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I . 緒言

パ ンは小麦粉あるいはその他の穀粉 • 水 ・ パ ン酵母（イー スト） を

主原料として、 これに食塩、 砂糖、 油脂などを副原料として混捏して

生地を作り、 酵母の発酵により生成される炭酸ガスを小麦タ ンパ ク質

のグルテンが包み込むことにより生地を膨張させ、 これを裔温で焼成

することで生地が膨張した状態で固められて製造される。 日 本ではパ

ン酵母の呼称として「酵母」を意味する英語の「イー スト」を慣用的

に使用しており、 原材料表示の名称となっている。 イー ストはパ ン製

造工程中において生地発酵によるガス発生による生地の膨張、 物性変

化と熟成を促進することでパ ン独特の触感の形成に寄与しているほか、

主原料である小麦粉 ・ 副原料の成分を分解 ・ 代謝変換してアルコー ル

類 ・ 有機酸類 ・ アミノ酸類 ・ エステル類 • その他揮発性化合物質とい

った代謝産物を生成することによりパ ン特有の味 ・ 香りを形成し、 パ

ンの麻品価値を高めている。

Saccharomyces属酵母種、 特に S. cerevisiaeは、 古来より清酒 ・

ワイン ・ ビ ー ルなどの各種アルコー ル飲料、 そしてパ ン製造など多く

の発酵食品製造に利用されてきた。 パ ン製造の歴史は古く、 紀元前8000

,,____, 7000 年頃にチグリス ・ ユ ー フラテス川流域 一 帯のメソポタ ミア地域

で初めて人間によりパ ンの主原料である小麦が栽培され、 紀元 前6000

,--._., 4000 年頃に水に溶いた小麦粉を焼いて無発酵パ ンが作られたとされ、

その後、 紀元前3500 年頃にナイル川河口の古代エジプトに小麦の栽培

が伝 わり、 焼かずに置いておいたパ ン生地に付着していた野生酵母が

発酵を行い、 偶然的に発酵パ ンが誕生したとされている（ブ ー ランジ
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ェ リー フランセー ズ ドンク， 2010 )。 この発酵パ ンの製造法が欧小卜1

へと伝 わり、 近代とほぼ変わらぬ パ ン製造方法が開発され、 20 世紀に

入り機械化の進展、 そしてイー ストの純粋培義の普及により製パ ンの

合理化がなされている。 中 世においてはビ ー ルやワインの醸造に使用

された酵母がパ ン製造に転用されていたために発酵力や保存性が不安

定でパ ン自体 の品質も不安定であったが、 18世紀末より人為的な管理

のもとでイー ストが作られ、 通気培養 法 ・ 流加培養 法の開発や廃糖蜜

への原料転換により技術吊新が進むことでイー スト製造技術が確立さ

れ、 品質が安定したことにより、 高品質で安定したパ ンの製造に貢献

している（田中 ・ 松本， 1 992 )。

前述したように、 焼成されたパ ンのフレ ー バ ー の生成にはイー スト

の発酵による代謝産物が深く関与していることから、 特徴的なフレ ー

バ ー を作る香気成分高生産イー ストなどが開発されている（田中 • 松

本， 1 992 )。 また、 イー ストで製造するパ ンとは異なる特殊な美味しさ

のパ ンを製造するために、 製パ ン用ではない酒 精用用途の酵母菌株や

自然界から単離 した野生酵母のほか、 小麦粉に付着している酵鳳や乳

酸菌を増殖 • 発酵させる「種起こし」を行った発酵種（パ ン種） を使

用する例もある（井上， 2010 )。

Saccharomyces cereviaise AK46株は北海道十勝地方に自生するエゾ

ヤマザクラ(Cerasus sargen ti i) のサクランボから分離 された野生酵

母であり、 本菌株を用いて製造したパ ンには、 フルー ティで穏やかな

特徴的な香味が付与されている。 パ ンの主要原料である小麦と酵母が

北海道産であり、 地域 特産品となるパ ンを創ることによる地域 活性化

に貢献するというコンセプトのもと、 帯広畜産大学と北洵道農業研究
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センタ ー（農研機構） の取り組みにより北洵道十勝地方に自生する200

