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13:00～13:20 清酒酵母・麹研究会総会 

13:20～13:50 「遺伝的安定性の高いカプロン酸エチル高生産性酵母の育種」 

   朝日酒造株式会社   田村 博康 

 

13:50～14:20 「麹グリコシルセラミドが酵母の発酵プロファイルに与える影響について」 

   佐賀大学農学部    北垣 浩志 

 

14:20～14:50 「香気生成能の高い酵母の育種と清酒醸造への利用」 

菊正宗酒造株式会社   高橋 俊成 

 

14:50～15:10 休憩 

 

15:10～15:40 「清酒中の 4-VG 生成要因」  

新潟県醸造試験場   金桶 光起 

 

15:40～16:45 特別講演「細胞・分子から紐解く麹菌の未知なる世界」 

東京大学大学院農学生命科学研究科 丸山 潤一 

 

17:00～   懇親会  （北とぴあ９階９０１会議室） 



遺伝的安定性の高いカプロン酸エチル高生産性酵母の育種 

 
朝日酒造株式会社 研究開発部 田村博康 

【背景】 

 近年、大吟醸に代表される高品質清酒醸造においては、吟醸香・香気成分を多く生産する

カプロン酸エチル（以下 EtOCap）高生産性酵母が広く使用されている。EtOCap 高生産性

酵母の育種は、変異剤なにより突然変異を誘発させ、セルレニン耐性を指標に選抜されてき

た(1)。セルレニンは、中鎖脂肪酸に類似構造を持つ脂肪酸合成阻害剤である(2)。脂肪酸合成酵

素は、2 種類のサブユニット（αサブユニット・FAS2 遺伝子、βサブユニット・FAS1 遺伝

子）からなるα6β6 の多量体構造を取っている。EtOCap 高生産性酵母は、脂肪酸合成酵素

のαサブユニットの 1250 番目のグリシンがセリンに変異している(3)。一般的に使用されてい

る EtOCap 高生産性酵母のほとんどが、FAS2‐G1250S のヘテロ変異型である。  

現在、使用されている EtOCap 高生産性酵母は、EtOCap を高生産するというメリットを

持つ反面、以下の２つの理由から、遺伝的に不安定な可能性が示唆された。 

１）脂肪酸は、細胞形成に重要な細胞膜（核膜を含む）の主要構成成分である。斉藤らは、

分裂酵母の培養液にセルレニンを添加すると核分配が不均一になることを報告している

(4)。これは、脂肪酸合成阻害が核の分配異常を誘導すること示唆し、出芽酵母において

も脂肪酸合成の異常が遺伝的に不安定になる可能性が示唆された。 

２）多くの変異株と同様、従来の EtOCap 高生産性酵母も、突然変異を誘発させることで育

種されてきた。UV および EMS などを用いた突然変異誘発は、効率的に目的の変異株を

取得することが可能であるが、一方、目的以外の遺伝子にもランダムに変異が入ること

は避けられない。その結果、染色体分配の完全性を保障する機構にも変異が導入され、

遺伝的に不安定になる可能性が考えられた。 

遺伝的安定性は、チェックポイント機構により保障されるが、出芽酵母である清酒酵母に

おいて、本機構の完全性については未解析であった。以上より、我々は、セルレニン耐性の

EtOCap 高生産性酵母の遺伝的安定性を調査し、一部の株においてチェックポイント機構が

部分的に不完全であることを発見した。さらに、遺伝的に安定な EtOCap 高生産性酵母を育

種する目的で、自然発生的セルレニン耐性酵母の単離を試み、これに成功した(5)。 

 

【研究内容】 

１．清酒酵母の遺伝的安定性の調査 

 清酒酵母（EtOCap 高生産性酵母を含む）について、チェックポイントを活性化する微小

管重合阻害剤（Benomyl）および DNA 合成阻害剤（HU）に対する感受性および生存率を調

査した。その結果、K1801 株（EtOCap 高生産性酵母）の紡錘体チェックポイントの機能が

不完全であることが示唆された。 

 

