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緒言  

1  泡 盛 とは  

泡盛は、清酒、本格焼酎とともに日本の國酒の 1 つで 1 )、約 600 年の歴史

を有する日本最古の蒸留酒である。沖縄県では、古来より現在まで日常的な

晩酌から大小の宴会、冠婚葬祭など様々な場面で広く愛飲され、地元酒とし

て親しまれている。特に、華やかでフルーティーな香りとともに、年単位の貯蔵

により熟成し芳香や甘みが増強される特徴は、他の酒類にはない重要な付加

価値である  (図 1)。  

泡盛は、酒税法上単式蒸留しょうちゅうに分類され「米こうじ  (黒こうじ菌を

用いたものに限る。 )  及び水を原料として発酵させたアルコール含有物を酒

税法第三条第十号イに規定する単式蒸留機により蒸留したもの  (水以外の

物品を加えたものを除く。 )  」 と規定されている 2 )。すなわち、泡盛とは①単式

蒸留しょうちゅう、のうち、②黒麴菌のみの米麴を使用、③全麴仕込み、の条

件を同時に満たす酒類である  (図 2)。泡盛醸造には黒麹菌、泡盛酵母、水

のみを用いること、また、本格焼酎や清酒などのような段仕込みは行わず比較

図 2  泡 盛 の酒 税 法 上 の位 置 づけ  3)  を一 部 改 変  

図 1  沖 縄 での泡 盛 酒 造 所  (左 )  、居 酒 屋  (右 )  の甕 熟 成  
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的単純な製造工程であることなどから、泡盛はその醸造に用いられる「泡盛

酵母」および「黒麴」の影響が極めて大きい蒸留酒である。  

 

2  泡 盛 醸 造 の概 要  

泡盛は以下のような工程で醸造される  (図 3)。原料は米のみ  (ほとんどの

泡盛はインディカ米 )  で、洗米、浸漬、蒸煮後、泡盛黒麹菌を種付けし、２ -

３日間製麹することで黒麹を得る。この黒麹 と、泡盛酵母、水を混合したもろ

みを 14-30 日間発酵する。発酵後のもろみを単式蒸留器で蒸留することで泡

盛が得られる。通常は、蒸留後数ヶ月保管し風味を安定させ、「一般酒」 とし

て製品化される。一方、蒸留後の泡盛はステンレスタンク、甕 、樽などに貯蔵

され、蒸留後 3 年以上保存したものが「古酒」として販売される。  

 

3  泡 盛 醸 造 微 生 物 の歴 史 的 背 景  

泡盛の醸造工程では、米を原料とし、黒麹菌  (Aspergil lus luchuensis ) 

でデンプンを糖化、さらに酵母  (Saccharomyces cerevisiae ) でアルコール

発酵を行う 4 )。これらの黒麹菌、および酵母は、泡盛の酒質に大きな影響を

与えている。  

現在の泡盛醸造では培養した酵母種を用いることで安定した醸造が可能

となっている。一方、以前の泡盛醸造では、前回醸造したもろみを酵母種とし

て用いる「差しもと」 と呼ばれる方法で酵母を主体とした微生物環境を維持し

てきた。従って、この時代のもろみには、多様な微生物が存在する菌叢であり

酵母を含め様々な株が含まれていたと考えられる。また、差しもとによる醸造管

理では、醸造環境ごとにそれぞれ異なる菌叢が維持されていたと考えられ、  

(積極的には意図していたわけではなかったと考えられるものの )  酒造所ある

いは地域ごとに特有なもろみ菌叢あるいは酵母株が存在し、泡盛風味の個

性化に寄与していたと考えられる。  

図 3  泡 盛 の醸 造 工 程  
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泡盛酒造所ではこのように  、以前は  (結果として )  酒造所ごとに異なる微

生物を使用していたと考えられる。しかしながら、第二次世界大戦の沖縄戦に

より多くの酒造所が壊滅的な被害を受けたことで、人的被害はもちろん、泡盛

醸造に関する技術やノウハウとともに、受け継がれてきた醸造微生物の多くが

消失した。戦後、泡盛醸造は一時的に衰退したものの、その後、先人達の努

力により泡盛が復興し、この過程で泡盛醸造に適した黒麹菌および酵母株

が選抜され、現在の泡盛醸造において優良株として活用されている。  

酵母に関しては、1981 年にエタノール生産性および芳香性の高い泡盛 1

号酵母が選抜され 5 ) , 6 )、醸造の大幅な安定化が実現した。1988 年には、こ

の泡盛 1 号から「泡なし酵母」である泡盛酵母 101 株が分離され醸造中に

気泡が形成されにくいため生産効率がさらに向上した 7 )。この 101 株が現在

ほぼ全ての酒造所で用いられ、唯一の汎用泡盛酵母となっている。  

一方、発酵学や微生物工学の発展はめざましく、様々な酒類を対象とした

研究成果が多く得られている。これらの研究のほとんどは、ビール、清酒、ワイ

ン、ウイスキーなど主要な酒類を対象とした成果が中心となっている。また、昨

今の酒類の市場では、特徴ある風味が嗜好されるなどカテゴリ全体での風味

のバラエティー化が注目されている。このような状況の中で、地域発酵食品で

ある泡盛においても、新たな泡盛醸造の学術的基盤や技術開発が求められ

ており、他の酒類の研究成果の応用とともに、泡盛に特有な成分や現象の研

究を進める必要性がある。  

 

4  泡 盛 で注 目 される香 味 成 分  

泡盛の品質に影響する成分は、数百種類あると考えられているものの、多く

の成分は風味との直接的な関連性は不明であり、官能表現との関連性が報

告されている成分はこのうち 30 程度である 8 ) - 1 0 )。さらに、これらの成分にはオ

フフレーバーも多く、高含有することにより泡盛の風味向上が期待できる成分

は限られている。本研究では、このうち酢酸イソアミル、およびバニリンに注目し

た研究を行った  (図 4) 。  

清酒の吟醸香成分として知られている酢酸イソアミルおよびカプロン酸エチ

ルは、泡盛にも含まれている成分で、高含有することによりフルーティーで爽や

かな風味になることから、泡盛においても好まれる成分である。このうち、酢酸

イソミルは、酵母の代謝により生成される  (図 5)。この経路では、ピルビン酸か

ら、α -アセト乳酸、α ,β -ジヒドロキシイソ吉草酸、α -ケトイソ吉草酸、αイソプ
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ロピルリンゴ酸、β -イソプロピルリンゴ酸 、α -ケトイソカプロン酸、イソバレルア

ルデヒド、イソアミルアルコールを経て酢酸イソアミルが生成される。また、この

経路のα -ケトイソカプロン酸からはロイシンが合成される。一方、α -ケトイソ吉

草酸からα -イソプロピルリンゴ酸への変換を触媒するα -イソプロピルリンゴ酸

シンターゼ Leu4 は、ロイシンによるフィードバック阻害を受けることでロイシンの

細胞内含量を調節している  (図 5)11 )。従って、ロイシンによるフィードバック阻

害が抑制されるなどロイシンを高生産する酵母株が得られれば、Leu4 の活性

が維持され、ロイシンとともに酢酸イソアミルの高生産が期待できる。  

一方バニリンは、泡盛の重要な古酒香成分の 1 つで、熟成により増加し、

図 5  酵 母 における酢 酸 イソアミル生 成 経 路  

図 4  本 研 究 で注 目 する泡 盛 の重 要 な香 味 成 分 である酢 酸 イ

ソアミルおよびバニリン  
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古酒香の大きな付加価値である甘い風味の増強に寄与する成分である。バ

ニリンは、以下の過程で泡盛古酒に含まれることが分かっている 1 2 )。原料米

に含まれる細胞壁を構成するアラビノキシランとエステル結合しているフェルラ

酸が酵素によりもろみ中に遊離する。このフェルラ酸がもろみ中で酵母など微

生物の作用により 4-ビニルグアヤコール  (4-VG) に変換される。もろみの蒸

留時に、フェルラ酸は蒸留液に移行しないものの、4-VG は蒸留液に移行し

泡盛中に含有される。その後、年単位の貯蔵の過程で 4-VG からバニリンに

変換する  (図 6)。泡盛以外の酒類では 4-VG はオフフレーバーとして低減を

目指した取り組みも多く、これまでに、ワイン 1 3 )、ウイスキー1 4 )、ビール 1 5 )、お

よび清酒 1 6 )において酵母あるいは乳酸菌がフェルラ酸を脱炭酸し 4-VG に

変換することなどが報告されている。また、焼酎では醸造用酵素剤を用いて

4-VG 濃度を上昇させる取り組みの報告がある 1 7 )。一方、泡盛においては、

最近、フェルラ酸から 4-VG への変換に黒麹菌の関与が報告され、現在の一

般的な泡盛醸造の環境では、泡盛に含まれる 4-VG 濃度は黒麹菌の寄与が

高いことが示されている 1 8 )。  

本研究では、泡盛の品質に重要なこれらの酢酸イソアミル、およびバニリン

に注目し、酵母およびその他の醸造微生物について研究を行った。  

 

  

図 6  泡 盛 醸 造 におけるバニリンの生 成 過 程  
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第 1 章  従来の泡盛酵母を親株とした新たな酵母の

育種  

1-1  泡 盛 酵 母 １ ０ １ 株 の全 ゲノム解 析  

1-1-1  背 景  

従来の泡盛酵母である 101 株は、1980 年代に泡盛もろみより分離された

親株から得られた唯一の汎用泡盛酵母株で、この親株である泡盛 1 号酵母

は、泡盛もろみから分離された 5 ) - 7 )。親株である 1 号酵母は、その形態や生

化学的特性などから Saccharomyces cerevisiae であることが確認されてい

る 6 )。一方、酵母の詳細な遺伝子情報や系統的位置づけが不明であることか

ら、ここでは全ゲノム情報を取得し、解析を行った。  

1-1-2  材 料 と方 法  

1) 試 料  

沖縄国税事務所で分離され  (独 )  酒類総合研究所で維持管理されてい

る S. cerevisiae AW101 株を使用した。  

2) 全 ゲノムデータの取 得  

供与された菌体は、YPD Broth 4  ml で 3-4 日間培養した菌体を集菌後、

凍結破砕し、フェノール /クロロホルム /イソアミルアルコール  (PCI) 法に従い

ゲノム DNA を抽出精製 した。ゲノム DNA は Qubit  (Thermo Fisher 

Scienti fic )  に て 定 量 し 、 Nextera DNA Library Preparation Kit  

(Il lumina) を用いてライブラリを作製し、MiSeq Reagent Kit v2 および v3 

(Il lumina) により全ゲノムデータを取得した。  

3) ドラフトゲノム配 列 の構 築  

得 られた全 ゲノムデータは、 CLC Genomics Workbench バージョン  

8.5.1 (Qiagen) を使 用 して品 質 評 価 を実 施 し、 quality score  (l imit,  

0.05) に基づいてトリミングを行 った。次 に、 S. cerevisiae S288c (GCF 

_000146045.2) を参照ゲノムとして de novo アセンブリを実行した。参照ゲ

ノムは、de Bruijn グラフとそれに続くコンティグの作製には使用せず、グラフ

のあいまいさを解決するためにのみ使用した。遺伝子予測は、Augustus バ

ージョン  2.5.5 (4)  と  S.  cerevisiae の利用可能なトレーニングセットを使用
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して行った。  

4) 単 塩 基 変 異 を用 いた系 統 解 析  

系統解析は、以下の方法に従って実施した 1 9 )。次世代シーケンサーにより

得られたデータおよびデータベース上のリードデータを用いた。これらのリードを

S. cerevisiae S288c のゲノム配列に対してマッピングし、それらの結果から

変異情報を抽出し、SNV をつなげた仮想配列を作製しそれらを比較した。こ

れらの解析には CLC Genomics Workbench v22.0.2 (Qiagen) 、変異情

報から仮想配列の作製には独自に作製したスクリプトを用いた 2 0 )。これらの配

列 を も と に 、 MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

software 2 1 )を用いて Neighbor-joining 法にて系統樹を作製した。  

図 7  泡 盛 酵 母 101 株 の全 ゲノム解 析 の方 法 概 要 と結 果  
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1-1-3  結 果 と考 察  

1) 泡 盛 酵 母 101 株 のドラフトゲノムの作 製 と解 析 2 2 )  

泡盛酵母 101 株を対象として全ゲノム情報を取得した。得られたデータを

用いて、ドラフトゲノムの作製、および詳細な系統解析を行った  (図 7)。その

結果、冗長度約 174 の 8,623,236 リードが得られ十分なリード数であることを

確 認 した。このデータを用 いて、アセンブルを行 い、コンティグ数 =351 、

N50=75,854 bp、最大コンティグ長 =297,490 bp のドラフトゲノムが得られた。

推定ゲノムサイズは 11,455,750 bp、GC 含量＝ 38.2%、で 6,185 個の Open 

Reading Frame が推 定 された 。 こ れ ら の値 を実 験 室 酵 母 で あ る S.  

cerevisiae S288c、代表的な清酒酵母である S. cerevisiae K7 と比較した

ところ、大きな差異はなく類似していることが確認された 2 2 )。  

2) 泡 盛 酵 母 101 株 の詳 細 な系 統 解 析  

S. cerevisiae の種内の詳細な系統を解析に関して、これまでに複数の報

告がある 2 3 ) - 2 5 )。これらの報告によると、酵母の系統は採取地域の傾向ととも

に、ワイン酵母、清酒酵母など商用酵母のグループを形成し、パン酵母はワイ

ン酵母グループに近いこと、また、それらの間に系統的に離れた各地域の野

生酵母が位置していることなどが示されている  (図 8)。  

本研究では、101 株と同様に、10 株の酵母についてゲノム DNA を抽出し

ショートリードの全ゲノムデータを取得した  (表 1)。また、データベースから 20

株の Sequence Read Archive (SRA) data を入手し  (表 2)、合計 30 株

を用いて新たに構築した解析パイプライン（詳細は後述）により系統解析を行

った  (図 9)。その結果、本研究の新たな解析方法においても既報と同様に、

清酒酵母、ワイン酵母の汎用酵母がグループを形成し、パン酵母はワイン酵

母グループに近 く、清酒酵母とワイン酵母の間にやや系統的に離れた野生

株が位置するという結果が得られた  (図 10)。このことから、今回の解析方法

は、精度や結果に大きな問題はなく、S. cerevisiae の種内の詳細な系統解

析に活用できると考えられた。  

本法により泡盛酵母 101 株を解析したところ、清酒酵母グループに属する

ことが明らかになった  (図 10)。また、清酒酵母グループの中では清酒醸造に

広く利用されている K7 酵母とはやや離れた系統的位置であることがわかった。

現在広く用いられている 101 株が清酒酵母グループであったことは、泡盛酵

母の歴史を理解する上で極めて興味深く、重要な情報であると考えられる。  
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また、これらの結果は、酵母の系統による泡盛風味のバラエティー化を目指し

た取り組みでの基盤情報として活用できる。  

S.  cerevisiae の種内の詳細な系統解析についてのこれまでの報告では、

特定の遺伝子に焦点を当てた手法 2 3 ) , 2 4 )、およびゲノム全体を対象とした手

法 2 5 )などが用いられている。特定の遺伝子に焦点を当てた解析手法 2 3 ) , 2 4 )

は、対象となる領域がゲノム全体のごく一部であることから、精度や分解能に

課題があると考えられる。一方、全ゲノム情報を用いて１塩基置換  (SNV) を

対象とした系統解析の手法は 2 5 )精度が高く、本研究の手法に近い。しかしな

がら、この方法ではシーケンスにヘテロ変異の情報が含まれないようにするため、

ゲノム抽出前に一倍体を作製しており 2 5 )、解析対象とする全ての株で一倍

体を取得するのは極めて労力が大きいこと、また、SRA などのデータベースに

保存されている二倍体のシーケンス情報をそのまま用いることはできないという

図 8  S. cerev is iae の詳 細 な系 統 解 析  (文 献 25 を一 部 修 正 し引 用 )   

分 離 元 は株 名 の色 、採 取 地 はドットの色 で示 す。灰 色 の範 囲 は見 いだ

された系 統 のグループを示 す。  
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大きな問題点がある。本研究で用いた方法では、2 倍体の全ゲノム情報をそ

のまま用いることが可能で、ヘテロ変異はデータ比較の中で取り除き、ホモ変

異のみを解析対象とするというアルゴリズムを採用している。以上のことから、

本研究で用いた解析方法は、S. cerevisiae の種内の詳細な系統解析に極

めて有用であることが示された。  

 

 

図 9  全 ゲノム情 報 を用 いた詳 細 な系 統 解 析 パイプラインの概 要  

得 られた全 ゲノム情 報 は CLC Genomics Workbench  (CLC GWB) により解 析

し、マッピングファイルと変 異 比 較 ファイルを作 製 した。これらのデータを独 自 のス

クリプト 2 0 )により変 異 fasta ファイルを作 製 し、MEGA-X を用 いて系 統 樹 を描 画

した。  
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No. Strain ID Strain name Discription

1 MS010 101_18 商用泡盛酵母

2 MS056 RIB_K7 清酒酵母

3 MS080 OUT7009 Saccharomyces awamori  Inui、南満州鉄道研究所

4 MS103 EC1118 ワイン酵母

5 MS142 OUT7007 Saccharomyces awamori  Inui、南満州鉄道研究所

6 MS143 OUT7008 Saccharomyces awamori  Inui、南満州鉄道研究所

7 MS826 NBRC2373 1952年

8 MS852 NBRC0249 1941年、中沢亮治株

9 MS853 NBRC0282 1946年、長西廣輔株、南満州鉄道研究所

10 MS854 NBRC0965 1958年、中沢亮治株

No. Strain ID Discription Accession number

1 ZP793 Okayama_JP_plants ERR754615

2 ZP778 Okayama_JP_plants ERR754619

3 ZP652 Chiba_JP_plants ERR747924

4 ZP649 Chiba_JP_plants ERR915348

5 YPS128 USA_plants SRR4074383

6 YJM1387 JP_wine SRR800824

7 Y9 JP_plants SRR3481380

8 Y55 France_wine ERR1308763

9 S288c R64_300mer_fragment GCF _000146045.2

10 M5 Itaria_bread ERR1309325

11 M22 Itaria_bread ERR1308788

12 K12 JP_sake SRR3481424

13 IR2 Indonesia_food DRR164885

14 bread004 baker's yeast, Belgium SRR5678552

15 bread003 Belgium SRR5678574

16 bread002 Belgium SRR5678575

17 bread001 Belgium SRR5678580

18 BG1 Brazil_plants SRR403237

19 BC187 bread SRR9617887

20 AWRI796 bread SRR2967854

表 2  本 研 究 で参 照 した酵 母 株  

表 1  本 研 究 で全 ゲノム情 報 の取 得 および分 析 を行 った酵 母 株  
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A 

B 

図 10   S.  cerev is iae  での泡 盛 酵 母 101 株 の系 統 解 析  

(A)  Tradi t iona l  t ree (B)  Radiat ion phylogenet ic  t ree で示 した。系 統 樹

は Neighbor -Jo in ing 法 を、距 離 は最 大 複 合 尤 度 法 をそれぞれ使 用 した。  
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1-2  泡 盛 酵 母 101 株 を親 株 とした育 種 23 )  

1-2-1  背 景  

泡盛のもろみは、黒麹菌が生産するクエン酸の濃度が高いため低 pH であ

ること、発酵後のもろみのエタノール濃度は他の酒類と比較して高い 19%を上

回るレベルであること、発酵温度が比較的高いことなどから、泡盛もろみの酵

母は複合的なストレス環境にある。したがって、泡盛酵母はストレス環境下に

おいても高いエタノール生産性や香気成分の効率的な生産を維持できる能

力が必要である。これまでに、清酒酵母では香気成分の生成能を向上させた

複数の報告があり 2 7 ) - 2 9 )、これらのうちのいくつかは実用化に至っている。  

泡盛醸造では、沖縄県酒造協同組合 より唯一の汎用酵母 「 泡盛酵母

101」 が頒布され、一般の泡盛は当該株を用いて醸造されている。泡盛酵母

101 は、泡盛もろみでのエタノール生産性が高く、得られる泡盛の芳香が豊か

でバランスが良いことなど、泡盛醸造において極めて優れた特性を有している

7 )。したがって、101 株は泡盛醸造に適した基本となる遺伝的背景を有してい

ると考えられる。これらのことから、本研究ではこの 101 株の優れた醸造特性

を活用し、さらに芳香性に優れた泡盛酵母を育種することを試みた。  

具体的には、泡盛で好まれる芳香成分である酢酸イソアミルの増強を目指

した。前述したように、酢酸イソアミルは酵母の代謝の中でピルビン酸からα -

ケトカプロン酸、イソアミルアルコールを経て生成され、α -ケトカプロン酸からは

ロイシンが生成される。ロイシンの細胞内濃度はロイシンによる Leu4 活性のフ

ィードバック阻害により抑制され調節されている。トリフルオロロイシン  (TFL) 