点以上の果実、 草花サンプルを分離 源とした野生パ ン酵母菌株の分離

が行われた。 スクリー ニングにより艮好なアルコー ル発酵能を示した

8株のなかで、 最も優れた製パ ン性能を示したAK46株が選抜され、 本

薗株は形態学 ・ 生理 学的性質や rDNAのITS領域 及び D1D2領域 の塩基

配列に基づ いてS. cerevisiaeであると同 定された（小田ら， 2012 )。

その後、 帯広畜産大学の取り糾みにより国内機関で保有されているs.

cerevisiae菌株と共に SUC2 遺伝子の塩基配列解析 が行われ、 本菌株

は 遣伝 学的にオリジナルな菌株であることが確認され、 北海道十勝地

方にイー スト製造工場を有する日本甜菜製糖株式会社にて本菌株の製

パ ン性能 ・ 培養性能 ・ 乾燥耐性が入念に検討 ・ 評価が行われた。 最終

的に、 同 社と帯広畜産大学でライセンス契約が締結され、 平成22年か

ら同 社より「とかち野酵母® 」の商品名で、 本菌株の活性タ イプのドラ

イイー スト製品が製造・ 販売されている(Fig. 1 )。 また、 本菌株の実

用化までの取り糾みの過程は、 産学官の連携により実用的にも学術的

にも高く評価される業績を上げたと認められ、 平成23 年度日本食品科

学工学会の技術賞（小田ら， 2012 )、 平成24 年度には社団法人農林水

産食品産業技術振興協会会長賞を受賞している。

一般的に、 野生酵母のマルトー ス代謝能は市販パ ン酵母菌株よりも

弱いことが知られ (B ell et al., 2001)、 S. cerevisiae AK46株も同

様に野生酵母としては希有な性質であるマルトー スの発酵能を有して

いるが、 市販されているパ ン酵母菌株と比較するとマルトー スを加水

分解する a — グルコシダ ー ゼ 活性が弱くマルトー スの発酵力が劣って

いる ( O da et al. , 2010a )。 パ ン製造においてマルトー ス発酵能は、
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Fig. 1. 「とかち野酵母 ® 」 ドライイ ー スト製品
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フランスパンのような砂糖を添加しない無糖生地や中種法で調製する

中種を発酵させるために、 小麦粉中の澱粉からB — アミラー ゼ の作用に

より生じるマルトー スを利用するためにパン酵母に求められる性能で

ある。 酵母Saccharomyces cerevisiaeがマルトー スを代謝するために

は、 3 種の遺伝子 からなる MAL遺伝子座 (MAL_l、 MAL_2、 MAL_3 ) を

有していなければならない ( C harron et al., 1 989; Higgins et al., 

1 999; N o va k  et al. , 2004)。 各MAL遣伝子座はそれぞれ番号付けされ

ており、 各MAL遣伝子の「 ＿」にその番号が標記される。 例えば、 VII

番染色体上 のMALJ遣伝子附 の a — グルコシダ ー ゼ をコー ドするMAL_2

遣伝子 は MAL12 と表される。 MAL遣伝子附 は、 二糖類 であるマルトー

スごと細胞膜を透過させる MAL_l: マルトー ス透過酵素（パー ミアー

ゼ） 、 細胞内にてマルトー スを2 分子 のグルコー スに分解するMAL_2:

a — グルコシダ ー ゼ （マルタ ー ゼ ） 、 マルトー ス存在下でこれら 2 種類

の酵素の発現を誘導する転 写活性化因子 としてはたらく MAL_3: 転 写

活性化囚子（アクチベ ー タ ー ） の 3 遣伝子をコー ドしており、 これら

全てを 有していな けれ ばマ ル トー スを代 謝 することができない

( C harron et al. , 1 989; N o va k  et al. , 2004)。 高い相同 性配列を有

しているMAL遺伝子座はMALJ( VII番染色体） 、 MAL2(III番染色体） 、 MAL3

(II番染色体） 、 MAL4 (XI番染色体） 、 MAL6 (VIII番染色体） の全5種類

存在する。 各 MAL遺伝子 の配列から作製したプロ ー ブ を用いたサザン

ハイブ リダ イゼ ー ション解析 の結果から、 S. cerevisiae およびその

祖先 種とされる S. paradoxusにおいてはVII番染色体上のMALJ遺伝子

座が原始配列であり、 この遺伝子座が他の染色体へと 転 座することに

より多重コピ ー を生じているとされており、 加えて、 S. paradoxusは
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MALI遣伝子座のみを有する菌株が多い一 方で、 S. cerevisiaeは複数

