PIが酸性 リン脂質であり荷電をも

つため,酵素タンパクにより強く結合 し, リン脂質分子中の不飽和脂肪酸による

活性阻害効果を高めるためであると考察 した.

清酒醇において高度に鴇精 した原料米を使用することは,酵母-のイノシ トー

ル供給を制限することによって,清酒の重要な芳香成分であるカプロン酸エチル

および酢酸イソアミル含量を同時に高め,香 りの豊かな清酒を醸造する点で,檀

めて意義深いことであると結論 した.

次に,酵母のエタノール耐性に与えるイノシ トールの影響について検討 した.

第1章で述べたように,酵母菌体内イノシ トール レベルは,酵工程初期には低い

が,末期においては酵母のイノシ トール合成酵素の働きによって最大のレベルに

達する.菌体内イノシ トール レベルが異なっても,エタノール存在下における醗

酵速度は変わらなかったが,菌体内イノシ トール レベルはエタノール存在下での

生存率に影響を与え,イノシ トール レベルの高い酵母は低い酵母に比べてエタノ

ール耐性が高いことがわかった.また,イノシ トール レベルの高い酵母はエタノ

ール存在下において,死滅にともな う細胞内成分の漏出量 も少な く,酵母の

vitalityの指標の1つであるICP値 (細胞内pH)も高かった. したがって,イノ

シ トール レベルが高い酵母はプロ トン排出能に基づく膜バ リア能が高いことが示

唆された.

そこで,イノシ トールが細胞膜H十･ATPase活性に与える影響について検討 し

た.イノシ トール レベルの高い菌体は低い菌体の約2倍のH'-ATPase活性を示 し

た.エタノールは細胞膜の疎水領域を撹乱することによって膜透過性に影響 し,

プロ トンの細胞内-の流入をもたらし,細胞内成分の漏出を引き起こし,細胞を

死に至らしめる108).したがって,細胞膜の透過バ リアはエタノール中での生存

を維持する上で重要であり,酵母はイノシ トール レベルが高い時,H十･ATPase

活性が高くなるため,プロ トン排出にもとづく膜バ リア能が高く,エタノール耐

性が高くなると結論 した.
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イノシ トール レベルが異なっても,スフインゴ態イノシ トールのレベルは変わ

らなかったが,イノシ トール レベルが高くなると酵母のPI含量が増大すること

を見出 した.イノシ トール レベルの異なる酵母から調製 した無細胞抽出液をPI

を飽和 させた混合 ミセル中に再配置すると, H+･ATPase活性の差はみられなく

なった.このことか ら,イノシ トール レベルの高い酵母のH+･ATPase活性が高

くなる理由はPI含量が高 くなることによってH十･ATPase活性を高めるのに有利

な膜脂質環境が形成 されるためであると考える.

鯵においてもイノシ トール レベルの低い初期においては,H+･ATPase活性が

低 く,エタノール耐性 も低いが,イノシ トール レベルが高くなる末期には,H'-

ATPase活性が高くなり,エタノール耐性 も高くなった.イノシ トール生合成酵

素遺伝子1NOlを破壊すると,酵工程末期における酵母細胞密度が低下し,同時

に,死滅率が上昇 した.酵工程末期において酵母が死滅すると,エタノール収率

が低下するだけでなく,酵母菌体内成分の漏出にともなう製成酒のアミノ酸の増

大など,清酒の品質を劣化 させる原因となる.鯵において,酵母のイノシ トール

合成酵素は,菌体のイノシ トール レベルを増大させることによってエタノール耐

性を向上させるとともに,酵母の細胞密度を高め,末期の高エタノール環境下に

おける生存率を高めることによって健全な醗酵を導く役割を果たす と考察した.

本研究において,高度精白米の使用は,酵工程初期にイノシ トール制限環境を

作 り出すことによって,香 り高い清酒の醸造を可能にすることを示 した.また,

酵工程末期においては,酵母がイノシ トールを合成することによって,エタノー

ル耐性を高め,雑味のない清酒の醸造を可能 とする点において,清酒醸造は理に

かなった洗練 された製法であることを証明した.

今後の課題 としては,本研究において得られた知見を,香 りの高い清酒を得る

ための新たな醸造方法の開発および新規な香気高生成酵母や高エタノール耐性酵

母の育種に応用することである.例えば,第3章,第4節で示 したように,酵母

のOPZl遺伝子破壊株は,イノシ トールが十分に供給 された環境においても,著

量のカプロン酸エチルを生成する.しかし,同遺伝子破壊株は現在のところ,莱

醸造に使用することができない.OPZlの機能を欠損 した変異株を効率よく取得

する技術を開発できれば,イノシ トールの供給量の多少に関係なく,安定的に香

りの高い清酒の製造が可能 となることが期待できる.
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要約

清酒鯵におけるイノシ トールの成因と酵母の香気生成能およびエタノール耐性

の促進に関する研究

原料米を鴇精するとともに,イノシ トール含量は大きく減少 した.清酒鯵にお

いては,高度に鴇精された原料米が使用されるため,酵母-のイノシ トールの供

給が制限された.その結果,鯵において,酵母は生育促進因子であるイノシ トー

ルが不足するため,増殖は制限を受け,同時に菌体内イノシ トール レベルは低く

抑えられた.しかし,酵工程末期には,酵母のイノシ トール合成酵素の働きによ

って,菌体内イノシ トール レベルは増大 した.