２．EtOCap 高生産性酵母の自然発生的な単離 

 新潟清酒酵母G9株から、以下の 3段階で、EtOCapを高生産する自然発生的FAS2-G1250S



変異を試みた。一次スクリーニングでは、セルレニン耐性酵母として 3056 株、分離した。二

次スクリーニングでは、それらの中から、遊離脂肪酸を高生産する株を選抜した。遊離脂肪

酸の測定は栗林らの方法(6)に従った。EtOCap 高生産性酵母では EtOCap の前駆体であるカ

プロン酸（C6）が全遊離脂肪酸量の 83％を占めることから(6)、選抜指標とした。その結果、

14 株の遊離脂肪酸高生産性株を選抜した。三次スクリーニングでは、PCR‐RFLP assay に

より FAS2-G1250S 変異株を選抜後、DNA シーケンスにより FAS2 遺伝子の 3748 番目の塩

基の G から A への置換を確認し、最終的に EtOCap 高生産性酵母を 1 株分離、G9CR と命

名した。 

３．G9CR の遺伝的安定性の確認 

 分離した G9CR の遺伝的安定性を 1 と同様の方法で調査した結果、チェックポイント機構

の機能が正常であることを確認した。さらに、CalMorph(7)による細胞形態の均一性の調査結

果からも、G9CR の遺伝的安定性が高いことが指示された。 

４．G9CR の発酵力の検証 

 最後に、G9CR の発酵力を検証するため、工業規模の試験醸造（総米 600 kg）を行った。

対象株として、K1801 株と親株 G9 株を使用した。その結果、G9CR の発酵力は G9 と同等

であり、EtOCap の生成量は G9 の 2.5 倍、K1801 の約 50％であった。官能試験の結果、G9CR

により醸造された清酒は、親株と遜色なく高い評価を得た。以上より、G9CR は、G9 とほぼ

同等の発酵特性を持ち、G9 よりも高い EtOCap 生産性を持つことが確認された。 

【総括】 

本研究では、自然発生的な EtOCap 高生産性酵母の分離に成功し、遺伝的安定性が高いこ

とを確認した。現在、使用されている清酒酵母の発酵特性は管理されており、顕著な不安定

性は認められない。しかし、突然変異誘発法により育種された株では、目的以外の遺伝子に

変異が導入されるリスクを伴っている。このリスクを軽減するためには、自然発生的変異株

の分離と遺伝的安定性の確認が重要である。本法が、今後の標準的な酵母育種法となること

を期待する。 

【謝辞】 

 本研究を行うにあたり多大なるご協力を頂きました、新潟県醸造試験場、広島大学、（独）

酒類総合研究所、日本醸造協会、東京大学、岩手大学など、共同研究者の皆様に感謝申し上
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麹グリコシルセラミドが酵母の発酵プロファイルに与える影響 

佐賀大学  北垣 浩志 

 

１ 麹の酵素以外の役割 

清酒醸造における麹の主要な役割はでんぷんの糖化酵素の供給である。しか

し酵素だけで作った清酒の品質は必ずしも同一ではなく、それ以外にも品質に

寄与する成分があることが考えられてきた。そのひとつは、エステル結合型脂

質を構成する不飽和脂肪酸である。実際に、不飽和脂肪酸を添加すると発酵能

が向上したり、香気成分が減少することが報告されてきた。この不飽和脂肪酸

は、米粒の外側や麹に含まれていることが知られていた。 

 

２ 麹のスフィンゴ脂質成分 

 一方、アミド結合型脂質であるスフィンゴ脂質の酵母の発酵プロファイルに

与える影響は、その分析手法の難しさもあり、これまでまったく報告されてこ

なかった。 

 そこで麹のスフィンゴ脂質含量を調べたところ、グリコシルセラミドの化学

形が圧倒的に多く、またその含量も他の食品と比べても多いことがわかった。 

 そして麹を加えたもろみの段階でも、麹に由来する多量のグリコシルセラミ

ドが含まれていることがわかった。従って清酒酵母は発酵もろみにおいて、多

量の麹由来のグリコシルセラミドにさらされていることになる。 

 