のMAL遺伝子座を有する菌株が多く存在しているとされている。 この

理由として、 古来より発酵食品製造に利用されてきた S. cerevisiae 

薗株のなかで、 MAL遺伝子座の転座により多重 コ ピ ー を生じて優れた

マルトー ス発酵力を持つようになった薗株が有位となる環境下での選

択圧がかかってきたためと考えられている (N au mo v et al., 1 994)。

MAL 遺伝子 の発現はマルトー スにより語遵されるとともに、 グルコ

ー スおよびフルクトー スの存在の有無により制御されている（大隅 ・

下田， 2007)。 酵母にとって効率の良い炭素源であるこれらの糖の存在

下において、 グルコ ー ス以外の炭素源の代謝に関与する酵素群のほか、

糖新生 ·T CA サイクルなどの発現レ ベルが非常に低くなる、 もしくは

完全に発現が抑制される。 この現象はカタ ボライト抑制（グルコ ー ス

抑制） として知られており、 グルコ ー スの存在量が少なくなるとカタ

ボライト抑制が解除され、 抑制された遺伝子 群が発現されるようにな

る（大隅 ・ 下田，2007)。 カタ ボライト抑制には非常に多くの因子 が関

与しているが、 その中でも Cys 2H is 2 Zinc finger モチー フを有する

DNA結合タ ンパク質でリプレ ッサー としてはたらく転写囚子 Migl、 そ

してSer/T hrプロ テインキナー ゼ であるSnflの2つが重要な因子 とな

る (Ga nce d o , 1 998)。 グルコ ー ス存在下においては、 Miglリプレ ッサ

ー が遺伝子 の制御領域 に結合したのちに、 コ リプレ ッサー としてはた

らく Cyc8-Tu pl複合体 と結合し、 遺伝子 発現が抑制される。 グルコ ー

スの存在呈が低下してくると、 不活性型のSnflが活性化サブ ユ ニット

であるSnf4 によりリン酸化されて活性化し、 活性型SnflがMiglをリ

ン酸化する。 リン酸化されて活性化したMiglは Cyc8-Tu pl複合体 と離

， 



れて遺伝子の制御領域 から外れて核外へと移され、 遣伝子 発現の抑制

（カタ ボライト抑制） が解除される（大隅 ・ 下田，2007)。 これらの因

子 に働きかける更に下流の他囚子 として、 グルコー ス存在下において

カタ ボライト抑制が誘起される際に、 グルコー スシグナルの伝達によ

りSNFlを脱リン酸化して不活性化し、 カタ ボライト抑制に関与する酵

母の調節 タ ンパク質にも作用する Ser /T hr プロ テインホスファタ ー ゼ

としてはたらくGlc7-Re gl複合体 などが挙げられる(Ga nce d o , 1 998)。

他にも、 グルコー スやフルクトー スをリン酸化するヘキソキナー ゼ タ

ンパク質である Hxk 2 はヘキソー スリン酸化の触媒 ドメインのほかに

カタ ボライト抑制の調節 ドメインを有しているとされている (Entia n

a nd Fr Ohl ich , 1 983 )。 グルコー ストランスポー タ ー であるHxtタ ンパ

ク質はカタ ボライト抑制に通じるシグナル経路に関与しており、 Hxt

タ ンパク質 (Hxt 1 ,.....__, Hx t 7) の欠損株 ・ 高発現株を用いた解析 から、 カ

タ ボライト抑制は特定のトランスポー タ ー タ ンパク質に依存して誘起

されないが、 カタ ボライト抑制の程度はグルコー スの取り込み能との

相関があり、 グルコー スの利用率は関連するグルコー スシグナルの強

度によって決定されることが示唆されている (Ga nce d o , 1 998)。 Hxt2

とHxt4 は低グルコー ス濃度のときのみ発現し、 グルコー スがないとき

にはRgtlリプレ ッサー がDNAに結合して発現が抑制されており、 グル

コー ス存在下においては、 そのグルコー ス濃度に応じたグルコー スセ

ンサー タ ンパク質（低濃度： Snf3、 高濃度： Rgt2 ) からのシグナル伝

達により Grr l がリプレ ッサー による発現抑制を阻害することで、 Hxt

タ ンパク質が発現するようになる。 また、 高濃度のグルコー ス存在下

においてはカタ ボライト抑制により、 HXT2とHXT4の発現はこれらの
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プロ モー タ ー にMiglが結合することで抑制される（大隅 ・ 下田，2007)。