は、ロイシンのアミノ酸アナログであり酵母に対して毒性を有する。TFL の毒性

は、ロイシン含量との比の影響を受けることから、酵母染色体への変異導入に

よりロイシンを高生産する株が得られた場合には、TFL 耐性が上昇しているこ

とが期待される。したがって、TFL 耐性が上昇している変異株をスクリーニング

することで、ロイシンの高生産とともに酢酸イソアミル生産性の向上が期待でき

る  (図 5、図 11)。  

これらのことから、本研究では泡盛酵母 101 株を親株として TFL 耐性およ

びロイシン生産性の上昇を指標として、酢酸イソアミル生産性が向上した育種

株の取得を試みるとともに、その機構の解析を行った。  
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1-2-2  材 料 と方 法  

1) 酵 母 株 とプラスミド  

泡盛酵母 101 株は酒類総合研究所より入手した。G418 耐性遺伝子  

(KanMX4) を含むセントロメア型の低コピー数プラスミド pYC130 (国立醸造

研究所提供 )3 0 )および  ADH1 プロモーターとターミネーターを含む  2μ プラ

スミドをベースとした高コピー数プラスミド  pAD4 (九州工業大学 J. Nikawa

提供 )3 1 )を使用して、LEU4 遺伝子をサブクローニングし、発現させた。大腸

菌 株  DH5 α  (F -  -80lacZM15   ( lacZYA argF )  U169 deoR recA1 

endA1 hsdR17 (r k
- m k

+ )  supE44 thi -1  gyrA96 )  を使用してプラスミドを構築し

た。  

図 11  TFL 耐 性 株 の取 得 によるロイシン、酢 酸 イソアミル生 産 性 上 昇

株 の取 得 の概 要  
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2) 培 地  

S. cerevisiae の増殖は、YPD 培地  (2% グルコース、1% 酵母エキス、

2% peptone )  および合成培地  SD+Am (2% グルコース、0.5% 硫酸アンモ

ニウム、0.67% yeast nitrogen base without ammonium sulfate and 

amino acids [Difco Laboratories])を用いた。S. cerevisiae 組換え株は、

200 μg/ml G418 を含む  YPD 培地または  SD+Glu 培地  (2% グルコー

ス、0.1% グルタミン酸、0.67% yeast nitrogen base without ammonium 

sulfate and amino acids ) で増殖させた。発酵試験には、200 μg/ml の

G418 を含む YM 培地  (酵母エキス 0.3%、麦芽エキス 0.5%、polypeptone  

1%、グルコース 1%) を用いた。大腸菌組換え株は、50 μg/ml ampici l l in を

含む  Luria-Bartani (LB) 完全培地 3 2 )で増殖させた。必要に応じて 2% 

Agar を含む寒天培地を用いた。  

3) L-ロイシンアナログ耐 性 変 異 株 の分 離  

6% ethyl  methanesulfonate 3 3 )で処理することにより変異を誘導した。変異

を誘発した細胞を、150 μg/ml TFL (約 0.8 mM) (和光純薬工業 )  を含む

SD+Am 寒天培地に塗布した。30℃で 3 日間培養した後、得られたコロニー

を回収し、細胞内のアミノ酸含量を評価した。  

4) 細 胞 内 アミノ酸 含 有 量 の測 定  

酵母を 5 ml の SD+Am 培地または SD+Glu 培地  (必要に応じて G418

を含む )  で培養した。30℃で一晩培養した後、培養サンプル 1 ml を洗浄し、

上記培地 5 ml に接種した  (OD6 0 0＝ 0.25) 。回転振盪しながら 30℃で 48

時間培養した後、細胞  (OD 6 0 0=10) を 2 回洗浄し、細胞内アミノ酸を沸騰

水で 20 分間抽出した。遠心分離  (15,000×g で 5 分間 )  後、各上清をアミ

ノ酸分析装置  (JLC-500/V、JEOL) で定量した。各アミノ酸の含有量は、

乾燥重量の百分率で示した。  

5) 泡 盛 の発 酵 試 験 と蒸 留  

実験室規模の泡盛醸造は、50 g の黒麹  (Aspergil lus luchuensis  [石

川種麹 ]を用いて培養 )、65 ml の水、および  0.3 ml の酵母の前培養液  

(初期濃度 2 x 105  cel ls/ml に合わせる )  を用いた。もろみを 25℃で 14 日

間培養し、最終もろみを得た。もろみの上澄みをろ過し、可搬式アルコール検

出器  (AL-3；理研計器 )  を用いてエタノール濃度を分析した。もろみ中の揮

発性成分は、質量分析  (GC-MS) と組み合わせたヘッドスペーストラップガ
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ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 定 量 し た 。 GC-MS 分 析 は 、 QP5000 

(Shimadzu) とキャピラリー  カラム  (Agi lent DB-WAX; 30 m ｘ  0.25 mm 

x  0.5 μm) の  GC-17A (Shimadzu) を用いて、水素炎イオン化検出器で

検出した。キャリアガスとしてヘリウムを流速 1.5 ｍ ｌ /分で用いた。カラムの初

期温度は４５℃で２分間保持し、3℃ /分の速度で 220℃まで昇温し、220℃で

１２分間保持した。インジェクター温度は 230℃、スプリットモード (スプリット比

1:5)で噴射 した。試料 は精製水で希釈 し、エタノール濃度 を  5% または  

15% に調整した。希釈したサンプル溶液を 20 ml バイアルに加え、バイアル

内の揮発性化合物を選択イオンモニタリング  (SIM) モードで MS によって同

定し、内部標準法によって定量した。質量分析計の条件は次のとおりである。

イオン化エネルギー： 70 eV、イオン源温度 ： 200℃、界面温度： 230℃、スキ

ャン質量範囲：m/z:  29-400。パイロットスケールの泡盛醸造は、ラボスケール

の 20 倍の規模で行った。また、さらに実機モデルでの小仕込み試験は、ラボ

スケールの 20 倍の規模で行うとともに、商業生産で実際に使われている麹  

(神村酒造 )  を用いて、仕込み後 5 日間は 1 回 /日の撹拌を行い、以降は撹

拌作業以外は密閉し、1 回 /2 日の撹拌を行いながら発酵した。フレーバーの

生成を分析するために、もろみの蒸留は水蒸留器  (MH943SBS; メガホー

ム)  を使用して常圧蒸留で行い、エタノール濃度が 10%に達した時点で停止

した。留出物を収集し、上記の方法に従って GC-MS にて分析した。  

6) 遺 伝 子 クローニングと塩 基 配 列 解 析  

TFL 耐性変異株 18-T55 とその親株である 101 株のゲノム DNA から、

KOD Plus DNA ポリメラーゼ  (東洋紡 )  を用いた PCR により、オープンリー

ディングフレームの前後  500 bp を含む全長 LEU4 遺伝子を増幅した。プラ

イマー  LEU4-up (5 ' -TGA CAC TTC CAC TCG GCT GTT AT-3' )  およ

び  LEU4-down (5 ' -GAT CTG CGA GAG TTC TTA CTG TT-3')  を使用

した。PCR 産物の塩基配列は、キャピラリーシーケンサーにより確認 した。

BLAST 検索プログラムを用いて、泡盛酵母の LEU4 の DNA 配列を実験室

株 S. cerevisiae S288c の DNA 配列と比較した  (LEU4 の GenBank ア

クセッション番号＝M12893) 。  

7) LEU4 遺 伝 子 の発 現 プラスミドの構 築  

野生型  LEU4 遺伝子を発現するプラスミド  pAD4-LEU4 を構築するた

めに、LEU4 遺伝子のコーディング領域を、KOD Plus DNA ポリメラーゼを
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使用 した PCR により、 101 株のゲノム DNA からプライマーLEU4 Fw 

(HindIII) (5 ' -CCC AAG CTT ATG GCT AAA CAG AGT ATT ATT GCT 

CTT GCT GAG AAT GCG GCC TC-3' )  および  LEU4 Rv (SacI) (5 ' -

CGC GAG CTC TTA TGC AGA GCC AGA TGC CGC AGC ATT CTT 

ACC TTC GAC CTC GGC-3')  を用いて増幅 し、  pAD4 の  HindIII-

SacI サイトにクローニングした。下線を引いた配列は、それぞれ HindIII およ

び SacI 制 限 部 位 の位 置 を示 す。 PADH1-LEU4-TADH1 融 合 体 は、

pAD4-LEU4 を鋳型として用い、融合プライマー  Fw:LEU4 (5 ' -GCG TAC 

GCG TCG ACG GTA CCG GGA TCG AAG AAA TGA TGG TAA ATG-

3 ')  および in- fusion  Rv:LEU4 (5 ' -GTT TAA ACG AAT TCG GTA CCG 

TGT GGA AGA ACG ATT ACA ACA GG-3 ')  を 、 In-Fusion HD 

Cloning によって  pYC130 3 0 )の  KpnI サイトに In-Fusion  HD Cloning Kit  

(タカラバイオ )  を用いてクローニングし pYC130-Leu4 を構築した。下線を引

いた配列は、KpnI 制限部位の位置を示す。  

変異した  LEU4 遺伝子を発現するプラスミド  pYC130-LEU4 (S542F)、

pYC130-LEU4 (A551V)、および  pYC130-LEU4 (S542F/A551V) は、

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies)  

および以下のプライマーを用いて pYC130-LEU4 から構築した。プライマー  

LEU4 ( S542F) q-change Fw (5 ' -CGT AGC AAA CTA CAC AGA GCA 

TTT* TCT AGG TTC TGG TTC TTC TAC GCA AGC -3')  および  LEU4 

(S542F) q-change Rv (5 ' -GCT TGC GTA GAA GAA CCA GAA CCT 

AGA A*AA TGC TCT GTG TAG TTT GCT ACG -3')、LEU4 (A551V) 

q-change Fw (5 ' -CTC TAG GTT CTG GTT CTT CTA CGC AAG T*TG 

CTT CTT ACA TCC ATC-3 ' )  および  LEU4 (A551V) q-change Rv (5 ' -

GAT GGA TGT AAG AAG CAA* CTT GCG TAG AAG A AC CAG AAC 

CTA GAG-3 ')、および  LEU4 (S542F A551V) q -change Fw (5 ' -  CGT 

AGC AAA CTA CAC AGA GCA TTT* TCT AGG TTC TGG TTC TTC 

TAC GCA AGT* TGC TTC TTA CAT CCA TC -3' )  および  LEU4 

(S542F/A551V) q-change Rv (5 ' -GAT GGA TGT AAG AAG CAA * 

CTT GCG TAG AAG AAC CAG AAC CTA GAA* AAT GCT CTG TGT 

AGT TTG CTA CG-3')。アスタリスクは、ヌクレオチド変異の位置を示す。101

株は、酢酸リチウム法により pYC130-LEU4 またはその変異体で形質転換し

た。形質転換体は、200 μg/ml G418 を含む YPD 寒天培地で選択した。  
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8) 形 質 転 換 体 の増 殖 能 の評 価  

G418 を含む  SD+Glu 液体培地で 30℃、2 日間培養した後、各株の約  

106 個および 10 - 1～ 10 - 4 の段階希釈液を SD+Glu 寒天培地にスポットし、

培養することでコロニーの増大を観察した。  

9) Leu4 活 性 の評 価  

Leu4 活性は、以下の手順に従って、acetyl -CoA と 5,5’ -dithiobis-(2-

nitrobenzoic acid)  (DTNB)との反応による 5-thio-2-nitrobenzoic acid  

(TNB)の増加をモニターすることによって測定した 3 4 )。YPD 培地  (必要に応

じて G418 を含む )  で 30℃、2 日間培養した後、細胞を回収し、蒸留水で洗

浄し、250 mM Tris -HCl (pH 8.5) に再懸濁した。細胞抽出物は冷却下、

マルチビーズショッカー  (安井機械 )  でガラスビーズで破砕することにより調製

し、酵素源として使用した。反応混合物は、最終容量 0.25 ml で以下を含

む :  200 mM Tris-HCl (pH 8.5)、80 mM KCl、200 μM acetyl -CoA、4 

mM β -ケトイソ吉草酸、および酵素溶液。30℃で 10 分間インキュベートした

後、0.75 ml のエタノールを加えて反応を停止させた。その後、20 mM Tris -

HCl (pH 7.5) 中の  1 mM DTNB 0.5 ml を加え、室温で  15 分間インキ

ュベートし、黄色の発色を  412 nm で測定した。得られた値は、β -ケトイソ吉

草酸を含まないブランクを用いて補正した。反応速度は、TNB の吸光係数  

15,570 M - 1  cm - 1  を使用して計算した。1 単位は、30℃で 1 μmol TNB/時

間  の形成を触媒する酵素の量として定義した。タンパク質濃度は、標準タン

パク質としてウシ血清アルブミンを用いた Bio-Rad タンパク質アッセイキットを

使用して測定した。  

10) Leu4 の立 体 構 造 予 測  

Leu4 の各 ア ミ ノ酸 置 換 の影 響 を分 析 するために 、 SWISS-MODEL 

(http: / /swissmodel.expasy.org/ )  を使用した相同性モデリングにより、野

生型および変異型 Leu4 構造を構築した 3 5 - 3 7 )。モデリングには、結核菌

Mycobacterium tuberculosis 由来の L-ロイシンに結合した LeuA を鋳型

構造として用いた  (PDB ID code:  3FIG)。M. tuberculosis LeuA と、泡

盛 酵 母 の 野 生 型 、 Ser542Phe 、 Ala551Val 、 お よ び  

Ser542Phe/Ala551Val の変異型 Leu4 とのアミノ酸配列同一性は、それぞ

れ  45.73%、45.73%、45.73%、および  45.55% であった。chain A の構造

は、Ser542Phe および  Ala551Val の変異型 Leu4 に使用し、chain B の
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構造は、野生型および Ser542Phe/Ala551Val 変異型 Leu4 に使用した。  

11) 変 異 型 LEU4 を発 現 する組 換 え株 の香 気 成 分 含 有 量 の測 定  

酵母菌株をＹＭ液体培地  (必要に応じて G418 を含む )  で 200 ｍ ｌの三

角フラスコを用いて 30℃で３日間培養し、香味の生成を GC-MS で分析した。

GC-MS 分析は、AOC-5000 PLUS オートサンプラーを備 えた  GCMS-

QP2010 SE (島津製作所 )  で実施した。キャリアガスとしてヘリウムを流速

0.61 ml/分で使用した。カラムの初期温度を  40℃  で  5 分間保持し、4℃ /

分  の速度で  60℃  まで昇温 し、 1℃ /min の速度で  70℃  まで昇温 し、

10℃ /分の速度で 120℃まで昇温し、15℃ /分の速度で 240℃まで昇温し、

240℃で 5 分間保持した。インジェクター温度は 250℃、スプリットモード (スプ

リット比 1:5)で噴射した。PTFE セプタムキャップで密封された 20 ml バイアル

中の精製水中の各イソアミルアルコール溶液  (0.3〜300 μg/ml )  1.8 ml に、

精製水中の n-アミルアルコール溶液  (20 μg/ml )  0.2 ml を加えた。内部標

準として水を用いた。サンプル溶液は精製水で  10 倍に希釈した。希釈した

サンプル溶液を、イソアミルアルコール  溶液と同じ方法を使用して、内部標

準 とともに  20 ml バイアルに加えた。標準溶液 と試料溶液のバイアルを  

70℃で  30 分間処理し、バイアル中の気相を  2 ml 注入し、気相のイソアミ

ルアルコールと n-アミルアルコールを HP- INNOWAX カラム  (60 m×  0.25 

mm、膜厚  0.25 μm; Agilent Technologies ) を使用し、選択イオンモニタ

リング  (SIM) モードで MS によって測定し、内部標準法によって定量化した。

質量分析計の条件は、イオン化エネルギー、70 eV、イオン源温度 200℃、界

面温度 250℃、SIM 選択イオン  モニタリング :イソアミルアルコール  (m/z:  70、

55)、n-アミルアルコール  (m/z:  55、70)とした。  

1-2-3  結 果 と考 察  

1) 泡 盛 酵 母 の TFL 耐 性 株 からの L-ロイシン高 生 産 変 異 株 の分 離  

TFL は、実験室酵母および清酒酵母において  L-ロイシンの毒性アナログ

であることが知られていることから  3 8 ) , 3 9 )、二倍体泡盛酵母  101 株から  TFL 

耐性変異株の分離を試みた。101 株は、150 μg/ml の TFL 濃度での生育

が強く阻害されたものの、固形培地に  L-バリンや  L-イソロイシンを添加せず、

同濃度の L-ロイシンを添加すると TFL による生育阻害は完全に相補された  

(データは示さず )。このことから、TFL 耐性変異株から細胞内 L-ロイシンの生

産性が増加した変異株を分離できると考えられた。6% エチルメタンスルホン
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酸エチルで処理した細胞を 150 μg/ml TFL を含む SD 寒天培地に直接播

種した場合、3 回の独立した実験から合計で約 60 個の  TFL 耐性コロニー

が得られた。一方、突然変異処理を行わない場合には、コロニーは得られな

かった。次に、TFL 耐性変異株とその親株の細胞内アミノ酸含量をアミノ酸ア

ナライザーで測定した  (データ示さず )  。予想どおり、L-ロイシンの含有量は

親株よりも変異株の方が高かった。TFL 耐性変異株 14 クローンについて評

価したところ、L-ロイシン含量は、親株  (乾燥細胞重量の 0.098%) と比較し

て、変異株では 2-7 倍  (0.20-0.66%) であった。対照的に、これらの変異株

で他のアミノ酸含有量は、親株と比較してほとんど増加していなかった  (デー

タ示さず )。これらの結果は、泡盛酵母においても清酒酵母と同様に、細胞内

L-ロイシンを蓄積する変異株を取得するためには、TFL 耐性を指標とするこ

とが有効であることが示された 3 9 ) , 4 0 )。  

2) L-ロイシン蓄 積 泡 盛 酵 母 変 異 株 の泡 盛 発 酵 試 験  

細胞内 L-ロイシン蓄積が泡盛醸造に及ぼす影響を調べるために、L-ロイシ

ン含量が顕著に増加を示した 4 つの TFL 耐性変異株を用いて発酵試験を

行った。その結果、18-T55 株は、実験室規模とパイロット規模の両方の条件

下で、評価した TFL 耐性変異株の中で最も高い濃度のイソアミルアルコー

ルを生成し、その濃度は親株  である 101 株よりも約  30-50% 多かった  (表  

3)。これは、L-ロイシン含量が親株  (乾燥細胞重量の 0.098%) と比較して

18-T55 株  (0.41%) で著しく増加したことが関与していると考えられた。また、

18-T55 株は、実験室規模とパイロット規模の両方の条件下で、ステアリン酸

表 3  実 験 室 規 模 およびパイロット規 模 の発 酵 試 験 におけるもろみの揮

発 性 芳 香 成 分  

1 回 の実 験 データを示 す。  
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エチルの濃度が約  20% 増加していた。  

3) 18-T55 株 の Leu4 活 性 と LEU4 遺 伝 子 の配 列  

S. cerevisiae における  L-ロイシンの生合成は、L-ロイシンによる  Leu4 活

性のフィードバック阻害によって調節されている 3 4 ) , 3 8 ) , 3 9 ) , 4 1 )。そこで、101 株、

18-T55 株での Leu4 活性を評価した  (表 4)。その結果、101 株の Leu4 活

性は  10 mM L-ロイシンによって著しく阻害され、泡盛酵母の Leu4 活性は  

L-ロイシンによるフィードバック阻害を受けることが示された。つまり、Leu4 は泡

盛酵母での  L-ロイシン生合成における律速酵素であることがわかった。一方、

18-T55 株の Leu4 活性は、10mM のＬ -ロイシンの存在下でも約８０％に維

持されていた。この結果は、TFL 耐性変異株 18-T55 で発現した Leu4 は、

野生型株の同酵素よりもフィードバック阻害の影響を受けにくいことを示唆し

ている。  

次に、ダイレクト  PCR での DNA シーケンスにより、101 株と  18-T55 株

の  LEU4 遺伝子の塩基配列を解析した  (図 12)。その結果 、101 株の  

LEU4 の配列は実験室株 S288c の配列と同一であった。18-T55 株  では、

1,625 番目と 1,652 番目の塩基が C と T の混合塩基に変異したヘテロ変異

であり、Ser542 が Phe に、Ala551 が Val にそれぞれ置換されていた  (図

12)。S.  cerevisiae の実験室株では、TFL 耐性の原因となる Leu4 の 6 つ

のア ミ ノ酸 置 換 、 Gly514Asp 、 Gly516Asp 、 Ser519Thr 、 Glu540Lys 、

His541Pro、および  Ala552Thr が、L-ロイシンによるフィードバック阻害の

抑制をもたらすことが報告されている 4 1 )。また、清酒酵母の  TFL 耐性変異

株における Leu4 の  Asp578Tyr 置換は、L-ロイシンによるフィードバック阻

表 4  各 酵 母 の Leu4 活 性 の比 較  

独 立 した 3 回 の実 験 の平 均 値 を示 した。  



28 

 

害 に対 する感 受 性 が低 下 することがわかっている  3 9 ) 。今 回 見 出 された

Ala551Val および Ser542Phe を伴う変異は、いずれも L-ロイシンによるフィ

ードバック阻害を抑制する新規な変異であった  4 1 )。  

4) L-ロイシン生 合 成 および Leu4 活 性 に対 する LEU4 変 異 の影 響  

18-T55 株  で見出した LEU4 の  変異をさらに解析するため、Leu4 変異

体  (LEU4S 5 4 2 F、LEU4A 5 5 1 V、および  LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V )  の発現プラスミド