鯵において,酵母が増殖するためには,原料米中のフィチンの酵素分解によっ

て,イノシ トールが遊離 し,酵母に供給されることが必要であった.麹の酵素以

外に,低 リン酸下で誘導される酵母APがフィチン分解酵素 として作用 した.主

要な酵母APをコー ドするPHOSおよびPHO5-3はフィチンの分解にそれほど効

果的ではなく,PHOllおよびPHO12がフィチンの分解に効果的であった.また,

フィチンが酵素作用を受けるためには,原料米中のタンパク質が分解されてフィ

チンが可溶化されることが必要であった.

醇において,イノシ トールの酵母-の供給が制限されることは,製成酒の香気

成分であるカプロン酸エチルおよび酢酸イソアミル含量を高める上で有利である

ことがわかった.

イノシ トールが制限されると,酵母のイノシ トールによる負の制御遺伝子であ

るOPJlを介する脂肪酸合成遺伝子FASlの発現が脱抑制され.中鎖脂肪酸の生成

が促進された.したがって,イノシ トールが制限された時,カプロン酸エチル生

成が促進 されるのは,その基質であり,中鎖脂肪酸の1つであるカプロン酸生成

量が増大することに起因することを示 した.

鯵において,イノシ トールが制限された時,酵母の酢酸イソアミルの生成が促

進されるのは,酵母のAATase活性が増大するためであった.イノシ トールの制

限によってAATase活性が増大するのは,酵母菌体において,他の リン脂質より

強くAATase活性を阻害するPI含量が低下するためであった.PIがAATaSe活性

を強く阻害するのは,PIが酸性 リン脂質であり,荷電をもつため,酵素タンパ

クに強く吸着することによることを示 した.

イノシ トール レベルの高い酵母はエタノール中での生存率が上昇 した.イノシ

トール レベルが高い酵母は,細胞膜H'-ATPase活性が高く,プロ トン排出にも

とづく膜透過バ リア能が高いため,エタノール耐性が高くなることがわかった.

イノシ トール レベルの高い酵母のH十･ATPase活性が高くなるのはPI含量が高 く
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なることによってH+･ATPase活性を高めるのに有利な膜脂質環境が形成 される

ためであるとことを示 した.

清酒醸造において高度精白米が使用されることは,酵工程初期に,イノシ トー

ル制限環境を作 り出すことによって,香 り高い清酒の醸造を可能とする.また,

酵工程末期においては,酵母はイノシ トール合成酵素の作用によって,イノシ ト

ール レベルを高めることによって,エタノール耐性を高め,雑味のない清酒の醸

造が可能 となると結論 した.
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Summary

Studyontheproductionofinositolduringsakemashprocessanditsfunction

intheflavor-formlngabilityandethanoltoleranceofyeast

Thecontentofinositolinricemarkedlydecreasedduringa

polishingprocessofrice.Insakemash,thesupplyorinositoltoyeastcells

waslimited,whenhighlypolishedricewasused.Consequently,attheinitial

stageofsakemash,thegrowthoryeastcellswaslimitedandthecellular

inositolleveldecreasedduetothedeficiencyofinositol.However,atthe

finalstage,thecellularinositollevelwasincreasedbytheactivationof

inositoト1-phosphatesynthesisinthecells.

Insakemash,yeastrequiredinositolfわrthecellgrowth,liberatedby

theenzymatichydrolysisofphytate.Acidphosphatase(AP)oryeastinduced

underlowphosphateconditionshadthesameeffectaskoji-enzymesonthe

hydrolysISOfphytate.AmongtheAp-encodinggenes,PHOllandPHO12

weremoreresponsibleforthehydrolysISOfphytatethanPHO5andPHO5-3,

whicharethemajorgenesforAPinyeast.Thehydrolysisofphytatewas

dependentonthesolubilizationofphytate,whichwasbroughtbythe

degradationofproteinsinrice.

Theinsumcientsupplyorinositoltoyeastcellsincreasedthe

productionofethylcaproateandisoamylacetatethatbringperfumetosake.

Inaddition,itincreasedtheproductionofmiddlechainfattyacids,owlngtO

thederepressionofthefattyacidsyntheticgeneluSlmediatedbythe
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negativeregulatorygeneOPIl.Theseresultssuggestthattheproductionof

ethylcaproatewaspromotedbytheincreaseincaproate,whichwasbrought

bythelimitofinositolinsakemash.

Theinsumcientsupplyofinositoltoyeastcellsalsoincreasedthe

activityofacetyltransferase(AATase),whichcatalyzesthebiosynthesisof

isoamylacetateinyeast,Withtheincreaseinisoamylacetate.Theincreasein

AATaseactivitywasprobablyduetothedecreaseinphosphatidylinositol(PI)

inyeastcells,becausePIinhibitedtheAATaseactivitymorestronglythan

otherphospholipidstested.PIisnegativelycharged,andlikelytobeadsorbed

readilybytheAATase.

Thehigherinositollevelinyeastcellsresultedintheincreasedcell

viabilityinthepresenceofethanol.Itwasdemonstratedthattheincreased

ethanoltoleranceofyeastcausedbyinositolresultedfromahigh

permeabilitybarrieroryeastmembranebasedonahighcapacltytOextrude

protonsofplasmamembraneH十一ATPase･Itwasconsideredthattheincreased

H'-ATPaseactivltyinhighinositolcellsresultedfromtheincreasedPI

contentavailablefわrthefわrmationoflipidenvironmentinthemembraneto

stimulateitsactivity.

Iconcludedthattheuseofhighlypolishedricemakesitpossibleto

producesakewithdesirableperfumethroughtheinositol-limitedenvironment

attheinitialstageofsakemash.Attherlnalstageofsakemash,theelevation

ofcellularinositollevelbytheincreasedbiosynthesisofinositolresultedin

thepromotionofethanoltoleranceofyeast,whichwillleadtomanufacture

sakewithafinetaste.
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