３ 麹グリコシルセラミドはストレス耐性、香気成分改変を引き起こす 

 そこで、麹グリコシルセラミドが酵母に与える影響を調べた。まず、pH8.0 の

アルカリ条件やエタノール 8％などの高エタノール条件での増殖がグリコシル

セラミドを添加すると増加したことから、グリコシルセラミドは酵母のストレ

ス耐性を向上させることが示された。 

 グリコシルセラミドは糖部分、スフィンゴイド塩基部分、脂肪酸部分に生物

種ごとに多様性がある。そこで、これらの構造の違いがこうしたストレス耐性

に影響を与えるかを調べたが、いくつかの違いがあっても同様にストレス耐性

を引き起こしたことから、グリコシルセラミドであれば細かな化学構造の違い

は影響がないと考えられた。 

 加えられたグリコシルセラミドがそのままの化学形で酵母に作用しているの

か、あるいはセラミドやスフィンゴイド塩基に分解されて作用しているのかを

調べるために、これらの分子種が酵母に与える影響を調べた。その結果、セラ

ミドは同様にストレス耐性を与えたが、スフィンゴイド塩基はストレス感受性

を与えたため、グリコシルセラミドかセラミドの形で酵母に作用が及んでいる

と考えられた。酵母に与えたグリコシルセラミドの脂質を調べると、セラミド

はほとんど検出されなかったことから、グリコシルセラミドはそのままの化学



形で酵母に作用していると考えられた。 

 次にグリコシルセラミドが酵母の香気成分生産プロファイルに与える影響を

調べた。グリコシルセラミドを与えた酵母の発酵液ではカプリル酸エチルなど

エステル香気成分が減少しており、酵母の香気成分生産プロファイルに影響を

与えることが明らかになった。 

 

４ 麹グリコシルセラミドが酵母の脂質二重膜に与える影響の解析  

最後にグリコシルセラミドが酵母に影響を与えるメカニズムを調べた。酵母

の 脂 質 二 重 膜 に 入 り 込 ん で 蛍 光 を 発 す る TMA-DPH 

(1-[4-trimethylamino]-phenyl]-6-phenyl-1,3,5-hexatriene)の蛍光寿命を調

べた。その結果、グリコシルセラミドを与えた酵母では TMA-DPH の蛍光寿命が

無添加のものに比べて統計的に有意に減少しており、脂質二重膜のパッキング

が緩んでいると推察された。酵母の複合スフィンゴ脂質はリン酸ジエステル型

であるが、その脂肪酸は C26 と全生物中で最も長い。一方、麹のグリコシルセ

ラミドの脂肪酸は C18 であるため、これが酵母の脂質二重膜の C26 の領域に入

り込むとパッキングが緩んでストレス耐性や香気成分の改変を引き起こすと考

えられた。 

 以上の結果から、麹のグリコシルセラミドは発酵もろみに持ち込まれ、酵母

の脂質二重膜に入り込んでその構造を緩ませることでストレス耐性や香気成分

の改変を引き起こすことが明らかになった。麹のグリコシルセラミドはこれま

で注目されていなかった成分であるが、酵母の発酵プロファイルに影響を与え

る重要な成分として今後品質管理の重要なターゲットになると考えられる。 
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清酒中の 4-VG 生成要因 

 
新潟県醸造試験場  金桶 光起 

 