を構築し、101 株に導入した。その結果、LEU4S 5 4 2 F、LEU4A 5 5 1 V、および

LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V の発現は、酵母に対して強い TFL 耐性を付与した。また、

野生型 LEU4 遺伝子のみを含む細胞は TFL に感受性を示した  (図 13A)。

101 株は二倍体であることから、この結果は TFL に対する耐性を付与する  

LEU4S 5 4 2 F および LEU4A 5 5 1 V対立遺伝子は優性であることを示している。次

に、組換え株の Leu4 活性を評価した  (表 4)。L-ロイシンの非存在下では、

野生型酵素の活性と比較して変異型 Leu4 の活性に顕著な低下はみられな

かった。これは、Leu4 の触媒部位では構造変化がほとんど起こっていなかっ

たことを示 している。 18-T55 株 と同 様 に、変 異 型 Leu4 (Ser542Phe 、

Ala551Val、および  Ser542Phe/Ala551Val) は、10 mM L-ロイシンの存

在下でフィードバック阻害に対して非感受性だったが、野生型 Leu4 の L-ロ

イシン非存在下での活性は 6.4%に低下していた。次に、細胞の L-ロイシン含

量に対する LEU4 変異の寄与度を調べた  (図 13B)。その結果、LEU4S 5 4 2 F、

図 12  101 株 および 18-T55 株 の LEU4 遺 伝 子 の塩 基 配 列 結 果 の一 部  

上 部 の塩 基 配 列 は DNA の相 補 鎖 を示 す。赤 矢 印 は、18-T55 株 で見 出 した

変 異 を示 す。  
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LEU4A 5 5 1 V、および  LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  を発現する酵母の L-ロイシン含有量

は、野生型 Leu4 を保有する酵母の約 2.0 倍であることがわかった。一方、

LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  での結果から、2 箇所のアミノ酸置換について、L-ロイシン

産生に対する優位な相加効果は観察されなかった。これらの結果は、変異型

Leu4 におけるフィードバック阻害に対する感受性の低下が、泡盛酵母の細

胞内 L-ロイシン蓄積を引き起こすことを示している。しかし、Leu4 変異体を過

剰発現する 101 株における L-ロイシン生産性およびフィードバック阻害耐性

は、18-T55 株よりも低かった。これは、上記の表現型に影響を与える LEU4

以外の変異が 18-T55 株に導入されたためと考えられる。今後、次世代シー

ケンシングによる 18-T55 株の全ゲノム配列の解析により、L-ロイシンの過剰

生産に寄与する他の変異の発見が期待できる。  

図 13  泡 盛 酵 母 における L-ロイシン生 合 成 に対 する LEU4 変 異 の影 響  

(A)  野 生 型 Leu4  (+WT)、LEU4S 5 4 2 F  (+S542F)、LEU4A 5 5 1 V  (+A551V)、

LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  (+S542F/A551V) の増 殖  

(B)  101 株 、 18-T55 株 、 野 生 型 LEU4  (+WT) 、 LEU4S 5 4 2 F  (+S542F)  

LEU4A 5 5 1 V  (+A551V) 、 LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  (+S542F)  、 LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  

(+S542F/A551V)  を発 現 する株 での細 胞 内 L-ロイシン含 量 。値 は 3 回 の独

立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で示 す。  
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5) Leu4 における L-ロイシン結 合 部 位 の構 造 予 測  

アミノ酸置換が Leu4 のアロステリック調節に及ぼす影響を立体構造予測

により解析した。Mycobacterium tuberculosis   (PDB ID Code:  3FIG) 

のα-Isopropylmalate synthase  の X 線結晶構造  4 2 )から、L-ロイシンに

よるフィードバック阻害に関与する泡盛酵母  (S.  cerevisiae) の Leu4 の

Ser542 と Ala551 が推定でき、M. tuberculosis の Ala558 と Ala567 に

それぞれ対応した  (図 14)。泡盛酵母の Leu4 は、結核菌の同酵素とアミノ

酸配列で約 46%の相同性がみられた。  

図 14  清 酒 酵 母 協 会 7 号  (GenBank DG000051)  、泡 盛 酵 母 101、結 核

菌  (AL123456)  の LeuA のアミノ酸 配 列 比 較  

同 一 および類 似 のアミノ酸 残 基 は、それぞれ黒 と灰 色 の網 掛 けボックスで示 し

た。ダッシュは、これらの位 置 に対 応 するアミノ酸 残 基 がないことを示 す。  
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そこで、結核菌  LeuA (3FIG) を鋳型としてホモロジーモデリングを行い、

泡盛酵母の Leu4 における  L-ロイシン結合部位周辺の構造を予測した  (図

15)。L-ロイシンが野生型 Leu4 の空洞にスムーズに収まることは明らかであり  

(図 15A)、Leu4 のモデル化された構造が合理的であることを示している。野

生型 Leu4 の Ser542 と Ala551 は、L-ロイシン結合部位を含む空洞の近く

に位置していた。変異型 Leu4 のモデリングは、542 番目の Ser542 が Phe

に置換されることで Phe のベンジル側鎖により L-ロイシン結合空間が狭まるこ

とが示された  (図 15B)。さらに、Ala551 が Val に置換されると、Val の側鎖

が大きいため空洞サイズが減少し、L-ロイシン結合の障害となる  (図  15C)。

図 15  泡 盛 酵 母 の Leu4 における L-ロイシン結 合 部 位 の立 体 構 造 予 測  

各 変 異 型 Leu4 を立 体 構 造 グ ラフィッ クで示 した 。野 生 型  (A) 、 Ser542Phe 

(B)、Ala551Val  (C)、Ser542Phe/A la551Val  (D)  の各 変 異 型 Leu4 は、それ

ぞれ緑 、紫 、水 色 、ピンクで、L-ロイシンはオレンジ色 で示 し、変 異 残 基 は黄 色

で示 した。Leu4 の空 洞 は、それぞれ灰 色 で表 示 した。  
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また、Ser542Phe/Ala551Val の構造は、それぞれの単一置換の構造とほ

ぼ同じであると予測された  (図 15D)。以上のことから、ホモロジーモデリングに

より、L-ロイシンの結合がこれらのアミノ酸置換  (Ser542Phe、Ala551Val)  

によって弱まり、L-ロイシンによるフィードバック阻害が抑制されたと考えられた。

これまでに報告 されたフィードバック阻害 を抑制する残基は、実験室株の  

Gly514、Gly516、 Ser519 、Glu540 、His541 、Ser547 、および  Ala552 

4 1 )  および清酒酵母の  Asp578 3 9 )  であり、今回はこれらに加えて、新たに泡

盛酵母の Leu4 にて Ser542 および Ala551 を見出し、これらが L-ロイシンに

よるフィードバック阻害に関与する重要な残基であることを示した。  

S.  cerevisiae の Leu4 の R 領域と呼ばれる部分が、L-ロイシンによるフィ

ードバック阻害と、CoA による Zn2 +を介した不活化の両方には関与している

と報告されている 4 1 )。清酒酵母では、L-ロイシンフィードバック阻害の抑制を

示す TFL 耐性変異株  (LEU4D 5 7 8 Y )  とその親株の Leu4 活性は、高濃度

の CoA の添加によって著しく阻害され、Leu4 変異体は CoA による Zn2 +を

介した不活性化に対して依然として感受性が高かった 3 9 )。泡盛酵母の Leu4

における  2 つのアミノ酸置換 Ser542Phe および Ala551Val が、CoA によ

る Zn2 +を介した不活性化に影響を与えるかどうかを調べるには、CoA 存在下

での酵素活性を解析する必要がある。  

6) 変 異 型 LEU4 を発 現 する泡 盛 酵 母 でのイソアミルアルコール生 産 性  

TFL 耐性変異株における L-ロイシンの蓄積は、泡盛醸造中のイソアミルア

ルコールの増加をもたらした  (表 3)。そこで、変異型 LEU4 を発現する組換

え株を YM 培地で培養し、GC-MS を用いたヘッドスペース法により揮発性物

質由来の香味量を測定した  (図 16)。予想どおり、イソアミルアルコール濃度

は L-ロイシン含量に比例して、野生型 LEU4 酵母  (約  240 μg/ml)よりも

LEU4S 5 4 2 F、LEU4 A 5 5 1 V、および LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V を発現 する酵母  (約

560-630 μg/ml) で高濃度であった  (図 16A)。YM-5 培地で培養した場合、

泡盛酵母 101 株の細胞外イソアミルアルコール濃度は、清酒酵母  K30 の

約 2.5 倍高かった 3 9 )。これらの結果は、L-ロイシンによるフィードバック阻害に

対する脱感作を伴う変異型 LEU4 が、泡盛酵母で  L-ロイシンの細胞内蓄

積とイソアミルアルコールの細胞外過剰生産を引き起こすことを示している。  
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吟醸酒の品質には、バナナ様の香気成分として知られる酢酸イソアミルが

重要な役割を果たしており、酢酸イソアミルの生成がイソアミルアルコールの濃

度とアルコールアセチルトランスフェラーゼの活性に大きく依存することが報告

されている 4 0 )。YM 培地を用いた発酵試験では、18-T55 株  および変異型

LEU4 を有する組換え株は、101 株および野生型 LEU4 を発現する組換え

体と比較して、酢酸イソアミルの濃度が約 20%および 50%増加した  (図 16B)。

対照的に、今回の検討では泡盛中の 101 株と 18-T55 株の間で酢酸イソア

ミル産生量にほとんど差がなかった (表 3)。この結果は、泡盛醸造の複雑さを

示しており、醸造スケールや撹拌効率、頻度などの醸造条件による影響が考

えられる。18-T55 株の酢酸イソアミル含有量が増加しなかった理由は不明の

ままであるものの、18-T55 株では遺伝子発現またはアルコールアセチルトラン

スフェラーゼの酵素活性が、泡盛製造中に未知のメカニズムで抑制された可

能性も考えられる。イミダゾール系抗真菌剤であるエコナゾールは、清酒酵母

のアルコールアセチルトランスフェラーゼ活性を阻害する細胞内不飽和脂肪

酸を減少させることが報告されている 4 3 )。したがって、エコナゾール耐性変異

株の分離は、泡盛酵母の酢酸イソアミル生産性をさらに向上させる有効な方

法であると考えられる。  

図 16  泡 盛 酵 母 の細 胞 外 イソアミルアルコールおよび酢 酸 イソアミル含 有 量  

101、18-T55、および野 生 型 LEU4  (+WT)、LEU4 S 5 4 2 F  (+S542F)、LEU4A 5 5 1 V  

(+A551V)、LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  (+S542F/A551V) を発 現 する株 。値 は 3 回 の独

立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で示 す。  
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7) 実 機 モデル小 仕 込 み試 験 での酢 酸 イソアミルの濃 度  

実験室レベルおよびパイロットレベルでの仕込み試験では、18-T55 株は親

株と比較してイソアミルアルコール含量は増加したが、酢酸イソアミル含量の

増加は観察されなかった  (表 3)。この原因は不明であったことから、泡盛の商

業醸造の条件に近づけるためラボスケールよりも規模が大きいパイロットスケー

ルでの仕込み試験により、酢酸イソアミル濃度の増加が観察されるかどうか検

討した  (図 17)。パイロットスケールでの小仕込み試験は、ラボスケールの 20

倍の規模として、商業生産で実際に使われている麹  (神村酒造 )  を用いて、

仕込み後 5 日間は 1 回 /日の撹拌を行い、以降は撹拌作業以外は密閉し、

1 回 /2 日の撹拌を行った。その結果、イソアミルアルコール、酢酸イソアミルと

もに、親株である 101 株と比較して約 2 倍に増加していた。このように、ラボス

ケールとパイロットスケールでともにイソアミルアルコールの増加は同様であった

ものの、酢酸イソアミルの増加に違いが見られた。この原因については不明で

あるものの、麹の品質や撹拌条件の影響などが考えられる。  

本研究は、イソアミルアルコールを過剰生産する泡盛酵母の変異株の分離

を報告した最初の研究である。また、泡盛酵母の変異型 Leu4 (LEU4S 5 4 2 F、

LEU4A 5 5 1 V)  が Leu4 の  L-ロイシンによるフィードバック阻害に対する脱感作

を引き起こし、細胞内に  L-ロイシンが蓄積することを明らかにした。近年、味

や風味の異なる泡盛を製造するために、泡盛酒造所は新しい酵母菌株を必

図 17  18-T55 株 を用 いて実 機 モデル小 仕 込 み試 験 で醸 造 した泡 盛 のイソア

ミルアルコール、酢 酸 イソアミル濃 度  

値 は 3 回 の独 立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で示 す。  
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要としている。酵母の DNA 配列のみから成るセルフクローニング酵母は、遺

伝子組換え酵母として扱う必要はないものの 4 4 )、本研究で用いた酵母を育

種するという従来の方法は、食品製造に用いる微生物として消費者に受け入

れられやすいと考えられ、これらのアプローチは、新しい泡盛酵母を育種する

ための実用的な方法として重要であると考えられる。  

本研究で得られた 18-T55 株を用いて実際に商品開発が行われ、新里酒

造 (株 )  より「ハイパーイースト 101」が商品化された（ 2016 年）。  
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第 2 章  ハイビスカス酵母の取得および新たな酵母の

育種 19) 

2-1  沖 縄 の自 然 界 からのハイビスカス酵 母 の取 得 と解 析  

2-1-1  背 景  

泡盛醸造に用いることができる汎用酵母は泡盛酵母 101 株のみであり、ほ

とんどの泡盛がこの 101 株を用いて醸造されている。この 101 株は、泡盛もろ

みでのアルコール生産性が高く、得られる泡盛の芳香が豊かでバランスが良

いことなど、泡盛醸造において極めて優れた特性を有している 7 )。したがって、

101 株は泡盛醸造に適した基本となる遺伝的背景を有していると言える。一

方、酵母は酒類の風味に大きく影響することから、異なる系統の泡盛酵母の

確立は、泡盛全体の酒質バラエティー化を目指した取り組みとして大きな意

味がある。  

最近では、一部の泡盛でマンゴーや黒糖など、沖縄の自然由来の酵母を

使った泡盛が製造・販売されている。これらの泡盛は、実際に従来の酵母菌

株で製造されたものとは異なる味と風味の特徴を持っているとアピールされて

いる。しかし、新たに分離された酵母株の遺伝子解析や得られた泡盛の風味

に関する科学的な研究はほとんど行われていない。これらのことから、本研究

では、沖縄の自然界から泡盛醸造に適した酵母を分離し、酵母の全ゲノム情

報を取得しその系統を明らかにするとともに、発酵試験などにより当該株の特

徴を科学的に評価することを目的とした。  

2-1-2  材 料 と方 法  

1) 培 地  

酵母は、栄養豊富な YPD 培地  (2%グルコース、1%酵母エキス、2%ペプト

ン)  で培養した。  

2) ハイビスカスの花 からの泡 盛 酵 母 の分 離  

沖縄のハイビスカスの花を合計 23 検体を採取した。これらの試料を  4% エ

タノールを含む  YPD 培地で 32℃で 3 日から 2 週間培養した。濁度が上昇

した培地の懸濁液を YPD 寒天培地に播種し、32℃で培養した。24-48 時

間培養後、十分に成長した単一コロニーを採取し、実験室規模の発酵試験
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により、エタノール生産性の高い株を選択した。  

3) 採 取 株 の種 の判 別  

試料となる酵母を培養し、ゲノム DNA を抽出した。このゲノム DNA をテン

プレートとして、プライマーNL1 (5 ' -GCA TAT CAA TAA GCG GAG AAAG -

3’)  および NL4 (5 ’ -GGT CCG TGT TTC AAG ACG G -3’)  を用いて PCR

を行うことで、26S rDNA 領域の一部  (560 bp) を増幅した。増幅した PCR

産物は塩基配列解析を行い、BLAST 検索などにより種を判断した。  

4) 泡 盛 の発 酵 試 験 と蒸 留  

実験室での小仕込み試験は以下の条件で行った 2 3 )。200 ml 三角フラス

コに米麹 50 g、水 65 ml、前培養酵母 0.1 ml を混合した。この醪を 25℃で

14 日間培養して最終もろみを調製した。もろみの上澄みをろ過し、可搬式ア

ルコール検出器  (AL-3；理研計器 )  を用いてエタノール濃度を分析した。香

気成分濃度を分析するために、水蒸留器  (MH943SBS; メガホーム )  を使

用して常圧蒸留で蒸留し、エタノール濃度が  10% に達した時点で停止した。  

5) 高 速 液 体 クロマトグラフィーおよびガスクロマトグラフィー分 析  

Shimadzu HPLC システムを使用して  4-VG の定量を行った。蒸留した

泡盛液をポアサイズ 0.45 µm のフィルターに通した。濾過したサンプルを C18

カラムにロードし、メタノールを含む酢酸緩衝液で 0.5 ml/分の流速で溶出し

た。溶出は、溶媒  A (50 mM 酢酸、pH4) で開始し、溶媒  B (100% メタノ

ール)  を 90% になるまで徐々に増やした。吸光度 254 nm のクロマトグラムで

は、標準液と同じ保持時間に 4-VG のピークが検出された。ピーク面積を計

算し、標準溶液と比較して濃度を評価した。  

揮発成分の分析は、Heracles II システム  (アルファ・モス )を用い、カラム

は MTX-5 および MTX-WAX を使用した。アルコール濃度を 30％に合わせ

た試料を 10 ml 分注し、60℃で 10 分間加熱した後、固相マイクロ抽出ファ

イバー  (65 μmPDMS/DVB StableFlex/ss ) を用いて 60℃で 30 分間吸

着した。試料は、50 μ l /s で 1 μ l 注入し、初期温度 40℃、昇温速度 1.50℃

/s、最終温度 250℃で分析した。定量は標準試料との面積比で計算した。  

6) ゲノム配 列 データの取 得 と系 統 解 析  

酵母を培養し、集菌した菌体からゲノム  DNA を抽出した。得られたゲノム

DNA は Qubit (Thermo) で 定 量 し た 。 Nextera DNA Library 

Preparation Kit (Il lumina) を用いてプロトコルに従い、各ゲノムの NGS
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ライブラリを構築した。得られたゲノムライブラリーは、MiSeq Reagent Kit v2

または v3 (Il lumina) を用いて MiSeq (Il lumina) でシーケンスした。得ら

れたデータおよび Sequence Read Archive  (SRA) からのシーケンスデータ

を用いて、CLC Genomics Workbench v22.0.2 (QIAGEN) にて解析を行

っ た 。 解 析 は 、 リ ー ド を ト リ ミ ン グ 後 、 S. cerevisiae  S288c 

(GCA_000146045) のリファレンスへのマッピング、バリアントコールを行った。

coverage table fi le と variants table fi le をエクスポートした。これらは、カ

スタムスク リプ ト  (https: / /github.com/BiojetCoLtd/GW_to_phylogeny) 

を使用して合成配列の fasta ファイルに変換した。このスクリプトは、カバレッジ

とバリアントのデータからホモ接合 SNP のみの塩基配列を生成することができ

る 。 fasta ファ イルは 、MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis ソフトウェア 4 5 )を使用した近隣結合法により系統解析を行った。  

2-1-3  結 果 と考 察  

1) 沖 縄 の自 然 界 からのハイビスカス酵 母 の取 得  

沖縄のハイビスカス花から泡盛醸造に適用可能な新たな酵母株の取得を

目指 した。ハイビスカスの花 23 検体を試料 として、4% エタノールを含む  

YPD 培地で 32℃で培養したところ、3 日から 2 週間の培養期間で全ての試

料において高い濁度が得られた。これらの懸濁液を YPD 寒天培地に播種し、

十分に成長した単一コロニーを採取し、実験室規模の発酵試験により、エタ

ノール生産性の高い株を選択した。その結果、酵母コロニーの中で、エタノー

ル生産性の高い HC02-5-2 株を分離した。HC02-5-2 株の遺伝子解析によ

り種を同定したところ、26S rDNA 配列から S. cerevisiae であると判断され

た。  

ハイビスカス酵母  HC02-5-2 株  が泡盛醸造に用いることが可能かどうかを

調べるために、実験室規模の小仕込み試験を行った。もろみを 14 日間培養

後、HC02-5-2 株  で発酵させたもろみのエタノール濃度は  18.75% で、従

来の泡盛酵母 101 株は  17.71% であった  (図 18A)。この結果から、HC02-

5-2 株は泡盛もろみ中で十分なエタノール生産性があることを確認した。  
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2) ハイビスカス酵 母 HC02-5-2 株 の詳 細 な系 統 解 析  

次に、HC02-5-2 株の全ゲノム解析を行った。その結果、リファレンスとして

用いた S. cerevisiae  S288c に対して 99.01%のデータがマッピングされ、冗

長度は x113 であった。この結果、HC02-5-2 株が S. cerevisiae に属する

ことが確認された。次に、HC02-5-2 株と他の酵母株との関係を調べるため

に、取得データおよび SRA データを用いて一塩基変異体  (SNV) を比較し

て、全ゲノム情報を使用した系統解析を行った  (表 5、6)。その結果、HC02-

5-2 株  はワインの酵母を含むクレードに属し、101 株は清酒および焼酎醸造

用の酵母を含むクレードに属し、HC02-5-2 株および 101 株は、系統樹の異

なるクレードに位置することがわかった  (図 19)。これらの結果から、HC02-5-2

株は、清酒または焼酎酵母株と祖先を共有していないことを示しており、従来

の株とは異なる系統の酵母であり、新たな風味の泡盛酵母として期待できると

考えられた。  

 

 

図 18  泡 盛 酵 母 101 株 およびハイビスカス酵 母 HC02-5-2 株 の実 験 室 規 模

の発 酵 試 験  

(A)  最 終 もろみのエタノール濃 度 。 (B)  泡 盛 の 4-ビニルグアヤコール濃 度 。値

は 2 回 の独 立 した実 験 の平 均 値 、最 大 値 および最 小 値 で示 した。 (C)  泡 盛 の

低 沸 点 香 気 成 分 含 量 比 のレーダーチャート。101 株 の値 を 1 とした含 有 量 の

比 で示 した。  
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No. Strain ID Strain name Discription

1 MS010 101_18 商用泡盛酵母

2 MS056 RIB_K7 清酒酵母

3 MS080 OUT7009 Saccharomyces awamori  Inui、南満州鉄道研究所

4 MS103 EC1118 ワイン酵母

5 MS142 OUT7007 Saccharomyces awamori  Inui、南満州鉄道研究所

6 MS143 OUT7008 Saccharomyces awamori  Inui、南満州鉄道研究所

7 MS826 NBRC2373 1952年

8 MS852 NBRC0249 1941年、中沢亮治株

9 MS853 NBRC0282 1946年、長西廣輔株、南満州鉄道研究所

10 MS854 NBRC0965 1958年、中沢亮治株

11 MS007 HC02-5-2 ハイビスカス酵母

表 5  本 研 究 で配 列 取 得 および分 析 を行 った酵 母 株  

No. Strain ID Discription Accession number

1 ZP793 Okayama_JP_plants ERR754615

2 ZP778 Okayama_JP_plants ERR754619

3 ZP652 Chiba_JP_plants ERR747924

4 ZP649 Chiba_JP_plants ERR915348

5 YPS128 USA_plants SRR4074383

6 YJM1387 JP_wine SRR800824

7 Y9 JP_plants SRR3481380

8 Y55 France_wine ERR1308763

9 S288c R64_300mer_fragment GCF _000146045.2

10 M5 Itaria_bread ERR1309325

11 M22 Itaria_bread ERR1308788

12 K12 JP_sake SRR3481424

13 IR2 Indonesia_food DRR164885

14 bread004 baker's yeast, Belgium SRR5678552

15 bread003 Belgium SRR5678574

16 bread002 Belgium SRR5678575

17 bread001 Belgium SRR5678580

18 BG1 Brazil_plants SRR403237

19 BC187 bread SRR9617887

20 AWRI796 bread SRR2967854

表 6  本 研 究 で参 照 した酵 母 株  
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図 19  S.cerev is iae におけるハイビスカス酵 母 HC02-5-2 株 の系 統 解 析  

(A)  Tradi t ional  t ree (B)  Rad iat ion  phy logenet ic  t ree で示 した。系 統

樹 は Neighbor -Jo in ing 法 、距 離 は最 大 複 合 尤 度 法 を使 用 した。  

A 

B 
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3) ハイビスカス酵 母 HC02-5-2 株 の泡 盛 醸 造 特 性  

ハイビスカス酵母 HC02-5-2 株の泡盛の醸造特性を評価するため、泡盛で

好ましい香気成分として知られている吟醸香成分の 1 つである酢酸イソアミル、

および古酒香成分バニリンの前駆体である 4-VG を対象として  (図 4、5、6)、

小仕込み試験で得られた泡盛での含有量について評価した  (図 18)。その

結果、4-VG は 101 株の約 3 倍含有していることがわかった  (図 18B)。  

熟成泡盛の代表的なフレーバーとされるバニリンは、熟成後の古酒香として

泡盛に甘いバニラの香りを付与する 4 6 )。バニリンは、黒麹菌により遊離したフ

ェルラ酸から 4-VG が生成され、4-VG がもろみから蒸留液に移行すると熟成

期 間 中 に バ ニ リ ン に 変 換 さ れ る 4 7 ) , 4 8 ) 。 S. cerevisiae で は 、 PAD1  

(phenylacrylic acid decarboxylase をコード )  および  FDC1 (ferulic  

acid decarboxylase をコード )  遺伝子がフェルラ酸の脱炭酸を触媒する上

で重要な役割を果たしている 4 9 )。しかし、泡盛酵母  101 株は  FDC1 遺伝

子にナンセンス変異があり、4-VG 産生活性が失われている 5 0 )。したがって、

新しい泡盛を醸造するために、フェルラ酸デカルボキシラーゼが機能する酵母

菌株の単離または構築が期待される。  

ハイビスカス酵母 HC02-5-2 株の全ゲノムデータを用いて、PAD1 および  

FDC1 遺伝子の配列を取得し、実験室酵母 S288c 株、清酒酵母 K7 株、

泡盛酵母 101 株と翻訳後のアミノ酸配列を比較した  (図 20、21)。その結果、

FDC1 は、泡盛酵母  101 株および清酒酵母 K7 株で 54 番目のアミノ酸が

ナンセンス変異を起こしていることが確認されたものの、HC02-5-2 株は全ての

アミノ酸残基が S288c 株と相同であった  (図 20)。また、PAD1 は、HC02-5-

2 株では、His38Tyr、Ala47Val のアミノ酸置換が確認され、これらのアミノ酸

置換は K7 株、101 株でも同様に保有しており、ナンセンス変異などは確認さ

れなかった。HC02-5-2 株の小仕込み試験で得られた泡盛に含まれる 4-VG

は高い濃度であったことから  (図 18B)、PAD1 H 3 8 Y / A 4 7 V  は、4-VG 生産に

大きな影響を及ぼさないと考えられ、結果としてハイビスカス酵母 HC02-5-2

株は 4-VG 生産性が十分に高い酵母であると考えられた。  

一方、HC02-5-2 株を用いた泡盛に含まれる酢酸イソアミルは 101 株の約

60%と低かった  (図 18C)。酢酸イソアミルは泡盛の香気成分として重要であ

ることから、HC02-5-2 株を親株として酢酸イソアミル生産性の向上を試みた。  
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図 20  各 酵 母 における FDC1 産 物 のアミノ酸 配 列 比 較  

実 験 室 酵 母 S288c 株 、清 酒 酵 母 K7 株 、泡 盛 酵 母 101 株 、ハイビスカス酵

母 HC02-5-2 株 について、全 ゲノム情 報 から FDC1 の cDNA 配 列 を取 得 しア

ミノ酸 配 列 に翻 訳 し比 較 した。清 酒 酵 母 K7 株 、泡 盛 酵 母 101 株 のナンセンス

変 異 を赤 四 角 で示 した。  

図 21  各 酵 母 における PAD1 産 物 のアミノ酸 配 列 比 較  

実 験 室 酵 母 S288c 株 、清 酒 酵 母 K7 株 、泡 盛 酵 母 101 株 、ハイビスカス酵

母 HC02-5-2 株 について、全 ゲノム情 報 から PAD1 の cDNA 配 列 を取 得 しア

ミノ酸 配 列 に翻 訳 し比 較 した。  
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2-2  ハイビスカス酵 母 HC02-5-2 株 を親 株 とした新 たな酵 母 の育 種  

2-2-1  背 景  

ハイビスカス酵母 HC02-5-2 株を用いた泡盛に含まれる酢酸イソアミルは

101 株の約 60%と低かったことから  (図 18C)。HC02-5-2 株の酢酸イソアミ

ル生産性を向上させる育種を試みた。  

イソアミルアルコールは、ピルビン酸からα -ケトイソ吉草酸、α -ケトイソカプロ

ン酸などを経て、イソアミルアルコールからアルコールアセチルトランスフェラー

ゼ  (AAT) によって酢酸イソアミルに変換され  (図 5)、ロイシンの毒性アナロ

グである TFL に対する耐性を指標とすることで酢酸イソアミル高生産株の取

得が期待できる  (図 11)。HC02-5-2 株は、泡盛酵母 101 株や清酒酵母と

異なる系統であるものの、S. cerevisiae であったことから、これらの代謝経路

は維持されていると考えられ、同様の育種により酢酸イソアミル高生産株の取

得が期待できる。そこで、ハイビスカス酵母 HC02-5-2 株を親株として、TFL

耐性を指標とした酢酸イソアミル高生産株の取得を試みた。  

2-2-2  材 料 と方 法  

1) 培 地  

酵母は、栄養豊富な YPD 培地  (2%グルコース、1%酵母エキス、2%ペプト

ン )  で培 養 した。酵 母 の細 胞 内 アミノ酸 含 有 量 の分 析 には、合 成 培 地  

SD+Am  (2% グ ル コ ー ス 、 0.5% 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 0.67% yeast  

nitrogen base without ammonium sulfate and amino acids  (Difco  

Laboratories) )   を使用した。TFL 耐性の  HC02-5-2 変異株の選択に

は、唯一の窒素源として 0.5% アラントインを含む SD 培地  (SD+Alt) を使

用した。  

2) HC02-5-2 株 を親 株 とした TFL 耐 性 変 異 株 の分 離  

変 異 を誘 発 するために、HC02-5-2 株 を 6% メ タンスルホン酸 エチル  

(EMS) で処理した 3 3 )。突然変異を誘発した細胞を、40 μg/ml の TFL を含

む  SD+Alt 寒天培地に播種し、30℃  で  3 日間培養した。得られたコロニ

ーを SD 液体培地で培養した後、ロイシン高含有変異株を選択するためにア

ミノ酸分析装置に供した。  
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3) 遺 伝 子 クローニングとプラスミド構 築  

G418 耐性遺伝子  (KanMX4) を含むセントロメアベースの低コピー数プ

ラスミド  pYC130 (国立醸造研究所から提供 )3 0 )および  2μ ベースの高コピー

数プラスミド pAD4 (ADH1 プロモーターおよびターミネーターを含む )(J.  

Nikawa、九州工業大学より提供 )3 1 )を使用して、それぞれ LEU4 遺伝子を

サブクローニングおよび発現させた。大腸菌株  DH5α  (F -  -80lacZM15  

( lacZYA argF )  U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 (r k
-m k

+ )  supE44 thi -1 

gyrA96 )  を使用してプラスミドを構築した。  

HC02-5-2 株のゲノム  DNA から、LEU4 のコード領域の  5 '  および  3 '  

末端に  HindIII および  SacI 認識部位を付加して、KOD FX Neo ポリメ

ラーゼ  (東洋紡 )  を使用して LEU4 遺伝子全長を増幅した。PCR 産物を  

HindIII -  pAD4 の  SacI サイト  (pAD4-LEU4) にクローニングした後 、

pAD4-LEU4 から  PADH1-LEU4-TADH1 融合物を増幅し、それぞれ  5 '  

および  3 '  末端に  KpnI および  MluI  認識部位 を追加 した。PADH1-

LEU4-TADH1 融合の領域の増幅産物を pYC130 にサブクローニングして、

酵母細胞で発現プラスミド (pYC130-LEU4)を構築した。  

LEU4 変 異 体  [pYC130-LEU4(G516S) 、 pYC130-

LEU4(S452F/A551V)、および  pYC130-LEU4(G516S/S542F/A551V)]  

を発 現 す るための プ ラ ス ミ ド は 、 Quick-Change II  Mutagenesis Kit 

(Agilent Technologies) を使用して調製した。プラスミドを構築するための

部位特異的変異誘発は、次 のプライマーを用 いた :  LEU4 (G516S) q -

change Fw (5 ' -GAA GGT ACA GGT AAT AGT CCA ATC TCT-3 ')  ' -

AGA AGA GAT TGG ACT ATT ACC TGT ACC TTC -3' ) 、 LEU4 

(S542F/A551V) q-change Fw (5 ' -TCT CGT AGC AAA CTA CAC AGA 

GCA TTT TCT AGG TTC TGG TTC TTC TAC GCA AGT TGC TTC 

TTA CAT CCA TC-3' )、LEU4 (S542F/A551V) q -change Rv (5 ' -GAT 

GGA TGT AAG AAG CAA CTT GCG TAG AAG AAC CAG AAC CTA 

GAA AAT GCT CTG TGT AGT TTG CTA CG-3 ' )。酢酸リチウム法 3 3 )を

用いて発現プラスミドを HC02-5-2 株に形質転換し、200 μg/ml の G418 を

含む YPD 寒天培地上で形質転換体を選択した。本研究で新たに構築した  

PCR 増幅産物とプラスミドの DNA 配列は、ABI PRISM 3130 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems) を用いてサンガー法に基づく配列解析

により確認した。  
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4) Leu4 活 性 の評 価  

酵母を YPD 液体培地で 30℃で 2 日間培養した。培養液を遠心分離して

酵母細胞を回収し、ペレットを  1 mM フェニルメチルスルホニルフルオリド  

(PMSF) を含む  250 mM Tris-HCl (pH 8.5) に懸濁した。細胞懸濁液を

Multi -Beads Shocker  (安井器械 )  で 4℃処理し、ガラスビーズで破砕して

全細胞抽出液を調製し、その上清を粗酵素液とした。Leu4 活性の測定は、

酵素活性の  1 単位は、37℃  で  60 分間、2-ケトイソ吉草酸から  2-イソプロ

ピルリンゴ酸への酵素的 トランスアシル化反応によって生成 されるアセチル

CoA から遊離した補酵素 A (CoA) の量として定義した 2 6 )。タンパク質濃度

は 、 Bradford 法 に よ る  Bio-Rad Protein Assay Dye reagent  

concentrate を使用して測定した。各サンプルのタンパク質濃度は、ウシ血清

アルブミンの標準曲線に基づいて、595 nm での吸光度の指標から推定した。  

5) 細 胞 内 アミノ酸 含 量 の定 量  

酵母を、200 µg/ml の  (必要に応じて G418 を含む )  5  ml の SD+Am 培

地で、30℃  で  2 日間培養した  (OD600=10.0)。回収した細胞を 500 µl の

蒸留水に懸濁し、100℃で 20 分間煮沸して細胞間アミノ酸 を抽出した。

13,000×g で 5 分間遠心分離した後、上清を 0.2 µm シリンジフィルター  

(mdiTM) でろ過 した。ろ過 試 料 は、アミ ノ酸 分 析 装 置  (AminoTacTM 

JLC-500/V、JEOL) または  LC/MS アミノ酸システム  (UF-Amino Station、

Shimadzu) により、アミノ酸含有量を定量した。LC/MS によってアミノ酸含

有量を分析するための実験手順は、以前に報告されたとおりに実施した  5 2 )。

各アミノ酸の含有量は、乾燥細胞重量の百分率として表した。  

6) Leu4 の立 体 構 造 予 測  

Leu4 における各アミノ酸置換の影響を解析するために、SWISS-MODEL 

(/ /swissmodel.expasy.org/ )  を使用したホモロジーモデリングにより、野生

型および変異型 Leu4 構造を構築した。モデリングは、結核菌由来の L-ロイ

シンが結合 した LeuA の構造 を鋳型に用いた (PDB ID コード :3FIG)。

HC02-5-2 株 Leu4 と結核菌 LeuA とのアミノ酸配列の相同性は､45.37%で

あった｡  
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2-2-3  結 果 と考 察  

1) L-ロイシンを蓄 積 するハイビスカス酵 母 変 異 株 の分 離  

第 1 章で泡盛酵母 101 株から L-ロイシンを蓄積する TFL 耐性変異株

18-T55 株を分離し、酢酸イソアミルを高含有する泡盛醸造に応用したことを

報告した 2 6 )。そこで、ハイビスカス酵母 HC02-5-2 株についても、泡盛醸造に

適した特性を付与するため、酢酸イソアミルの高生産株の取得を目指し、細

胞内に L-ロイシンを蓄積する TFL 耐性変異株の分離を試みた。HC02-5-2

株を  6% EMS の存在下で  1 時間インキュベートし、未処理細胞の  30% 

の生存率を示した  EMS 処理細胞を、40 μg/ml の  TFL を含む  SD 寒

天培地に播種した。その結果、多くの TFL 耐性コロニーが得られたが、そのう

ち 1 つの変異株  （T25 株）の細胞内 L-ロイシン含量が特に多かった。  

次に、親株 HC02-5-2株と変異株 T25の細胞内 L-ロイシン量を評価した。

その結果 、T25 株の細胞内 L-ロイシン濃度  (乾燥細胞重量の 0.225±  

0.033%) は、親株 HC02-5-2 株  (乾燥細胞重量の 0.066±0.006 %) より

も有意に高かった  (図 22)。興味深いことに、T25 株で L-バリンと  L-イソロイ

シンの両方の濃度が低下しており  (図 22)、T25 株に導入された複数の変

異が分岐鎖アミノ酸の生合成経路に影響を与えることが示唆された。  

図 22  ハイビスカス酵 母 HC02-5-2 株 と T25 株 の細 胞 内 アミノ酸 含 量  

酵 母 細 胞 を 5 ml の SD+Am 培 地 で 30℃、2 日 間 培 養 した  (OD 6 0 0  = 

10.0)。値 は 3 回 の独 立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で示 す。スチューデント

t 検 定 による有 意 差 を示 した  ( *p<0.01 および**p<0.05)。  
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2) T25 株 の Leu4 活 性 と  LEU4 遺 伝 子 配 列  

以前の報告では、Leu4 活性の  L-ロイシンによるフィードバック阻害に対す

る感受性の低下が、L-ロイシンの過剰合成を引き起こすことが示された 3 9 ) , 2 6 )。

T25 株における  L-ロイシン蓄積の分子メカニズムを解明するために、T25 株

および HC02-5-2 株における Leu4 活性を評価した。10 mM L-ロイシンの存

在下または非存在下での Leu4 活性は、それぞれの株からの粗細胞抽出物

を使用して測定した。その結果、HC02-5-2 株の Leu4 活性は 10 mM L-ロ

イシンによって著しく阻害され、この株の Leu4 活性が  L-ロイシンフィードバッ

ク阻害によって調節されていることが示された。一方、T25 株からの Leu4 活

性は、10 mM L-ロイシンの存在下でも約 80%維持されており、T25 株の

Leu4 は、親株よりも L-ロイシンによるフィードバック阻害に対する感受性が低

いことが示された  (図 23A)。  

次に、HC02-5-2 株と  T25 株の LEU4 遺伝子の DNA 配列を解析した。

PCR による遺伝子増幅および塩基配列の解析により、T25 株が 1,546 番目

図 23  各 株 の L-ロイシン存 在 下 、非 存 在 下 での Leu4 活 性 の比 較  

(A)  HC02-5-2 株 、 T25 株 、 (B)  LEU4  (WT) 、 お よ び LEU4 G 5 1 6 S (G516S) 、

LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V (S542F/A551V) 、

LEU4 G 5 1 6 S / S 5 4 2 F / A 5 5 1 V (G516S/S542F/A551V)を発 現 する HC02-5-2 株 。酵 母

細 胞 抽 出 物 を酵 素 溶 液 として使 用 した。Leu4 活 性 の 1 単 位 は、37℃で 60 分 間

の酵 素 反 応 によってアセチル CoA から生 成 された CoA の量 として定 義 した。黒 と

灰 色 のバーは、それぞれ 10 mM L-ロイシンの存 在 下 、非 存 在 下 での Leu4 活 性

を示 す。値 は 3 回 の独 立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で示 す。スチューデント t 検

定 による有 意 差 を示 す  ( *p<0.01)。  
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の塩基に A/G の混合塩基であったのに対し、HC02-5-2 株は G であった。こ

の塩基の G から  A への変異は、Leu4 の 516 番目のアミノ酸が Gly から

Ser へのアミノ酸置換  (Gly516Ser)  を伴うことから、T25 株は Gly516Ser

を伴う Leu4 変異をヘテロに有する株であることがわかった。  

3) LEU4 変 異 が Leu4 活 性 と L-ロイシン生 合 成 におよぼす影 響  

T25 株で同定された LEU4 変異を解析するために、各 LEU4 遺伝子の発

現 プ ラ ス ミ ド を HC02-5-2 株 に導 入 し た 。 ま た 、 LEU4 、 LEU4G 5 1 6 S 、

LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V、および LEU4G 5 1 6 S / S 5 4 2 F / A 5 5 1 V 遺伝子を過剰発現する形

質転換体における Leu4 活性を評価した。野生型 LEU4 遺伝子を過剰発

現させると、Leu4 活性は  10 mM L-ロイシンの存在下で著しく阻害された。

前章で述べたように 2 6 )、LEU4S542F/A551V 遺伝子を過剰発現する細胞

における Leu4 活性は、野生型 LEU4 遺伝子よりも L-ロイシンに対する感受

性が低かった。また、LEU4G 5 1 6 S および  LEU4G 5 1 6 S / S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  遺伝子の

過剰発現により、L-ロイシンの存在下で Leu4 活性が増加することが確認され

た  (図  23B)。  

LEU4G516S 遺伝子が  HC02-5-2 株に  TFL 耐性と  L-ロイシン蓄積

を付与するのに十分かどうかを確認するため、TFL を含む SD 寒天培地での

形質転換体の増殖を調べるとともに、細胞内 L-ロイシン含量を測定した。野

生型  LEU4 遺伝子を過剰発現する酵母細胞は、TFL の存在下では増殖

できなかった  (図 24A) 。一 方 、 LEU4G 5 1 6 S 、 LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V 、お よび  