酒類の香は品質を決める重要な要素であり異臭があると品質を下げる。ビール、

ワイン等で問題となる 4-ビニルグアイアコール（4-VG）、4-エチルグアイアコール

（4-EG）、４－ビニルフェノール（4-VP）、4-エチルフェノール（4-EG）等の揮発性フェ

ノール類に由来する異臭が清酒においても発生するが発生原因について、これま

で詳細な研究はなかった。 

これらの香は何れも、原料米細胞壁構成成分であるフェルラ酸（FA）、p-クマル酸

（p-CA）の脱炭酸によって生成する。 

ワイン１）、ウイスキー２）およびビール３）に関しては、酵母、乳酸菌等によ

り FA および p-CA が脱炭酸され、4-VG、4-VP 等が生成することが報告され

ている。 

しかしながら清酒の場合、使用する酵母には FA を脱炭酸し 4-VG に変換す

る活性がない３）ことから生成要因は不明であった。 

清酒中の 4-VG 生成を検討したところ、清酒中では麹から持ち込まれるバチ

ルス属、スタフィロコッカス属の細菌およびカンジダ属、ピキア属の酵母が関

与していることを明らかにした４）。分離した細菌は、アルコールが 20％存在

下でも FA を 4-VG に、p-CA を 4-VP に変換する活性があり通常の清酒のアル

コール度数で十分な 4-VG 生成活性を持つことが明らかとなった。 

菌濃度と 4-VG 生成との関係では、細菌では 106 CFU/ml、酵母では 105 

CFU/ml の菌体が存在することにより、閾値を超える 4-VG が生成することが

明らかとなった。さらに、酵母においては、4-VG および 4-VP を還元し 4-EG、

4-EP に変換することも明らかとなった。 

4-VG 生成活性がある微生物が清酒酵母のアルコール発酵に及ぼす影響を検

討したことろ、107 CFU/ml の濃度で清酒酵母と共に存在していても清酒酵母

のアルコール生産になんら影響を及ぼさないことが明らかとなった。 

この結果は、清酒中での揮発性フェノール化合物の生産に麹から持ち込まれ

る微生物が関与しており、これらの菌は清酒中での生育は出来ないが酵素活性

が保持されており、これにより揮発性フェノール化合物の生産が起こることを

示している。 

またさらに、清酒中の FA 濃度と 4-VG 濃度には相関が認められることより、



微生物によらない可能性を検討したところ、清酒中の FA が非酵素的に脱炭酸

され 4-VG が生成する事を見いだした。 

県内で製造された火入れ済み出品大吟醸酒（FA 4.12 ppm）に FA を 5，10，20 

ppm 添加後、0.45 μのフィルターで濾過し 4，15，30℃で貯蔵した。 

その結果、15，30℃で貯蔵した清酒中の 4-VG 濃度は、何れの温度においても

保温時間の経過と共に増加した。この増加量は添加した FA 量が多いほど貯蔵温度

が高いほど顕著で有り、15℃ 41 日貯蔵後の 4-VG 量は添加 FA 量 0，5，10，20 

ppm に対して、それぞれ 0，1.82，13.0，29.3 ppb、30℃では 29.9，78.7，118.7，225.6 

ppb であった。 

この結果により清酒中の FA から 4-VG の生成には微生物関与と非酵素的な生成

が有ることが明らかとなった。 

麹から持ち込まれる微生物による 4-VG 生成を防ぐためには麹の細菌汚染を防

ぎ細菌数を 106 CFU/g・麹以下にすることが重要である。 

また、非酵素的な 4-VG 生成を防ぐためには原料米からの FA の遊離を押さ

え、清酒の貯蔵温度を低く保つ事が重要である。 

清酒の揮発性フェノール化合物による異臭について、本研究によりその一端

があきらかとなった。今後も清酒の異臭発生原因の究明につながる研究が必要

であり、研究を通じて異臭のない高品質な清酒醸造に貢献するものと考えてい

る。 
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細胞・分子から紐解く麹菌の未知なる世界 

 東京大学大学院農学生命科学研究科  丸山 潤一 

 

はじめに 

麹菌 Aspergillus oryzae は、日本で古くから日本酒・醤油・味噌などの製造

に用いられてきたとともに、異種タンパク質生産の宿主として世界的に利用さ

れている。 

麹菌は糸状菌である。演者が麹菌を研究対象とし始めた頃は、極性をもって

菌糸を伸長させる形態的特徴に着目した研究はほとんど行われていなかった。

演者は麹菌で初めて、緑色蛍光タンパク質 GFP (Green Fluorescent Protein)