LEU4G 5 1 6 S / S 5 4 2 F / A 5 5 1 V 遺伝子の過剰発現は、TFL に対する耐性をもたらし

た。これらの形 質 転 換 体 では、細 胞 内 の  L-ロイシン濃 度 は、野 生 型 株  

HC02-5-2 株  よりも高かった  (図  24B)。これらの結果は、Gly516Ser 置換

が  Leu4 活性の L-ロイシンに対する感受性を低下させることで、細胞内 L-ロ

イシンが蓄積することを示している。  

4) 変 異 型 Leu4 における L-ロイシン結 合 部 位 の構 造 予 測  

T25 株における  L-ロイシンの蓄積は、Leu4 の  Gly516Ser 置換によって

引き起こされることが確認された  (図 22、24B)。Leu4 は、S. cerevisiae に

おける L-ロイシンによるフィードバック阻害を介して  L-ロイシンの生合成を調

節する重要な酵素である  (図 5)。Gly516Ser 変異型 Leu4 における L-ロイ

シン結合部位の構造予測を行うためホモロジーモデリング解析を行った。その
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結果、Gly516 はアロステリック調節ドメイン内の L-ロイシン結合部位を含む

α14 ヘリックス上に位置することが示唆された 4 2 )。さらに、変異型 Leu4 の

Ser516 は、結合空洞の立体障害により  L-ロイシン結合を直接妨害し、L-ロ

イシンによるフィードバック阻害の脱感作を引き起こすと考えられた  (図 25)。  

 

図 24  各 酵 母 における  TFL 感 受 性 と L-ロイシン含 量  

(A) 野 生 型 LEU4  (WT) 、 LEU4G 5 1 6 S  (G516S) 、 LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  

(S542F/A551V)、および LEU4 G 5 1 6 S /  S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  (G516S/S542F/A551V)を発 現

する HC02-5-2 株 の 200 μg/ml G418 を含 む SD+Alt 培 地 での増 殖 表 現 型 。  

G418 含 有 SD+Am 培 地 で 30℃、2 日 間 培 養 し、約  10 6  個 の細 胞 と 10 - 1  から  

10 - 4  の段 階 希 釈  (左 から右 )  をスポットし、200 μg/ml G418 と 150 μg/ml TFL 

を含 む SD+Alt  寒 天 培 地 に播 種 し、30℃でで 2 日 間 培 養 した。  

(B)  野 生 型  LEU4  (WT) 、 LEU4G 5 1 6 S  (G516S) 、 LEU4S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  

(S542F/A551V)、および LEU4G 5 1 6 S / S 5 4 2 F / A 5 5 1 V  (G516S/S542F/A551V)。酵 母

を 5 ml の SD+Am 培 地 で 30℃、2 日 間 培 養 した  (OD 6 0 0  =  10.0)。値 は 3 回 の

独 立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で表 した。スチューデント t 検 定 による有 意 差 を

示 す  ( *p < 0.01)。  

  



51 

 

5) T25 株 の泡 盛 発 酵 試 験 とエタノールおよび香 気 成 分 の分 析  

次に、泡盛醸造における  T25 株の特性を評価した。まず、エタノール生産

性を評価するために、実験室規模の発酵試験を実施した。T25 株で発酵さ

せた最終もろみのエタノール濃度は 18.05%に達し、親株である HC02-5-2 株

および  101 株と同等であった  (図 26A)。T25 株での 4-VG 濃度は、101 株

の約 3 倍で HC02-5-2 株と同等であった  (図 26B)。次に、蒸留した泡盛を

ガスクロマトグラフィーで分析した。その結果、細胞内 L-ロイシン含量に比例し

て、T25 株は  HC02-5-2 株の 2.3 倍のイソアミルアルコールおよび酢酸イソア

ミルを生成した  (図  26C)。一方、酢酸イソアミルやイソアミルアルコールととも

に泡盛の低沸点香気成分と呼ばれる香気成分であるカプリル酸エチル、ラウ

リン酸エチル、カプロン酸エチルの濃度は 3 系統  (HC02-5-2 株、T25 株、

101 株 )  間でほぼ同じであった  (図  26C)。このように、ハイビスカス酵母由来

の T25 株は、古酒香成分バニリンの前駆体である 4-VG および吟醸香成分

である酢酸イソアミルをともに高生産しうることから、泡盛醸造への応用が期待

Gly516	 Ser516	 

HC02-5-2 T25	 
図 25 HC02-5-2 株と T25 株の Leu4 における L-ロイシン結合部位の模

式図  

L-ロイシンと結合した野生型  (HC02-5-2)  および変異型  (T25)  Leu4 の立

体構造は、結核菌  LeuA (PDB ID コード :  3FIG)  の構造を参照した。Leu4

および結合部位に位置する L-ロイシンはスティックモデルで示した。 L-

ロイシンは、野生型  Leu4 (緑 )  が形成する空洞  (灰色 )  にはフィットして

配置し、一方、変異型 Leu4 (黄色 )  では Ser516 が空洞を狭め L-ロイシン

結合を妨害すると考えられた。   
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される株であることが確認された。  

 

6) T25 株 のパイロットスケール醸 造 での香 気 成 分 の分 析  

泡盛酵母 101 株は、エタノールの生産性が高く、風味が良好であるためほ

とんどの泡盛酒造所で商業的に使用されている 7 )。泡盛の品質の多様化が

求められている中、味や風味の異なる新規酵母の開発は泡盛産業に貢献す

る可能性が大きい。本研究では、ハイビスカスの花から分離した新規な酵母

HC02-5-2 株が、泡盛醸造に十分な量のエタノールを生産することを見出し

た。実際、HC02-5-2 株で醸造された泡盛「ハイビスカス泡盛」が市場で既に

販売されている。本研究において、HC02-5-2 株を育種することで、HC02-5-

2 株よりも多くのイソアミルアルコールと酢酸イソアミルを生成する望ましい T25

株を取得できた。パイロット規模の発酵では、T25 株によって醸造した泡盛は、

101 株よりも大量のイソアミルアルコールと酢酸イソアミルを含有していた  (図

27)。これらの結果は、HC02-5-2 株および T25 株が泡盛醸造に適しているこ

とを示している。  

 

図 26   T25 株 の実 験 室 規 模 の発 酵 試 験  

(A)  最 終 もろみのエタノール濃 度 。 (B)  泡 盛 の 4-ビニルグアヤコール濃 度 。値

は 2 回 の独 立 した実 験 の平 均 値 、最 大 値 および最 小 値 出 示 した。 (C)  泡 盛

の低 沸 点 香 気 成 分 含 量 比 のレーダーチャート。101 の値 を 1 とした含 有 量 の

比 で示 した  
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7) T25 株 の泡 盛 酵 母 としての有 用 性  

ビールなどのアルコール飲料では、4-VG はオフフレーバーとして認識され

ている。一方、泡盛では、4-VG は泡盛の「熟成」における古酒香成分バニリ

ンの前駆体で、古酒の甘いバニラ香に寄与している 1 8 )。熟成は、泡盛にとっ

て重要な付加価値であり、より良い熟成のための貯蔵方法などが検討されて

いる 5 2 )。4-VG のバニリンへの変換は、泡盛が熟成により風味が向上する現

象のうち、最もその過程が明らかになっている機構である 4 6 )。泡盛醸造工程

での 4-VG 生産には酵母が影響し、酵母の PAD1 および FDC1 が関与して

おり、これらに変異を有する株では、4-VG 濃度が低下することがわかっている

4 9 ) , 5 0 )。101 株は  FDC1 にナンセンス変異を有しており、4-VG 生産性が低

い。一方、T25 株は HC02-5-2 株と同様に PAD1 および FDC1 が野生型で

(図 20、21)、泡盛に含まれる 4-VG 濃度が 101 株と比較して高いことが確認

された (図 26)。以上のことから、T25 株は、泡盛の古酒香の 1 つであるバニリ

ン濃度を高める特性を有する酵母であることが確認された。  

一方、吟醸香は、清酒とともに泡盛でも好まれる香気成分である。これまで

に、商用酵母株に 1 つまたは複数の自然突然変異を導入することで、清酒の

果実様の芳香化合物含量が増加したと報告されている 5 3 ) , 5 4 )。第 1 章では、

泡盛酵母である 101 株を親株として L-ロイシンアナログ耐性変異株がイソア

ミルアルコールと酢酸イソアミルを過剰生産することを確認した 2 6 )。HC02-5-2

図 27  T25 株 を用 いてパイロットスケールで醸 造 した泡 盛 のイソアミルアル

コール  (A)  、酢 酸 イソアミル  (B)  の濃 度  

値 は独 立 した 3 回 の実 験 の平 均 値 と標 準 偏 差 で示 す。  
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株は低沸点香気成分、特にイソアミルアルコール、酢酸イソアミルの生産性が

低く泡盛酵母として課題があることから  (図 18)、HC02-5-2 株を親株とした

育種を試みた。その結果、得られた L-ロイシン蓄積変異株 T25 は親株である

HC02-5-2 株より多くのイソアミルアルコールと酢酸イソアミルを生産した  (図

26、27)。  

興味深いことに、T25 株は親株の約 3 倍の L-ロイシンを生成したが、T25 

株の L-バリンと L-イソロイシンの細胞内含量は、それぞれ親株で観察された

値の約 30%と 70%に減少した  (図 22)。以前の研究では、S. cerevisiae で

は細胞内アミノ酸のバランスが厳密に制御されていることが示されている 5 5 ) , 5 6 )。

また、L-ロイシンと同様に分岐鎖アミノ酸  (BCAA) に分類される L-バリンや

L-イソロイシンは、最初の 4 段階で同じ酵素  (アセト乳酸合成酵素、アセトヒド

ロキシ酸レダクトイソメラーゼ、ジヒドロキシ酸デヒドラターゼ )経路で生合成され

る 5 7 )。したがって、今回の結果から酵母細胞内の L-ロイシン含量の増加が他

の  BCAA 含量の減少に関与している可能性が考えられた。  

以上の結果から、ハイビスカスの花から新たに分離された酵母 HC02-5-2 

株は、ワイン系の S. cerevisiae 株であることがわかった。HC02-5-2 株およ

びその変異株 T25 株は、フルーティーな風味である酢酸イソアミルと熟成に伴

う甘い風味のバニリンの両方を増強した泡盛を醸造しうる好ましい特徴を持っ

ており、新たな泡盛酵母として有用であると考えられた。  

本研究で得られた T25 株を用いて実際に商品開発が行われ、 (有 )神村酒

造より「尚 KAMIMURA」が商品化された  （ 2019 年）。  
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第 3 章  島バナナ酵母の取得および新たな酵母の育

種 58) 

3-1  沖 縄 の自 然 界 からの島 バナナ酵 母 の取 得 と解 析 背 景  

3-1-1  背 景  

ここまでの取り組みにより、101 株を親株とし吟醸香成分である酢酸イソアミ

ルを高生産する 18-T55 株  (第 1 章 )  、ハイビスカス酵母 HC02-5-2 株を親

株とし古酒香成分バニリンの前駆体である 4-VG および酢酸イソアミルを高生

産する T25 株  (第 2 章 )  を取得することができた。一方、これらの酵母の詳

細な系統解析から、18-T55 株は清酒酵母グループ  (図 10)、T25 株はワイ

ン酵母グループ  (図 19) に属していた。酵母は泡盛の酒質に大きく影響し、

酵母の系統が著しく異なれば新たな風味バランスの泡盛醸造が可能になると

考えられるため、さらに新たな系統の泡盛酵母の開発は重要である。また、

18-T55 株および T25 株はいずれも商用酵母のグループに属していたことか

ら、従来の商用酵母グループに属していない新たな系統の酵母が沖縄の自

然界から得ることができれば、風味バランスの差別化とともに、地域独自の酵

母としてのアピールが可能で、より付加価値の高い泡盛酵母となることが期待

される。  

以上のことから、沖縄の自然界に存在し、従来の商用酵母グループに属し

ていない系統であるとともに、泡盛醸造に適した特性の新たな酵母の取得を

目指した。  

3-1-2  材 料 と方 法  

1) 培 地  

酵母は、栄養豊富な YPD 培地  (2%グルコース、1%酵母エキス、2%ペプト

ン)  で培養した。  

2) 島 バナナからの泡 盛 酵 母 の分 離  

沖縄の島バナナの葉、実、茎を合計 76 検体を採取した。これらの試料を  

4% エタノールを含む YPD 培地で 32℃で 3 日から 2 週間培養した。濁度が

上昇した培地の懸濁液を YPD 寒天培地に播種し、32℃で培養した。24-48

時間培養後、十分に成長した単一コロニーを採取し、実験室規模の発酵試
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験により、エタノール生産性の高い株を選択した。  

3) 採 取 株 の種 の判 別  

試料となる酵母を培養し、ゲノム DNA を抽出した。このゲノム DNA をテン

プレートとして、プライマーNL1 (5 ' -GCA TAT CAA TAA GCG GAG AAAG -

3’)  および NL4 (5 ’ -GGT CCG TGT TTC AAG ACG G -3’)  を用いて PCR

を行うことで、26S rDNA 領域の一部  (560bp) を増幅した。増幅した PCR

産物は塩基配列解析を行い、BLAST 検索などにより種を判断した。  

4) 泡 盛 の発 酵 試 験 と蒸 留  

実験室での小仕込み試験は以下の条件で行った 2 3 )。200 ml 三角フラス

コに米麹 50 g、水 65 ml、前培養酵母 0.1 ml を混合した。この醪を 25℃で

14 日間培養して最終もろみを調製した。もろみの上澄みをろ過し、可搬式ア

ルコール検出器  (AL-3；理研計器 )  を用いてエタノール濃度を分析した。香

気成分濃度を分析するために、水蒸留器  (MH943SBS; メガホーム )  を使

用して常圧蒸留で蒸留し、エタノール濃度が  10% に達した時点で停止した。  

5) 高 速 液 体 クロマトグラフィーおよびガスクロマトグラフィー分 析  

Shimadzu HPLC システムを使用して 4-VG の定量を行った。蒸留した泡

盛液をポアサイズ 0.45 µm のフィルターに通した。濾過したサンプルを C18 カ

ラムにロードし、メタノールを含む酢酸緩衝液で 0.5 ml/分の流速で溶出した。

溶出は、溶媒 A (50 mM 酢酸、pH4)で開始し、溶媒 B (100% メタノール )  

を 90% になるまで徐々に増やした。吸光度 254 nm のクロマトグラムでは、標

準液と同じ保持時間に 4-VG のピークが検出された。ピーク面積を計算し、標

準溶液と比較して濃度を評価した。  

揮発成分の分析は、Heracles II システム  (アルファ・モス )を用い、カラム

は MTX-5 および MTX-WAX を使用した。アルコール濃度を 30％に合わせ

た試料を 10 ml 分注し、60℃で 10 分間加熱した後、固相マイクロ抽出ファ

イバー  (65 μmPDMS/DVB StableFlex/ss )  を用いて 60℃で 30 分間吸

着した。試料は、50 μ l /s で 1 μ l 注入し、初期温度 40℃、昇温速度 1.50℃

/s、最終温度 250℃で分析した。定量は標準試料との面積比で計算した。  

6) 全 ゲノム情 報 の取 得 と系 統 解 析  

酵母を培養し、集菌した菌体からゲノム  DNA を抽出した。得られたゲノム

DNA は Qubit (Thermo) で 定 量 し た 。 Nextera DNA Library 

Preparation Kit (Il lumina) を用いてプロトコルに従い、各ゲノムの NGS
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ライブラリを構築した。得られたゲノムライブラリーは、MiSeq Reagent Kit v2

または v3 (Il lumina) を用いて MiSeq (Il lumina) でシーケンスした。得ら

れたデータおよび Sequence Read Archive  (SRA) からのシーケンスデータ

を用いて、CLC Genomics Workbench v22.0.2  (QIAGEN) にて解析を行

っ た 。 解 析 は 、 リ ー ド を ト リ ミ ン グ 後 、 S. cerevisiae  S288c 

(GCA_000146045) のリファレンスへのマッピング、バリアントコールを行った。

coverage table fi le と variants table fi le をエクスポートした。これらは、カ

スタムスク リプ ト  (https: / /github.com/BiojetCoLtd/GW_to_phylogeny) 

を使用して合成配列の fasta ファイルに変換した。このスクリプトは、カバレッジ

とバリアントのデータからホモ接合 SNP のみの塩基配列を生成することができ

る 。 fasta ファ イルは 、MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis ソフトウェア 4 5 )を使用した近隣結合法により系統解析を行った。  

 

3-1-3  結 果 と考 察  

1) 沖 縄 の自 然 界 からの島 バナナ酵 母 の取 得  

沖縄の島バナナから泡盛醸造に適用可能な新たな酵母株の取得を試み

た。島バナナの葉、実、茎から合計 76 検体を採取し、4% エタノールを含む  

YPD 培地で 32℃で培養したところ、3 日から 2 週間の培養期間で全ての試

料において高い濁度が得られた。これらの懸濁液を YPD 寒天培地に播種し、

十分に成長した単一コロニーを採取した。それぞれのコロニーについて、実験

室規模の発酵試験によるエタノール生産性の評価とともに、26S rDNA の解

析によりそれぞれの種を同定することで選抜した。その結果、島バナナ茎の検

体よりエタノール生産性が高い S. cerevisiae 35a14 株を分離した。  

次に、島バナナ酵母 35a14 株が泡盛醸造に用いることができるかどうか確

認するため、実験室規模の小仕込み試験を行った。その結果、35a14 株で

発酵させもろみのエタノール濃度は  18.9% で、従来の泡盛酵母 101 株は

19.4% であった  (図 28A)。これらの結果から、35a14 株は泡盛もろみ中で

十分なエタノール生産性があると判断した。  

2) 島 バナナ酵 母 35a14 株 の詳 細 な系 統 解 析  

島バナナ酵母 35a14 株の詳細な系統を評価するため、全ゲノム情報の取

得を試みた。その結果、得られたリードの 98.6%が  リファレンスとして用いた S.  
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cerevisiae S288c ゲノムにマッピングされ、35a14 株が S. cerevisiae に属

することが再確認できた。  

次に、35a14 株と他の S. cerevisiae との関係を調べるために、全ゲノム情

報をもとにした一塩基置換  (SNV)の比較による系統解析を行った 1 9 )。比較

対象には、清酒、パン、またはワインおよび商用株のグループに属していない

酵母の全ゲノムデータを用いた  (表 7、8)。その結果、それぞれの商用株は既

報と同様のグループを形成し 1 9 ) , 2 5 ) , 5 9 )、35a14 株は、ワイン酵母、パン酵母、

清酒酵母の典型的な商用酵母グループに属していないことが明らかとなった

(図 29)。35a14 株の近傍にはマレーシア、米国、日本で分離された野生酵

母が位置していたものの、35a14 株と野生酵母の間の進化的距離は、商用

酵母の間の距離よりも大きく離れていた  (図 29)。  

図 28  泡 盛 酵 母 101 株 、島 バナナ酵 母 35a14 株 の実 験 室 規 模 の発 酵 試 験  

(A)  最 終 もろ みのエタノール濃 度 。 (B)  泡 盛 の 4- ビニ ルグア ヤコール濃 度 。

(C)  泡 盛 のイソアミルアルコール濃 度 。 (D)  泡 盛 の酢 酸 イソアミル濃 度 。  

値 は 3 回 の独 立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で示 す。  
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これらの結果から、35a14 株は沖縄の固有株であり、他の産業用酵母や

解析に用いた既存の分離株とは独立して進化したと考えられた。  

No. Strain ID Strain name Discription

1 MS010 101_18 商用泡盛酵母

2 MS056 RIB_K7 清酒酵母

3 MS080 OUT7009 Saccharomyces awamori  Inui、南満州鉄道研究所

4 MS103 EC1118 ワイン酵母

5 MS142 OUT7007 Saccharomyces awamori  Inui、南満州鉄道研究所

6 MS143 OUT7008 Saccharomyces awamori  Inui、南満州鉄道研究所

7 MS826 NBRC2373 1952年

8 MS852 NBRC0249 1941年、中沢亮治株

9 MS853 NBRC0282 1946年、長西廣輔株、南満州鉄道研究所

10 MS854 NBRC0965 1958年、中沢亮治株

11 MS007 HC02-5-2 ハイビスカス酵母

12 MS633 35a14 島バナナ酵母

表 7  本 研 究 で配 列 取 得 および分 析 した酵 母 株  

表 8  本 研 究 で参 照 した酵 母 株  

No. Strain ID Discription Accession number

1 ZP793 Okayama_JP_plants ERR754615

2 ZP778 Okayama_JP_plants ERR754619

3 ZP652 Chiba_JP_plants ERR747924

4 ZP649 Chiba_JP_plants ERR915348

5 YPS128 USA_plants SRR4074383

6 YJM1387 JP_wine SRR800824

7 Y9 JP_plants SRR3481380

8 Y55 France_wine ERR1308763

9 S288c R64_300mer_fragment GCF _000146045.2

10 M5 Itaria_bread ERR1309325

11 M22 Itaria_bread ERR1308788

12 K12 JP_sake SRR3481424

13 IR2 Indonesia_food DRR164885

14 bread004 baker's yeast, Belgium SRR5678552

15 bread003 Belgium SRR5678574

16 bread002 Belgium SRR5678575

17 bread001 Belgium SRR5678580

18 BG1 Brazil_plants SRR403237

19 BC187 bread SRR9617887

20 AWRI796 bread SRR2967854
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図 29  S.  cerev is iae  での島 バナナ酵 母 35a14 株 の系 統 解 析  