を用いた細胞内可視化技術を導入し、糸状菌に特有の様々な細胞内構造の動態

を明らかにしてきた。本講演では、麹菌で見出だした様々な現象と、細胞・分

子レベルで解明したメカニズムについて最近の知見を紹介したい。 

 

1) 糸状菌特異的なオルガネラ Woronin body の多細胞制御における機能解明 

麹菌は細長い細胞が連なって菌糸を構成する“多細胞”である。隣接する細

胞は、隔壁にあいた小さな穴である隔壁孔を介して、細胞間連絡を行っている。

糸状菌特異的に存在するオルガネラ Woronin body は溶菌時に隔壁孔をふさぎ、

隣接する細胞に溶菌が伝播するのを防ぐ機能を有する。 

演者は、寒天培地上の麹菌のコロニーに水をかけると、菌糸先端から溶菌す

る現象を偶然発見した。この現象を利用することで、Woronin body が隔壁孔を

ふさいで溶菌の伝播を防ぐ機能を定量的に解析できるようにした。さらに、オ

ランダのグループとの共同研究により、Woronin body が通常の生育条件におい

ても隔壁孔をふさぐことを発見した。これは、溶菌時にのみ Woronin body が隔

壁孔をふさぐとされてきた定説を覆す発見であった。 

 

2) ペルオキシソームの新規機能の発見 

Woronin body は、ペルオキシソームという真核生物に普遍的に存在するオル

ガネラから分化して形成する。この解析のなかで演者らは、麹菌のペルオキシ

ソーム機能欠損株が、最少培地で生育できないことに気付いた。そして偶然、

ビタミンの一種であるビオチンの添加により、生育が回復することを突き止め

た。次いで、ビオチン生合成経路の酵素の 1 つが実際にペルオキシソームに局



在して機能することを明らかにした。以上により、ペルオキシソームがビオチ

ンの生合成に関与することを、世界で初めて発見した。さらに、植物でも本発

見を支持するデータを得て、ビオチンを生合成する真核生物に普遍的な現象を

明らかにした。 

 

3) 麹菌の特異な光応答とそのメカニズムの解明 

光は自然界に存在する環境因子の 1 つであり、糸状菌において分生子形成は

光照射により促進されるのが一般的である。一方で麹菌は、分生子形成が光照

射によって抑制されることから、特異な光応答を示す。 

最近我々は、照射する光の波長を選択できる LED 光源を使用することで、光

による分生子形成の抑制は青色光に依存することを明らかにした。そして、光

依存的な分生子形成抑制には青色光受容体が必要であり、このタンパク質が麹

菌の特異な光応答に関与していることが示された。 

 

4) 有性世代が未発見である麹菌における有性生殖誘導の試み 

麹菌ではこれまで有性世代が見つかっておらず、交配育種が適用できないの

が長年の課題である。演者らは、様々な用途の麹菌株を調べて 2 つの接合型が

存在することを明らかにした。また、近縁の糸状菌において、菌核と呼ばれる

気中菌糸が集合凝集した構造が内部に有性生殖器官を形成することが報告され

ている。麹菌では、菌核形成能が低下もしくは欠失しており、これが有性世代

発見の障害となっていた。演者らは、菌核および有性生殖器官の形成に関連す

る遺伝子を操作することにより、有性胞子様の構造を初めて観察した。 

 

5) 麹菌の細胞融合能と不和合性の発見 

有性生殖の過程の 1 つとして細胞融合がある。麹菌の細胞融合に関する研究

は、1950 年代に坂口謹一郎東京大学名誉教授らの報告があったが、以降は途絶

えていた。演者らは栄養要求性の相補や BiFC 法という解析手法を利用すること

により、約 60 年ぶりに麹菌の細胞融合能を再発見し、細胞融合に関与する新規

因子を見いだした。さらには、異なる菌株の間で融合体が生育することのでき

ない「不和合性」という現象を発見した。すなわち、同じ麹菌でありながらも、

株間で自己・非自己を見分ける仕組みが存在することを明らかにした。 
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