(A)  Tradi t iona l  t ree  、 (B)  Rad iat ion phylogenet ic  t ree で示 す。系 統 樹

は Neighbor -Jo in ing 法 、距 離 は最 大 複 合 尤 度 法 を使 用 した。  

A 

B 
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3) 島 バナナ酵 母 35a14 株 の泡 盛 醸 造 特 性  

島バナナ酵母 35a14 株の泡盛の醸造特性を評価するため、泡盛で好まし

い香気成分として知られている吟醸香成分の 1 つである酢酸イソアミル、およ

び古酒香成分バニリンの前駆体である 4-VG を対象として  (図 4、5、6)、小

仕込み試験で得られた泡盛での含量を評価した  (図 28)。その結果、4-VG

は 101 株の約 3 倍含有していることがわかった  (図 28B)。  

S.  cerevisiae では、PAD1 (phenylacrylic acid decarboxylase をコー

ド )  および FDC1 (ferulic acid decarboxylase をコード )遺伝子がフェルラ

酸の脱炭酸を触媒する上で重要な役割を果たしている 4 9 )。泡盛酵母 101 

株は FDC1 遺伝子にナンセンス変異があり、4-VG 産生活性が失われている

5 0 )。  

島バナナ酵母 35a14 株の全ゲノムデータを用いて、PAD1 および FDC1 の

配列を解析したところ、いずれの遺伝子も構造やアミノ酸配列の変異は確認

されず野生型の PAD1 および FDC1 が生産されると考えられた  (データ示さ

ず )  。  

島バナナ酵母 35a14 株の全ゲノムデータを用いて、PAD1 および  FDC1 

遺伝子の配列を取得し、実験室酵母 S288c 株、清酒酵母 K7 株、泡盛酵

母 101 株、ハイビスカス酵母 HC02-5-2 株と翻訳後のアミノ酸配列を比較し

た  (図 30、31)。その結果、FDC1 は、泡盛酵母 101 株および清酒酵母 K7

株で 54 番目のアミノ酸残基がナンセンス変異を起こしていることが確認された

ものの、35a14 株は HC02-5-2 株と同様に全てのアミノ酸残基が S288c 株と

相同であった  (図 30)。また、PAD1 は、35a14 株では、HC02-5-2 株と同様

に His38Tyr、Ala47Val のアミノ酸置換が確認され、これらのアミノ酸置換は

K7 株、101 株でも同様に保有しており、ナンセンス変異などは確認されなか

った。35a14 株の小仕込み試験で得られた泡盛に含まれる 4-VG は高濃度

であったことから  (図 28B)、PAD1H i s 3 8 Ty r / A l a 4 7 Va l  は、4-VG 生産に大きな

影響を及ぼさないと考えられ、結果として島バナナ酵母 35a14 株は 4-VG 生

産性が十分に高い酵母であると考えられた。  

一方、島バナナ酵母 35a14 株を用いた泡盛に含まれるイソアミルアルコー

ルおよび酢酸イソアミルの含量はそれぞれ 101 株の約 75%、約 50%と低かっ

た  (図 28C、D)。酢酸イソアミルは泡盛の香気成分として重要であることから、

島バナナ酵母 35a14 株を親株として酢酸イソアミル生産性の向上を試みた。  
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図 31  各 酵 母 における PAD1 産 物 のアミノ酸 配 列 比 較  

実 験 室 酵 母 S288c 株 、清 酒 酵 母 K7 株 、泡 盛 酵 母 101 株 、ハイビスカス酵

母 HC02-5-株 について、全 ゲノム情 報 から PAD1 の cDNA 配 列 を取 得 しアミノ

酸 配 列 に翻 訳 し比 較 した。  

図 30  各 酵 母 における FDC1 産 物 のアミノ酸 配 列 比 較  

実 験 室 酵 母 S288c 株 、清 酒 酵 母 K7 株 、泡 盛 酵 母 101 株 、ハイビスカス酵

母 HC02-5-2 株 、島 バナナ酵 母 35a14 株 について、全 ゲノム情 報 から FDC1

の cDNA 配 列 を取 得 しアミノ酸 配 列 に翻 訳 し比 較 した。清 酒 酵 母 K7 株 、泡 盛

酵 母 101 株 のナンセンス変 異 を赤 四 角 で示 す。  
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3-2  島 バナナ酵 母 35a14 株 を親 株 とした新 たな酵 母 の育 種  

3-2-1  背 景  

島バナナ酵母 35a14 株を用いた泡盛に含まれる酢酸イソアミルは 101 株

の約 60%と低かったことから  (図 18C)。HC02-5-2 株の酢酸イソアミル生産

性を向上させる育種を試みた。  

イソアミルアルコールは、ピルビン酸からα -ケトイソ吉草酸、α -ケトイソカプロ

ン酸などを経て、イソアミルアルコールからアルコールアセチルトランスフェラー

ゼ  (AAT) によって酢酸イソアミルに変換され  (図 5)、ロイシンの毒性アナロ

グである TFL に対する耐性を指標とすることで酢酸イソアミル高生産株の取

得が期待できる (図 11)。島バナナ酵母 35a14 株は、従来の商用酵母とは異

なる系統であるものの、S. cerevisiae であったことから、これらの代謝経路は

維持されていると考えられ、同様の育種により酢酸イソアミル高生産株の取得

が期待できる。そこで、島バナナ酵母 35a14 株を親株として、泡盛酵母 101

株やハイビスカス酵母 HC02-5-2 株と同様に TFL 耐性を指標とした酢酸イ

ソアミル高生産株の取得を試みた。  

3-2-2  材 料 と方 法  

1) 培 地  

酵母は、YPD 培地  (2%グルコース、1%酵母エキス、2%ペプトン )  で培養

した。酵母の細胞内アミノ酸含有量の分析には、合成培地  SD+Am  (2% 

グルコース、0.5% 硫酸アンモニウム、0.67% yeast nitrogen base without 

ammonium sulfate and amino acids  (Difco Laboratories) )を使用した。

TFL 耐性変異株の選抜には唯一の窒素源として 0.5% アラントインを含む  

SD 培地  (SD+Alt)  を使用した。  

2) 島 バナナ酵 母 35a14 株 を親 株 とした TFL 耐 性 酵 母 変 異 株 の分 離  

変異を誘発するために、35a14 株を 6 分間の紫外線照射で処理した 3 3 )。

突然変異を誘発した細胞を、40 μg/ml の TFL を含む  SD+Alt 寒天培地

に播種し、30℃  で  3 日間培養した。得られたコロニーを SD 液体培地で培

養した後、L-ロイシン蓄積株を選択するためにアミノ酸アナライザーに供した。  

3) 遺 伝 子 クローニングとプラスミド構 築  

G418 耐性遺伝子  (KanMX4) を含むセントロメアベースの低コピー数プ
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ラスミド  pYC130 (国立醸造研究所から提供 )3 0 )および  2μ ベースの高コピー

数プラスミド pAD4 (ADH1 プロモーターおよびターミネーターを含む )(J.  

Nikawa、九州工業大学より提供 )3 1 )を使用して、それぞれ LEU4 遺伝子を

サブクローニングおよび発現 させた。大腸菌株 DH5α (F - -80lacZM15  

( lacZYA argF )  U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 (r k
-m k

+ )  supE44 thi -1 

gyrA96 )  を使用してプラスミドを構築した。  

35a14 株のゲノム  DNA から、Leu4 のコード領域の  5 '  および  3 '  末端

に  HindIII および  SacI 認識部位を付加して、KOD FX Neo ポリメラーゼ  

(東 洋 紡 )  を使 用 して LEU4 遺 伝 子 全 長 を増 幅 した 。 PCR 産 物 を  

HindIII-pAD4 の SacI サイト  (pAD4-LEU4) にクローニングした後 、

pAD4-LEU4 から PADH1-LEU4-TADH1 融合物を増幅し、それぞれ  5 '  

および  3 '  末端に KpnI および  MluI  認識部位 を追 加 した。PADH1-

LEU4-TADH1 融合の領域。増幅産物を pYC130 にサブクローニングして、

酵母細胞で発現プラスミド  (pYC130-LEU4) を構築した。  

pYC130-LEU4 (Asp578Asn) を発 現 するためのプラス ミ ドを Quick-

Change II Mutagenesis Kit (Agilent Technologi es) を使用して調製し

た 。 酢 酸 リ チ ウ ム 法 3 3 ) を 用 い て 発 現 ベ ク タ ー pYC130 vector 、

pYC130_LEU4、pYC130_LEU4 A s p 5 7 8 A s n をそれぞれ 35a14 株に形質転

換し、200 μg/ml の G418 を含む YPD 寒天培地上で形質転換体を選択し

た。本研究で新たに構築した  PCR 増幅産物とプラスミドの DNA 配列は、

ABI PRISM 3130 Genetic  Analyzer (Applied Biosystems) を用いて

サンガー法に基づく配列解析により確認した。  

4) 細 胞 内 アミノ酸 含 量 の定 量  

酵母を、200 µg/ml の  (必要に応じて G418 を含む )  5  ml の SD+Am 培

地で、30℃  で  2 日間培養した  (OD6 0 0=10.0)。回収した細胞を 500 µl の

蒸留水に懸濁し、100℃で 20 分間煮沸して細胞内のアミノ酸を抽出した。

13,000×g で 5 分間遠心分離した後、上清を 0.2 µm シリンジフィルター  

(mdiTM) でろ過した。ろ過試料は、イオン交換クロマトグラフィーとポストカラ

ムニンヒドリン誘導体化を備えたアミノ酸アナライザー  (JLC-500 /  V2、JEOL、

東京、日本 )  により、アミノ酸含量を定量した。LC/MS によってアミノ酸含量

を測定するための実験手順は、以前に報告されたとおりに実施した  5 2 )。各ア

ミノ酸の含量は、乾燥細胞重量の百分率として表した。  
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5) Leu4 の立 体 構 造 予 測  

Leu4 における各アミノ酸置換の影響を評価するために、SWISS-MODEL 

(/ /swissmodel.expasy.org/ )  を使用したホモロジーモデリングにより、野生

型および変異型 Leu4 構造を構築した。モデリングは、結核菌由来の L-ロイ

シンに結合した LeuA の構造を鋳型にして行った  (PDB ID コード :3FIG)。  

3-2-3  結 果 と考 察  

1) L-ロイシン蓄 積 を伴 う島 バナナ酵 母 変 異 株 の分 離  

第 1 章、第 2 章において、泡盛酵母 101 株あるいはハイビスカス酵母

HC02-5-2 株から L-ロイシンを蓄積する TFL 耐性変異株  (18-T55 株 2 6 )お

よび T25 株 1 9 ))  を分離し、それぞれ酢酸イソアミルを高含有する新たな泡盛

醸造への応用を報告した。そこで、島バナナ酵母 35a14 株についても、泡盛

醸造に適した特性を付与するため、酢酸イソアミルの高生産株の取得を目指

し、細胞内に L-ロイシンを蓄積する TFL 耐性変異株の分離を試みた。

35a14 株を 6 分間の紫外線照射により変異を誘発した  (生存率約 1.7%) 。

TFL (50 mg/L) を含む SD 培地に播種したところ、約 100 個の TFL 耐性

コロニーが得られた。これらのコロニーから、L-ロイシンを高生産する株をスクリ

ーニングし、最終的に BNNL80 株を選抜した。  

BNNL80 株は、親株 35a14 株と比較して、乾燥重量当たりの L-ロイシン

含量が約 3.3 倍に増加していた  (図 32)。このことから、BNNL80 株におい

て L-ロイシンによる Leu4 へのフィードバック阻害が抑制され、L-ロイシンおよ

び酢酸イソアミルが高生産されることが期待された。  

 

2) BNNL80 株 の LEU4 遺 伝 子 配 列 の解 析  

第 1 章、第 2 章において、泡盛酵母 101 株あるいはハイビスカス酵母

HC02-5-2 株から L-ロイシンを蓄積する TFL 耐性変異株  (18-T55 株 2 6 )お

よび T25 株 1 9 ) )を分離し、解析した方法と同様に、島バナナ酵母 BNNL80

株の LEU4 遺伝子配列を解析した。  
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その結果、LEU4 遺伝子の 1,732 番目の塩基がグアニンからアデニンへの

ホモ接合変異を特定し、この変異は、Leu4 タンパク質の Asp578Asn のアミ

ノ酸置換を伴うことを確認した。清酒酵母の研究により、Leu4 の Asp578 を

Tyr に置換すると、L-ロイシンによるフィードバック阻害に対する感受性が低下

し、L-ロイシンが過剰生産されることで清酒中のイソアミルアルコールと酢酸イ

ソアミルの含量が増加することが報告されている 3 9 )。したがって、BNNL80 株

の Leu4 の Asp578Asn 置換は、Asp578Tyr 置換と同様に、L-ロイシンによ

るフィードバック阻害に対して脱感作することが考えられた。  

3) LEU4 変 異 が L-ロイシン生 合 成 におよぼす影 響  

BNNL80 株の Leu4 の Asp578Asn 置換が L-ロイシン生合成に影響する

かどうかを確認した  (図 33)。pYC130_LEU4 の発現ベクター2 6 )  の LEU4

遺 伝 子 に Asp578Asn 置 換 に 対 応 す る 変 異 を 導 入 し 、

pYC130_LEU4A s p 5 7 8 A s n  を得た。pYC130 ベクター､pYC130_LEU4 およ

び pYC130_LEU4A s p 5 7 8 A s n を含む酵母形質転換体について、唯一の窒素

源としてグルタミン酸および形質転換体中のプラスミドを維持するための抗生

物質である G418 を含む SD 培地で培養し、細胞内 L-ロイシン含量を測定し

た。その結果 、Leu4 A s p 5 7 8 A s n を発現する 35a14 株は、空ベクターを含む

35a14 株および親株 35a14 株と比較して乾燥細胞重量当たり 1.6 倍およ

び  1.4 倍高い L-ロイシンを蓄積していることがわかった  (図 33)。この結果は、

図 32 島バナナ酵母 35a14 株と BNNL80 株の細胞内 L-ロイシン含有量  

酵母細胞を 5 ml の SD+Am 培地で 30℃、 2 日間培養した  (OD600 = 

10.0)。値は 3 回の独立した実験の平均と標準偏差で示す。  
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Leu4 の Asp578Asn 置換が  L-ロイシンフィードバック阻害に対する感受性

を低下させ、L-ロイシンの高生産につながることを示唆している。  

4) LEU4 変 異 体 における L-ロイシン結 合 部 位 の構 造 予 測  

フィードバック阻害を引き起こす L-ロイシンと結合した結核菌由来の LeuA 

の結晶構造  (PDB ID: 3FIG) では、2 つの L-ロイシン結合部位が隣接する

単量体の調節ドメインで構成されている 4 2 )。Leu4 の活性を阻害する L-ロイ

シンは、Leu4 の Asn515、Ile518、Thr549、Glu577、Val579 に対応する  

Asn532*、Leu535*、Ala565、Pro625、 Ile627 によって認識される  (アス

タリスクは、隣接するモノマー残基を示す )。  

L-ロイシンと結合した結晶構造と  L-ロイシンを含まない結晶構造  (PDP 

ID: 3HPZ) の比較では、Asn532*と Ala565 の空間位置が L-ロイシンを認

識するように変化していることが示された。参照構造として L-ロイシン  (PDP 

ID: 3HPZ) を使用せずに Leu4 から構築した Leu4 のホモ二量体構造モデ

ル  (Swiss-model repository P06208) では、Asp578 は 2 つの隣接する

モノマーのモノマー -モノマー界面に位置し、Asp578 の側鎖のヒドロキシル基

は、Asp581 とのモノマー内相互作用、および Lys489*および  Arg495*との

モノマー間相互作用していると予想された  (図 34)。  

図 33   BNNL80 株 の Leu4 変 異 による細 胞 内 L-ロイシン含 有 量 への影 響  

pYC130 ベクターのみ  (EV 、白 )  、 pYC130_LEU4 (WT 、グ レー )  、および  

pYC130_LEU4 A s p 5 7 8 A s n  (D578N、黒 )  を保 有 する酵 母 細 胞 の細 胞 内 L-ロ

イシン含 有 量 。  

値 は 3 回 の独 立 した実 験 での平 均 と標 準 偏 差 で示 す。  
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一方 、L-ロイシンを結合した MtIPMS (3FIG) を鋳型として構築 された

Leu4 の構造モデルでは、Glu577、Lys489*、Arg495*の側鎖の向きを変え

ることで、Asn515*が L-ロイシンを認識するように移動することが示唆された   

(図 34)。さらに、Asp578 と  Arg495* の間の相互作用は  L-ロイシン結合

によって遮断され、Asp578 が L-ロイシンを介したコンフォメーション変化に寄

与することが示唆された。したがって、578 位のアスパラギン酸をアスパラギンに

置換すると、この相互作用がなくなることで、同じモノマーの Glu577 と隣接す

るモノマーの Asn515 の空間位置が変化し、それによって L-ロイシンの結合

が妨げられると考えられた。既報の Asp578Tyr 置換 3 9 )は、Leu4 の局所構

造に同様の影響を与える可能性があるものの、Leu4 のアロステリック調節に

おける Asp578 の詳細な役割を明らかにするには、さらに生化学的および構

造解析を行う必要がある。  

 

図 34  変 異 型 Leu4 における L-ロイシン結 合 部 位 の構 造 予 測  

(A)  L-ロイシンが結 合 していない状 態 、 (B)  L-ロイシンが結 合 した状 態 につい

て、MtIPMS を使 用 して構 築 された Leu4 の構 造 モデルを示 した。それぞれは

L-ロイシン  (水 色 )  、Asp578 (マゼンタ )  、Glu557 (灰 色 )  、Asp581 (白 )  、

Lys489*  (黄 )  、Arg495*  (黄 )  、Asn515*  (黄 )  のスティックモデルとして表

示 した。黒 い点 線 は、推 定 水 素 結 合 を示 す。Glu577 と Asp581 の間 の残 基

は白 いリボンで示 し、Lys489* と  Asn515* の間 の残 基 は黄 色 で示 す。  

A B 
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5) BNNL80 株 の泡 盛 酵 母 としての有 用 性  

BNNL80 株は、Leu4 の Asp578Asn 置換に伴う Leu4 の立体構造への

影響により、フィードバック阻害を抑制していると考えられた。この BNNL80 株

を用いて、小仕込み試験を行い得られた泡盛に含まれる 4-VG、イソアミルア

ルコール、酢酸イソアミルの濃度を評価した  (図 35)。その結果、4-VG 濃度

は 101 株と比較して約 4 倍で、親株の 35a14 株と同等の値であり、BNNL80

株は 4-VG を高生産することが確認された  (図 35A)。一方、イソアミルアルコ

ール、酢酸イソアミルは、101 株と比較して、35a14 株では低かったものの  

(約 87%、60%)、BNNL80 では親株 35a14 株の 3-5 倍に増加していた  (図

図 35  BNNL80 株 を用 いた小 仕 込 み試 験 での泡 盛 の香 気 成 分  

(A)  4-VG 濃 度 、 (B)  イソアミルアルコール、酢 酸 イソアミル濃 度 。値 は 3 回 の

独 立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で示 した。  
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35B)。以上の結果から、BNNL80 株を用いることで、泡盛酵母 101 株と比

較して、古酒香成分バニリンの前駆体である 4-VG 濃度、および吟醸香成分

である酢酸イソアミルの濃度がともに高い泡盛醸造が可能であることが示され

た。  

今 回 、バナナの茎 から分 離 された 35a14 株 を親 株 として育 種 された

BNNL80 株は、①従来の商用酵母とは系統的に異なり沖縄独自の系統と

考えられる株で、本菌株を用いることで、②泡盛古酒香のバニリンの前駆体で

ある 4-VG を高含有、かつ、③吟醸香の一つである酢酸イソアミルを多く含む

泡盛の醸造が可能な酵母であることが確認された。さらに、BNNL80 株の解

析により酢酸イソアミル高生産に寄与する機構を解明することができた。  

BNNL80 株は、新たな泡盛酵母として付加価値の高い特性を持つ有する

ことが確認された。本菌株を用いた泡盛の開発を泡盛酒造所と進めており、

新たな泡盛として 2023 年に商品化される予定である。  
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第 4 章  泡盛醸造に関与する微生物の機能解析と泡

盛醸造への応用  

4-1  黒 麹 菌 の系 統 解 析 と泡 盛 醸 造 への応 用 60 )  

4-1-1  背 景  

沖縄県の伝統的酒類「泡盛」の醸造に用いられている黒麹菌は、分

生子が黒色を呈する Aspergi l lus 属の糸状菌である。この黒麹菌の定義

や学名については、形態や生化学的な特性などから整理が試みられてきたも

のの、国際的なコンセンサスが得られない状況が続いていた。黒麹菌の最初

の記述は 1901 年の乾による単離であり、続いて宇佐美、中澤らが黒麹菌を

単離してそれぞれ独立に報告している 6 1 )。当時の純粋培養でない泡盛黒麹

には様々な形態を有する糸状菌が存在したと考えられ、異なる研究者から多

様な新種が報告された。これらの分類、整理を行った村上は、黒麹や他由来

の黒アスペルギルス類糸状菌を黒麹菌群  (アワモリ群 )  と黒カビ群  (ニガー

群 )  に大別した 6 2 )。しかしながら海外においては、「Aspergi l lus awamori

と名付けられた黒カビ群に属する株 」が黒麹菌の標準株とみなされて分類さ

れ、黒麹菌群も黒カビ群も A. niger aggregate としてまとめるべきだという主

張もなされるなど、黒麹菌分類の初期における種名の未整理や錯誤により、

黒麹菌の実態に合わない分類体系が課題となっていた。近年、遺伝子解析

を 応 用 し た 取 り 組 み に よ り 、 黒 麹 菌 群 と し て 分 類 さ れ て い る 菌 種 が

Aspergil lus luchuensis としてまとめられた 6 1 ) , 6 3 )。種として再定義された A.  

luchuensis は産 業 上 重 要 な微 生 物 であるこ とか ら 、 さ らに 、 RIB2604 

(NBRC4314) 株を対象とした全ゲノム解析が行われた。ゲノムの全長は約

34.7 Mb、約 12,000 の遺伝子をコードしていること、および機能性に関連し

た各遺伝子群の様態や他の種との違いなどが明らかになった 6 4 ) , 6 5 )。  

泡盛醸造の現場において現在用いられている黒麹菌は、ほぼ全てがいわ

ゆるアワモリ株  (ISH1) 、サイトイ株  (ISH2) の混合利用  (複菌麹 )  である。

アワモリ株とサイトイ株は発酵特性が異なることが経験的に知られており、混合

して用いることで酒質に変化を与える工夫がなされている。これらの麹菌以外

にごく一部であるが利用されている株として、坂口が戦前に単離した瑞泉株  

(JCM22320) がある。一方 、これらの株は醸造特性が異なるにも関わらず、

従来のバーコーディング配列の比較においてはその差が見られない 6 6 ) , 6 7 )。



72 

 

以上のことから、株間の詳細な解析を行い、過去の形態的な観察や醸造の

現場で認められている黒麹菌の多様性の背景を明らかにすることの意義は大

きいと考えられる。本論文では、各所に保存された黒麹菌株やその近縁種株

のゲノム情報の取得を行い、全ゲノム情報を用いた比較解析により詳細な分

類を試みた。多くの黒麹菌株のゲノム情報の詳細な比較と整理は、黒麹菌の

新たな産業利用につながる重要な基盤情報になると考えられる。  

4-1-2  材 料 と方 法  

1) 試 料  

黒アスペルギルス類 の菌株あるいはゲノム DNA は、各 菌株保存機関  

(  (独 )酒類総合研究所、 (独 )製品評価技術基盤機構、  (国研 )  理化学研

究所 )  からの分譲、および株式会社瑞泉酒造、石川種麹店からの供与株を

用いた  (表 9)。  

2) 全 ゲノムデータの取 得  

菌株およびゲノム DNA からの全ゲノムデータ取得は、Miseq (Il lumina)を

用いた。供与された菌体の DNA は、YPD Broth 4 ml で 3-4 日間培養した

菌体を集菌後 、凍結破砕し、フェノール /クロロホルム /イソアミルアルコール  

(PCI)  法に従い抽出精製した。菌体より抽出した DNA および DNA の状態

で供与された試料は Qubit (Thermo Fisher Scientific )  にて定量した。

定量した DNA を試料として、Nextera DNA Library Preparation Kit  

(Il lumina) を用いてライブラリを作製し、MiSeq Reagent Kit v2 または v3 

(Il lumina) をにより全ゲノムデータを取得した。  

3) 単 塩 基 変 異 を用 いた系 統 解 析  

系統解析は、以下の方法に従って実施した 1 9 )。次世代シーケンサーにより

得られたデータおよびデータベース上のリードデータをトリミングした。解析に供

するデータ量をそろえるために、それぞれのリードデータの総塩基数が、リファ

レンスゲノム配列である A. luchuensis RIB2604 (NBRC4314) の塩基数

の 35-50 倍となるようリードをランダムにサンプリングした。これらのリードを A. 

luchuensis RIB2604 (NBRC4314) のゲノム配列に対してマッピングし、そ

の結果から変異情報を抽出し、SNVs をつなげた約 2,441 kbp の仮想配列

を作製しその比較を行った。以上の解析には CLC Genomics Workbench  

v10.1.1 (Qiagen) を用いた。変異情報からの仮想配列の作製には独自に
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作 製 した ス ク リ プ ト を用 いた 2 0 ) 。 こ の配 列 を基 に MEGA: Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis software  2 1 ) を 用 い て Neighbor-

joining 法にて系統樹を作製した。  

4-2-3  結 果 と考 察  

1) 全 ゲノム情 報 を用 いた変 異 解 析  

次世代シーケンサーを用いて菌株保存機関や種麹を扱 う企業より供与 、

分譲された 31 株の黒麹菌および近縁種の全ゲノム情報を取得した  (表 9)。

また比 較 としてデータベース上 のショートリードの情報  (Sequence reads 

archives,  SRA) を用 いた  (表 10) 。得 られた各 株 のリード情 報 は A. 

luchuensis RIB2604 (NBRC4314) 株 の ゲ ノ ム 情 報  

(GCA_001602395.1) をリファレンス配列としてマップした。  

株間の比較のため、まず、マッピング結果から各株における約 31 kb のミト

コンドリア DNA (mtDNA) 全長のコンセンサス配列を取得し比較解析を行っ

た。その結果、A. luchuensis の種内の差異は数塩基であり、目的とする系

統解析には不十分であることが確認された  (データ示さず )  。  

次に、全ゲノム配列へのマッピング結果から抽出される変異情報を用いて

対象領域を広げた解析を検討した。本研究においては一意にコールされる単

塩基変異を homozygous SNVs とし、これらを対象とした解析により 1 9 )、黒

アスペルギルス類内の系統関係の解析を行った。  

進化の過程では、遺伝子には単塩基置換のような小さな変異から、比較的

長い挿入や欠失のような大きな変異まで様々な規模の変異が蓄積されており、

株間の詳細な系統関係の判断にはこれらの総合的な比較解析が必要と考え

られる。一方、小さな変異である homozygous SNVs は他の変異と比較して

頻度が高く、その他の変異の程度と一定の相関性があることが期待される。こ

れを確認する目的で、homozygous SNVs 数と、欠失など比較的大きい変

異 の程 度 を反 映 する リー ドがマ ッピング されなかった参 照 配 列 の領 域  

(unmapped area) の割合とを比較した  (図 35)。その結果、両者は、ほとん

どの株では線形な関係 (R2  =0.87)であったことから、homozygous SNVs を

用いた解析により大きな変異を含めた株間の総合的な系統関係の評価が可

能であると判断された。  
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Classification

 in this study
No. Strain ID Description

Origin or

application

Unmapped

area (%)

Number of

variants

Accession

number

1 RIB 2604 NBRC 4314, A. luchuensis  Usami Awamori koji 2.0 10 DRR308506

2 JCM 2261 Nakazawa et al. alpha strain Awamori koji 2.2 37 DRR308524

3 RIB 2019 NBRC 4338, JCM 22336, A. aureus Awamori koji 0.4 651 DRR308518

4 RIB 2642 NBRC 4281, JCM 39132 Awamori koji 1.7 1,894 DRR308510

5 ISH1 Awamori industrial strain Awamori koji 1.7 563 DRR308507

6 RIB 2061 Sugama et al. Awamori koji 1.2 2,570 DRR308527

7 JCM 22320 Sakaguchi et al. R-6822 Awamori koji 1.6 4,620 DRR308509

8 ISH2 Awamori industrial strain Awamori koji 2.3 3,268 DRR308508

9 RIB 2005 Miyauchi et al., Kawachi kuro-koji Shochu koji 0.6 4,380 DRR308522

10 RIB 2004 Noshiro et al., Kawachi kuro-koji Shochu koji 0.7 3,999 DRR308512

11 RIB 2051 NBRC 6086, JCM 22239, Higuchi Co. Shochu Tane-koji 0.5 4,811 DRR308526

12 RIB 2505 Shirousamii strain, Kawachi shiro-koji Shochu koji 0.5 4,768 DRR308523

13 RIB K7 Sugama et al., A. saitoi Awamori koji 0.6 4,892 DRR335993

14 RIB K49 Sugama et al., A. saitoi Awamori koji 2.1 3,259 DRR335991

15 RIB K53 Sugama et al., A. saitoi Awamori koji 0.6 4,664 DRR335994

16 RIB K54 Sugama et al., A. saitoi Awamori koji 0.8 3,862 DRR335992

17 RIB 2605 NBRC 4116, JCM 22324, Nakazawa et al. Awamori koji 1.1 6,762 DRR308514

18 RIB 2016 NBRC 4123, Nakazawa et al. Awamori koji 1.4 41,777 DRR308513

19 JCM 22302 CBS 125.52, Sakaguchi et al. R-0436 Awamori koji 2.4 39,512 DRR308532

20 RIB 2631 NBRC 4050, A. ficuum unknown 7.9 1,166,055 DRR308520

21 RIB 2036 NBRC 4407 Soil 8.1 1,150,701 DRR308521

22 RIB 2623 NBRC 6670, A. phenicis Awamori koji 8.2 1,165,361 DRR308519

23 JCM 22294 Sakaguchi et al. R-3821 Awamori koji 8.5 1,136,860 DRR308529

24 JCM 22299 Sakaguchi et al. R-0136 Awamori koji 8.8 1,063,650 DRR308531

25 JCM 22295 Sakaguchi et al. K-3931 Awamori koji 8.5 1,129,144 DRR308530

26 RIB 2643 NBRC 4043, A. cinamomeus unknown 19.5 1,757,501 DRR308516

27 RIB 2641 NBRC 33023, A. niger  E-neotype Industrial 19.3 1,746,878 DRR308515

28 RIB 2602 NBRC 4388 Awamori koji 18.9 1,788,047 DRR308517

29 JCM 22292 Sakaguchi et al. R-1031 Awamori koji 19.7 1,667,802 DRR308525

30 JCM 22293 Sakaguchi et al. R-1219 Awamori koji 21.3 1,397,257 DRR308528

A. luchuensis

Group A

A. luchuensis

Group SK

A. luchuensis

unclassified

A. tubingensis  or

A. tubingensis  related

A. niger  or

A. niger  related

表 9  本 研 究 で全 ゲノム情 報 の取 得 および分 析 した菌 株  

分 類 は 系 統 解 析 結 果 に よ り 判 断 し た 。 Unmapped area 、 Number  of  

var iants は RIB2604  (NBRC4314)  を参 照 配 列 として解 析 した。Access ion 

number は、DDBJ /  EMBL /  GenBank の登 録 番 号 。  
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Speicies Accessiion (Strain) Accession (reads)
Unmapped

area (%)

Number of

variants

Aspergillus vadensis CBS 113365 SRR4125764 9.1 1,328,510

Aspergillus piperis CBS 112811 SRR4125758 5.1 603,792

Aspergillus costaricaensis CBS 115574 SRR4125631 7.6 1,142,697

Aspergillus eucalypticola CBS 122712 SRR4125641 10.0 1,053,694

Aspergillus neoniger CBS 115656 SRR4125644 8.2 1,121,079

Aspergillus tubingensis CBS 134.48 SRR402757 12.6 869,797

Aspergillus niger ATCC 13496 SRR1801279 20.0 1,738,366

Aspergillus phoenicis ATCC 13157 SRR1801280 20.1 1,739,982

Aspergillus lacticoffeatus CBS 101883 SRR4125639 19.5 1,739,005

Aspergillus brasiliensis CBS 101740 SRR3927523 35.3 1,068,215

Aspergillus luchuensis mut. kawachii NBRC 4308 DRR262015 0.5 3,416

表 10  本 研 究 で参 照 した黒 アスペルギルス属 の株  

Unmapped area、Number  of  var iants は RIB2604 (NBRC4314)  を参 照 配

列 として解 析 した。  

図 35  1 塩 基 変 異 の数 とゲノム構 造 の比 較  

ホモ SNV の数 と各 株 のマッピングされていない領 域 を表 1 に示 す。  
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一方 ， A. brasil iensis は他の株の線形 な関係から外 れ， unmapped 

area の割合と比較して相対的な SNVs 数が少なかった。このことから、A. 

brasil iensis のように他と大きく離れた株については、SNVs のみを用いた解

析では系統的距離が実際より近いと判断される可能性があり、このような株の

系統的距離の相互比較は検討が必要であると考えられた。  

2) 黒 アスペルギルス類 における A. luchuensis の系 統 的 位 置  

対象株について A. luchuensis RIB2604 (NBRC4314) 株へのマッピン

グにより得られた homozygous SNVs を用いて系統樹を作製したところ、A. 

luchuensis 、A. tubingensis、A. niger を含むクレードがそれぞれ形成さ

れ、これら 3 種を区別し得ることが確認された  (図 36)。これらの結果は、これ

までの系統解析の報告とよく一致している 6 1 ) , 6 8 )。  

図 36  黒 アスペルギルス属 の系 統 樹  

(A)  Radiat ion phy logenet ic  t ree (B)  Tradi t ional  t ree で示 す。系 統 樹

は Neighbor -Jo in ing 法 、距 離 は最 大 複 合 尤 度 法 を使 用 した。  
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3) A. luchuensis の種 内 系 統 解 析  

A. niger を含めた系統樹全体で A. luchuensis 内の系統関係を俯瞰す

ると、既報と同様に A. luchuensis 内の株間の差異は小さかった  (図 36)。

そこで、系統樹の A. luchuensis を含む枝を拡大して評価した結果 、A. 

luchuensis は、大別すると泡盛実用菌 ISH1 (アワモリ株 )  が含まれる A グ

ループ、および泡盛実用菌 ISH2 (サイトイ株 )  や A. luchuensis  mut.  

kawachii   (カワチ株 )  が含まれる SK グループに分けられることが分かった  

(図 37)。ISH1 および ISH2 は、醸造特性が異なることが知られており、これら

商用株がそれぞれ異なるグループに分配されていた。また、A グループには商

用株である ISH1、および RIB2604 (NBRC4314) が含まれ、これらが系統

的に近いことがわかった。一方、SK グループには、泡盛商用株である ISH2

や焼酎醸造に用いられる白麹菌株 、菅間 らが 1975 年に単離した株 6 9 )  

(RIBK7、RIBK49、RIBK53、RIBK54) などが含まれていた。  

図 37  Aspergi l lus luchuens is の系 統 樹  

(A)  Radiat ion phylogenet ic  t ree (B)  Tradi t ional  t ree で示 す。系 統 樹

は Neighbor -Jo in ing 法 、距 離 は最 大 複 合 尤 度 法 を使 用 した。  
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さらに、A および SK グループに含まれない側鎖に位置した株  (RIB2016、

JCM22302、RIB2605) の存在が明 らかとなった。これらのうち RIB2016 

(NBRC4123) および RIB RIB2605 (NBRC 4116) は、共に中澤亮治氏

により 1936 年 に泡 盛 麹 から分 離 した株 として報 告 され 7 0 ) 、RIB2016 

(NBRC4123) は、A. aureus var.  pall idus  (株番号 A.10) 、RIB2605 

(NBRC 4116) は、A. awamori var.  piceus (株番号 A. 02) と記載されて

いる。また、JCM22302 は、坂口謹一郎氏により 1949 年に R-0436 株として

記載されている 7 1 ) , 7 2 )。これら側鎖に位置した株がいずれも戦前に分離された

株であることは、戦前の泡盛醸造所には分子系統的にさらにバラエティーに

富んだ黒麹菌株が存在していたことを示唆しており興味深い。  

歴史的に使われなくなった黒麹菌株には、醸造に適さない株とともに現代

の新たな嗜好性に合う泡盛醸造に適した株や、以前の醸造設備では用いる

ことが困難であったものの今は利用可能な株が埋もれている可能性が考えら

れる。例えば、泡盛醸造ではこれまで腐造防止の目的からクエン酸生産能が

高い黒麹菌株が用いられ、亜熱帯環境下での安定した醸造に貢献してきた。

一方、現代の泡盛酒造所は衛生管理が改善され、クエン酸生産能への依存

度は低下していることから、利用可能な黒麹菌株の幅が広がったと考えられる。

これらのことから、これまで用いられていない黒麹菌株の中には、利用価値の

高い優良株が存在すると考えられ、今回の詳細な系統解析の結果は新たな

泡盛黒麹菌開発への活用が期待できる。  

4) A. luchuensis 内 の分 岐 年 代 の推 定  

泡盛醸造は、600 年以上の歴史を有すると考えられているものの、第 2 次

世界大戦の地上戦により数多 くの歴史的書物が失われた影響などから、黒

麹菌の利用開始時期などを含め泡盛醸造技術の歴史はほとんどわかってい

ない。今回、全ゲノム解析により得られた系統解析の結果から黒麹菌株の分

岐年代を推定し、泡盛醸造の歴史との比較を試みた。  

まず、SK グループの株のみを対象とした詳細な系統関係の解析を行った。

その結 果 、鹿 児 島 で採 取 された河 内 源 一郎商店由来 株 NBRC4308 、

RIB2505、および焼酎種麹から分離された  RIB2051 の 3 株の白色変異株

が 1 つのグループを形成し、白色変異株 とともに採取 された RIB2004、

RIB2005 および ISH2 などを含む黒色分生子株のグループと分離した  (Fig.  

3 8 )。これらの白色変異株と黒色分生子株の分岐は近縁と考えられる複数の
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株を用いた解析に基づいていることから、この分岐時期は白色変異株が生ま

れた年代に近いと考えられた。また、これらのうち ISH2 は泡盛黒麹菌株とし

て商業利用され続けていることから期間に応じた変異が蓄積しており、ISH2

と白色変異株の分岐年代は白色変異株の生まれた年代を反映していると考

えられる。  

黒麹は明治末期の 1907-1910 年頃に鹿児島に渡り、1918 年に河内源

一郎商店によりこの黒麹から白色変異株 NBRC4308 などが分離 された

6 2 ) , 7 1 ) , 7 2 )。従って、白色変異株は沖縄で生まれ泡盛黒麹に含まれた状態で

鹿児島に渡ったか、あるいは鹿児島への移出後に生まれたかのいずれかであ

る。この時代の沖縄県内での泡盛醸造では種麹を用いていなかったものの、

目視により高い品質の黒麹が選択され次の製麹に用いられており 7 3 )、他の色

調のカビが見られないことが重要な選択条件であった。さらに、沖縄から鹿児

島への黒麹の移出は焼酎醸造への黒麹の利用が目的であり 6 2 ) , 7 1 ) , 7 2 )、より

高い品質の黒麹が選抜されたと推測されることから、黒麹に混在すれば目視

で比較的容易に判別できる白色変異株は鹿児島に移出した黒麹には含ま

れず、これ以降に生まれたとも考えられる。この場合、白色変異株は約 100 年

前に生まれたことになる。一方、もし沖縄で白色変異株が生まれ黒麹に混在

図 38  Aspergi l lus luchuens is  Group SK の系 統 樹  

各 株 の分 生 子 の色  (黒 、アルビノ )  を示 す。  
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した状態で維持されその後鹿児島に持ち込まれていた場合 、沖縄での泡盛

醸造において黒色の麹が選択され続けるという選択圧の中で白色変異株が

混在し続けたことになるため、この期間は一定以下であると考えられる。今回、

この期間を 100 年以下とし、白色変異株は 200 年前以降に生まれたと推定

した。以上のことから、ISH2 と白色変異株の分岐年代を 100 年前から 200

年前の間と推定した。  

この値を指標として分岐年代の推定を行った結果、A および SK グループ

は泡盛醸造が始まるかなり昔の 1,500-3,000 年前に分岐し、また、A および

SK グループのほとんどの黒麹菌株は泡盛醸造の約 600 年の歴史に含まれ

る 250-500 年前に分岐したと推測された  (図 39)。これらの結果は、ゲノム解

析により泡盛醸造技術の歴史の一端を明らかにした成果であると考えている。  

 

  

図 39  Aspergi l lus luchuens is  Group A および SK の進 化 系 統 樹  

スケールバーは分 岐 時 間 を示 す (x1000 年 )。灰 色 は沖 縄 で泡 盛 醸 造

が行 われていたと考 えられる時 代 。  
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4-2  泡 盛 もろみ乳 酸 菌 が泡 盛 風 味 成 分 に及 ぼす影 響 7 4 )  

4-2-1  背 景  

バニリンは、泡盛古酒に含まれる重要な成分で、蒸留後の泡盛に含まれる

4-VG から熟成中にバニリンに変換される 1 2 ) , 4 6 ) , 4 7 )。様々な酒類でこれらの成

分が風味に寄与していることが報告されており、ワイン 7 5 )、ウイスキー7 6 )、ビー

ル 1 5 )、および清酒 7 7 )において酵母あるいは乳酸菌がフェルラ酸の脱炭酸を

行い 4-VG に変換することなどが報告されている。また、焼酎では醸造用酵

素剤を用いて 4-VG 濃度を上昇させる報告がある 7 8 )。一方、泡盛において

は、最近、フェルラ酸から 4-VG への変換への黒麹菌の関与が報告され、現

在の一般的な泡盛醸造において泡盛に含まれる 4-VG 濃度への黒麹菌の寄

与が高いことが示された 1 8 )。  

泡盛醸造において、4-VG は古酒香の増強に関与する重要な成分であると

ともに、もろみ中の乳酸菌など夾雑微生物は醸造現場での環境管理の問題

に直結することから 7 7 )、泡盛醸造においても、4-VG 生成がこれら夾雑微生

物の影響を受けるかどうかについて検討することは重要である。以上のことから、

泡盛もろみにおけるフェルラ酸から 4-VG への変換について、乳酸菌の影響

を検討した。  

4－ 2－ 2  材 料 と方 法  

1) 泡 盛 酒 造 所 のもろみおよび蒸 留 液 の試 料  

泡盛もろみ及び蒸留液は、沖縄県内の 4 酒造所  (a、b、c、d) から採取し

た。  

2) もろみ生 酸 菌 の分 離 及 び数 の測 定  

もろみ 0.5 g に 4.5 ml リン酸緩衝生理食塩水  (PBS) を加え 30 秒間振

り混ぜた。その後 10 - 1 から 10 - 5 まで段階希釈し、0.5%炭酸カルシウム含有

MRS 寒天培地  (DIFCO) を用 いて混釈培養 を行 った。嫌 気条件下で

30℃、24 時間培養し、ハローを形成したコロニーを生酸菌と判断して分離し

た。もろみに含まれる生酸菌は、ハローを形成したコロニー数より算出した。  

3) フェルラ酸 及 び 4-VG、バニリンの定 量  

試料を 0.45 µm 再生セルロース製シリンジフィルター  (トムシック )  にてろ過

し、高速液体クロマトグラフィーLC-20A (島津製作所 )  を用いて定量した。カ
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ラムは Cosmosil  5-C18-MS-II (4.6 mm I.D.×250 mm、  ナカライテスク )  

を 40℃で用いた。分離は、1.0 ml/min で 48%メタノール  (0 .5%ギ酸含有 )  

にて 3 分間アイソクラティック分析後、0.5 分間で 75%メタノール  (0.5%ギ酸

含有 )  に上昇させ 2 分間維持する条件で行い、フォトダイオードアレイ検出器

SPD-M20A (島津製作所 )  で検出した。各成分は標準品の保持時間と UV

スペクトルの比較で同定し、各標準品で作製した検量線により定量した。  

4) 生 酸 菌 によるフェルラ酸 から 4-VG への変 換 試 験  

MRS 培地で 1-2 日間前培養した生酸菌 50 μ l をフェルラ酸を 70 μg/ml

含む MRS 培地 2 ml に植菌し、30℃で 48 時間培養を行い、各香気成分の

測 定 を 行 っ た 。 Lactococcus lactis  subsp. lactis NBRC 12007 、

Lactiplantibacil lus plantarum NBRC 15891 は  (独 )  製品評価技術

基盤機構からの分譲株を用いた。  

5) 生 酸 菌 のゲノム DNA 抽 出 及 び 16S rDNA 部 分 配 列 の解 析  

泡盛もろみから分離した生酸菌は、MRS 培地で 1-2 日間培養後に集菌

し、ISOPLANTⅡ  (ニッポンジーン )  を用いてゲノム DNA を抽出した。この

DNA をテンプレートとして、TaKaRa Ex Taq (タカラバイオ )  及びプライマー

M27F  (5 '-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')   、 520R  (5 '-

TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3 ')  を用いて、98℃で 10 秒、54℃で 30 秒、

72℃で 30 秒の反応を 28 サイクル行い、16S rDNA の部分配列の増幅を行

った。PCR 産物は、2%のアガロースゲルで確認し、AMPure XP (Beckman 

Coulter)  で精製後、ユーロフィンジェノミクス社にシーケンス解析を依頼した。

得られた塩基配列は、BLAST による相同性解析を行い、最も相同性が高い

種をその菌株の推定種とした。一方、Bacil lus 属については、相同性が同程

度高い種が複数見出され種の推定が困難であったことから Bacil lus.  sp.とし

た。  

6) 製 麹 、小 仕 込 み試 験  

原料米  (タイ米 )  を 30 分間浸漬処理し、蒸し器で 30 分間、2 回蒸煮し

た。種麹は石川種麹店の種麹から分離した株  (アワモリ株、サイトイ株 )  を 1：

1 の比で混合して用い、種付けから 27 時間まで 36℃、その後 42 時間まで

温度 34℃、加湿条件下で製麹した。麹 50 g、汲水歩合 170%、前培養した

101 株を用いて 25℃でもろみ発酵を行い、エタノール濃度はアルコメイト AL-

3 (ウッドソン )  を用いて測定した。もろみの蒸留は、ガラス製蒸留器具を用い、
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末垂れエタノール濃度は 10%とした。  

もろみと蒸留液の 4-VG 濃度の関係性評価については、14 日間の発酵を

行ったもろみをを分取し、もろみでの濃度が 0.3 (未添加 )  、5、10、20、40 

μg/ml となるよう 4-VG  (和光純薬工業 )  を添加した。これらを蒸留し、もろ

みと蒸留液の 4-VG 濃度を HPLC にて定量した。  

4－ 2－ 3  結 果 と考 察  

1) 泡 盛 もろみに含 まれる生 酸 菌 数 、およびフェルラ酸 、4-VG 濃 度  

泡盛酒造所より発酵中のもろみ試料を採取し、含まれる生酸菌数の変化

を調べた  (図 40)。その結果、生酸菌は発酵初期に多い傾向にあること、また、

生酸菌数が極めて低レベルで推移する酒造所があることなどがわかった。これ

らの結果は、これまでの報告とほぼ一致した 7 9 )。  

これらのもろみのフェルラ酸濃度は、発酵初期は急激に、その後一部の酒

造所  (a， c) では緩やかに上昇した  (図 41A)。4-VG 濃度は発酵初期に上

昇後 4 日以降はほぼ一定で、最終濃度は酒造所間で 3～ 14 μg/ml と大き

な違いがあることがわかった  (図 41B)。また、蒸留液の 4-VG 濃度を分析した

ところ、もろみの 4-VG 濃度と泡盛の 4-VG 濃度には、強い正の相関関係が

確認された  (図 41C)。一方、蒸留前のもろみに 4-VG を段階的に添加したも

ろみのモデルを調整しそれぞれ蒸留したところ、もろみの 4-VG 濃度と泡盛の

4-VG 濃度には直線的な関係が確認された  (図 41D)。以上の結果から、も

ろみに含まれる 4-VG 濃度は泡盛の 4-VG 濃度に直接影響していることがわ

かった。  
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図 40  泡 盛 もろみに含 まれる生 酸 菌 数 の推 移  

 (a～ d はそれぞれ泡 盛 酒 造 所 を示 す )   

図 41  泡 盛 もろみ中 のフェルラ酸 と 4-VG の推 移  

(A-C)  泡 盛 醸 造 所 試 料 のデータ、 (A)  フェルラ酸 濃 度 、 (B)  4-VG 濃 度 、 (C) 

もろみと泡 盛 の 4-VG 濃 度 比 、 (D)  泡 盛 に異 なる 4-VG 濃 度 で添 加 したもろ

みモデルでのもろみと泡 盛 の 4-VG 濃 度 比 。泡 盛 の 4-VG 濃 度 はアルコール

度 数 30%の換 算 値 。 (a～ d はそれぞれ泡 盛 酒 造 所 を示 す )   

A B 

C D 
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2) 泡 盛 もろみに含 まれる生 酸 菌 の同 定  

得られた生酸菌 78 株について 16S rDNA の配列により同定を行った。そ

の結果、これらの生酸菌は 10 グループに分けられ、Lactobacil lus 属ととも

に 、 Lactococcus lactis 、 Leuconostoc citreum 、 Propionibacterium 

acidipropionici などの種と推定された  (表 11)。これまでに、焼酎を含め、

酒類の発酵液中からは複数の生酸菌が報告されており、Lactobacil lus 属

が多く、Leuconostoc 属、Pediococcus 属などの存在が示されている 7 9 ) - 8 4 )。  

今回、泡盛もろみにおいても、他の酒類と同様に Lactobaci l lus 属の他、

様々な生酸菌が生きた状態で存在することが確認された。酒造所ごとに検出

された種を見ると、今回の解析では、全ての酒造所で共通した種は見い出さ

れず、酒造所ごとに菌叢が異なるという結果が得られた  (表 11)。今回の４酒

造所の試料で用いられている原料米および黒麹菌は同一であったことから、

共通の乳酸菌が見い出されなかった理由として、これら原料のロットによる差

異がある、あるいは酒造所での混入に起因しているなどの可能性が考えられ

た。  

 

3) 泡 盛 もろみに含 まれる生 酸 菌 のフェルラ酸 変 換 活 性 の評 価  

分離した全ての生酸菌について、フェルラ酸を添加した培地で培養を行い、

培養前後の HPLC での分析結果を比較することで、フェルラ酸から 4-VG へ

の変換活性を有するかどうか検討した  (表 11)。その結果、Bacil lus sp.  2、

Lactococcus lactis、Staphylococcus gall inarum に分類された株におい

a b c d

Bacillus sp. 1 - 3 7 - - -
Bacillus sp. 2 - 2 1 - + -
Klebsiella oxytoca 3 - - - - -
Lactobacillus brevis 1 3 - - - -
Lactobacillus casei 2 7 - - - -
Lactobacillus fermentum - 6 - 10 - -
Lactiplantibacillus plantarum 8 1 - 8 - +
Lactococcus lactis 2 - - 2 + -
Propionibacterium acidipropionici - - - 1 - -
Staphylococcus gallinarum - - 9 2 + -

Species FA to 4-VG
Brewery

FA to DFA

表 11  泡 盛 もろみから分 離 された生 酸 菌 の推 定 種 とそのフェルラ酸 資 化 活 性  

数 字 は分 離 株 数 を示 す。  (a～ d はそれぞれ泡 盛 酒 造 所 を示 す )   
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て、顕著なフェルラ酸のピークの減少および 4-VG のピークの増加が確認され、

フェルラ酸から 4-VG への変換活性を有すると考えられた。それぞれの菌種に

おけるフェルラ酸から 4-VG への変換活性はいずれの株も高く、今回の評価

方法では、その強さに大きな差は見られなかった。また、今回、推定した種名

が同じ生酸菌はフェルラ酸から 4-VG への変換活性の有無に違いは見られな

かった。  

次に、これらのうち、食品製造への応用 を考慮 して米国食品医薬品局  

(FDA) より食品添加物に与えられる安全基準合格証 GRAS に含まれ安全

性が高い種 と判断できる Lactococcus lactis に注目した。標準株である

Lactococcus lactis  subsp. lactis NBRC 12007 について、同様に活性を

評価したところ、フェルラ酸から 4-VG への変換活性が確認された  (図 42)。

従って、フェルラ酸から 4-VG への変換活性は L. lactis が広く保有する特性

と考えられた。  

一方、Lactiplantibacil lus plantarum に分類された株では、フェルラ酸

の減少とともに 4-VG 以外の物質の増加が観察された。乳酸菌は、フェルラ

酸などのフェノール酸を様々な物質に代謝することが知 られており 8 3 )、L.  

plantarum についてはフェルラ酸からジヒドロフェルラ酸  (dihydroferulic  

acid;  DFA) を生成することが報告されている 8 5 )。このことから、DFA の標準

図 42  L.  lact is  subsp.  lact is  NBRC 12007 の MRS 培 地

におけるフェルラ酸 から 4-VG への変 換 活 性  

値 は 3 回 の独 立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で示 す。  

値 は、3 つの実 験 の結 果 の平 均 と標 準 偏 差 です。  
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品を用いて HPLC による保持時間と UV スペクトルから判断したところ、増加

した成 分 は DFA である と考 えられた  (表 11) 。 さ らに 、標 準 株 である

Lactiplantibacil lus plantarum subsp.  plantarum NBRC 15891 を用

いて、フェルラ酸を添加した培地で培養を行い、培養前後の HPLC での分析

結果を比較したところ、顕著なフェルラ酸のピークの減少および DFA のピーク

の増加が確認 された。従 って、フェルラ酸 から DFA への変換活性は L. 

plantarum が広く保有する特性と考えられた。一方 、泡盛もろみに約 100 

μg/ml  の DFA (もろみのフェルラ酸濃度の約 10 倍 )  を添加し蒸留したとこ

ろ、蒸留液で DFA は検出されなかったことから  (検出限界 0.5 μg/ml )  、も

ろみに含まれる DFA は蒸留液に移行せず、泡盛は DFA を含有しないと考え

られた。  

4) 小 仕 込 み試 験 による乳 酸 菌 の影 響 の解 析  

泡盛もろみでのフェルラ酸から 4-VG 変換に対する乳酸菌の影響を検討す

るため、実験室規模での小仕込み試験を行った。仕込時に、L. lactis K2、

あるいは L. plantarum K34 を 1x105  cel ls/ml となるように添加し、発酵試

験を行った。その結果、発酵過程のエタノール濃度は、いずれも 2 日経過以

降で上昇し、これらの乳酸菌の添加による大きな差異は見られなかった  (図

43A)。乳酸菌数は、2 日経過以降で急激に低下し、5 日後以降ではいずれ

の株も検出されなかった  (図 43B)。このことから、添加した乳酸菌は、エタノー

ル濃度の上昇に伴い死滅したと考えられた。フェルラ酸濃度は、K2 株では添

加無しと比較して約半分、K34 株では 8 割程度で推移し、4-VG 濃度は、K2

株では添加無しと比較して約 2 倍、K34 株では半分以下の値で推移し、そ

れぞれの乳酸菌のフェルラ酸に対する特性が泡盛もろみにおいても確認され

た  (図 43C、  43D)。一方、K2 株での 4-VG 濃度は発酵後半で減少傾向

が観察された  (図 43D)。実際の泡盛醸造ではこのような減少は見られないこ

と  (図 41B) から、過剰な乳酸菌の存在やスケールの規模など小仕込み試

験固有の条件の違いが影響していることが考えられた。また、これらのもろみを

蒸留し、泡盛の 4-VG 濃度を評価したところ、K2 株では無添加の約 1.6 倍、

K34 株では半分以下であり、乳酸菌の影響が泡盛においても確認 された  

(図 43E)。  

 

 

 



88 

 

 

図 43  泡 盛 小 仕 込 試 験 での乳 酸 菌 の添 加 によるもろみへの影 響  

(A-D) も ろ み の 結 果 、 (A) エ タ ノ ー ル 濃 度 、 (B) 乳 酸 菌 数 、 (C) フ ェ ル ラ 酸 濃

度 、 (D)4-VG 濃 度 、 (E)泡 盛 の 4-VG 濃 度 。  

泡 盛 の 4-VG 値 は、アルコール度 数 30%換 算 値 。  

値 は 3 回 の独 立 した実 験 の平 均 と標 準 偏 差 で示 す。  
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以上の結果から、もろみ中の乳酸菌は、Lactococcus lactis など 4-VG 濃

度を上昇させる方向に作用する菌と、Lactiplantibacil lus plantarum のよ

うにフェルラ酸を 4-VG 以外の物質に変換し、結果として 4-VG 濃度上昇の

抑制に作用する菌の存在が確認され、それぞれ泡盛のバニリン濃度に影響を

及ぼしていることが強く示唆された  (図 44)。また、Lactococcus lactis につ

いては、エタノール濃度への影響はほとんど見られず 4-VG 濃度を上昇できる

ことから、泡盛もろみの 4-VG 濃度を高める新たな醸造技術として活用が期待

できると考えられた。  

 

  

図 44  泡 盛 もろみ乳 酸 菌 がバニリン生 成 に及 ぼす影 響  
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総括  

泡盛は、日本の國酒の 1 つで、約 600 年の歴史を有する日本最古の蒸留

酒である。この泡盛は、第 2 次世界大戦の沖縄での地上戦により、人的被害

とともに、醸造のノウハウや歴史的記録、さらには醸造微生物についても多く

が消失したという歴史的経緯などの影響から、泡盛醸造に関する基盤研究や、

新たな泡盛醸造につながる応用研究は、他の酒類と比較して極めて少ない。

本研究では、泡盛酵母における香気成分の生成について生化学的な知見を

得るとともに、泡盛で重要な古酒香成分のバニリンおよび吟醸香成分の酢酸

イソアミルに注目した新たな泡盛酵母の開発に取り組んだ。また、得られた技

術を黒麹菌やもろみ乳酸菌の研究に応用し、泡盛醸造全体の理解を深めた。  

第１章では、唯一の汎用泡盛酵母である 101 株を対象として全ゲノム情報

を得るとともに、その詳細な系統を解析し、101 株が清酒酵母グループである

ことを明らかにした。これらの成果は、泡盛酵母の歴史を理解する上で極めて

重要であり、また酵母を対象とした泡盛風味のバラエティー化のための基盤

情報として活用できることを示した。さらに、本研究で用いた全ゲノム情報を用

いた詳細な系統解析方法は、S. cerevisiae の種内の詳細な系統解析に有

用であることを示した。さらに、101 株を親株として育種した 18-T55 株は、L-

ロイシンによる Leu4 へのフィードバック阻害の抑制を介して酢酸イソアミルを

高生産すること、その機構は Leu4 の Ser542Phe および Ala551Val のアミ

ノ酸置換によるものであることを見出した。本研究は、泡盛酵母を対象として

酢酸イソアミルを過剰生産する変異株を取得した最初の研究である。  

第 2 章では、沖縄の自然界から新たな酵母の分離を試み、ハイビスカス酵

母 HC02-5-2 株を取得した。また、本菌株の詳細な系統解析により、泡盛酵

母 101 株が属する清酒酵母グループとは異なり、ワイン酵母グループであるこ

とが判明するとともに、古酒香成分バニリンの前駆体 4-VG を高生産すること

を見出し、新たな風味の泡盛醸造に有用な株であることを確認した。一方、

HC02-5-2 株は吟醸香成分酢酸イソアミルの生産能が低かったことから、育

種により酢酸イソアミルを高生産する T25 株を取得した。さらに T25 株は、

Leu4 の Gly516 Ser 置換により酢酸イソアミルが高生産することを明らかにし

た。本研究により、沖縄の自然界からワイン酵母系のハイビスカス酵母を新た

に取得し、古酒香成分バニリンの前駆体である 4-VG および吟醸香成分酢

酸イソアミルを共に高生産する新たな泡盛酵母 T25 株を育種することができ

た。  
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第 3 章では、沖縄の自然界から新たに島バナナ酵母 35a14 株を分離し、

詳細な系統解析により、清酒酵母やワイン酵母など従来の商用酵母グルー

プとは異なる系統であり、沖縄固有の系統と考えられる株であることを確認す

るとともに、4-VG を高生産することを見出した。一方、35a14 株は酢酸イソア

ミルの生産能が低かったことから、育種により酢酸 イソアミルを高生産する

BNNL80 株を取得し、Leu4 の Asp578Asn 置換が酢酸イソアミル高生産に

寄与していることを明らかにした。本研究により、沖縄の自然界から沖縄固有

の系統と考えられる島バナナ酵母を取得し、4-VG および酢酸イソアミルを共

に高生産する BNNL80 株を育種することができた。  

第 4 章では、全ゲノム情報を用いた詳細な系統解析方法により、黒麹菌の

詳細な系統解析を行うことで、これまで関係性が不明であった泡盛黒麹菌を

含む近縁種の詳細な系統関係を明らかにした。本研究の成果は、泡盛醸造

における黒麹菌の歴史の解明や、新たな泡盛黒麹菌の開発につながる重要

な成果であることを示した。  

また、泡盛もろみには泡盛の古酒香成分バニリンの前駆体である 4-VG 濃

度を上昇あるいは下降させる乳酸菌が存在することを見出し、これらの乳酸

菌を実際に泡盛もろみに添加することで泡盛の 4-VG 濃度を制御することが

可能であることを示した。本研究は、泡盛もろみの常在微生物が泡盛の風味

に直接影響することを示した初めての例であるとともに、古酒香成分バニリン

の前駆体である 4-VG 濃度を高めることが可能な新たな泡盛醸造技術として

応用し得ることを示した。  

本研究により、酵母 S.cerevisiae の Leu4 について、L-ロイシンおよび酢

酸イソアミル高生産に寄与する新たなアミノ酸置換を複数見出し、その詳細な

メカニズムを解析することができた。また、これらは新たな風味の泡盛酵母とし

て商業的に有用であり、実際の泡盛醸造に応用することができた。さらに、本

研究で得られた技術により、泡盛黒麹菌の多くの株の系統関係を明らかにす

るとともに、泡盛もろみの乳酸菌が泡盛風味に影響することを見出した。これら

の成果は、酵母や他の微生物の学術的な理解を深めるものであるとともに、

泡盛を含む発酵産業の振興にさらに貢献することが期待できる。  
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