上記のように、 カタ ボライト抑制には多くの要因 の関与により誘導

されているが、 このカタ ボライト抑制に非感受性となることで、 グル

コー ス存在下においても他の糖類 の代謝に関与する発現系が抑制され

ず代謝能の高まりが期待できる。 2— デオキシグルコー ス（以下2-DOG)

はFig.2に示すようにグルコー スの2 位の水酸基が水素に置換された

構造アナロ グであり、 グルコー スと同 様にカタ ボライト抑制を語起す

るが、 酵母は代謝することができないという特徴を有する。 この2-DOG

に耐性を示し、 2-DOG 存在下でも他の糖類 を代謝するようになった菌

株はカタ ボライト抑制に非感受性と なっていることが期待される

(N o va k  et al. , 1 990 ; Ra nd e z-Gi 1 a nd Sa nz, 1 994)。 これまでに2-DOG

耐性を付与することによりグルコー スとマルトー スを同 時期に代謝で

きるようになったS. cerevisiae変異株の取得が報告されているほか、

パン酵母に 2-DOG耐性を付与することにより、 高糖生地での製パン性

能が改善したと報告されている (Rincon et al. , 2001)。

本研究 では、 S. cerevi siae AK46株を元株として2-DOG耐性が付与

されたマルトー ス発酵力が向上した自然変異株を単離 し、 発酵力や酵

素活性といった製パン性能に関与する性能を調査 し、 実際に製パン試

験を実施した。 加えて、 元株AK46株と変異株の全ゲノム DNAを解析 し、

得られた配列情報からマルトー ス代謝に関わる遺伝子 およびカタ ボラ

イト抑制に関わる遣伝子の DNA・ アミノ酸配列を比較することにより、

マルトー ス発酵力向上の要因 の解明を目指した。
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Fig. 2. グルコ ー スと2 — デオキシグルコ ー ス(2-DOG)の構造

·2 - DOGでは、 グルコー ス第2 位の水酸基が水素に置換されている。
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II . 2-DOG耐性株の取得・選抜

材料と方法

1 . 2-DOG耐性株の分離

Saccharomyces cerevisiae AK46のマルトー ス発酵力向上を目的とし

て、 2— デオキシグルコー ス（以下 2-DOG) 耐性が付与された変異株の

取得を試みた。 2-DOG とマルトー スを含む最少寒天培地に酵母を植菌

し、 2-DOG 存在下でもカタ ボライト抑制が誘起されずに培地中のマル

トー スを資化することで生育出来る菌株を、 AK46 を元株とする 2-DOG

耐性株として取得 した。

2-DOG耐性株の取得に際し、 Kluyveromycesmarxian usに2-DOG耐性

を付与し、 ラクトー スに対するカタ ボライト抑制非感受性株を取得し

た O da a nd N a k amu ra (200 9) の手法を参考としたが、 S. cerevisiae 

はK. ma汀 ian usよりも2-DOGに対する感受性が強 い傾向がみられたた

め、 2-DOG濃度を参考文献値の 0. 1%から下げて変異株取得を試みた。

S. cerevisiae AK46を 10mlのYPD培地 ( 1. 0% 酵母エキス、 2. 0% グ

ルコ ー ス、 2. 0% ポリペプトン、 pH5. 5 : 50ml容三角フラスコ ・ シリコ

ン栓付） に 接種し、 旋 回型振盪培餐機にて 150rp m·30℃ ·24時間好気

的に培養した。 培養 菌体 を遠心分離 により回収し、 滅菌蒸留水で 2回

洗浄し、 最終 的に20mlの滅菌 水にて再懸濁して酵母懸濁液を調製した。

この酵母懸濁液 0. 1mlを、 0. 0 8% の2-DOG を含有するマルトー スを糖

源とした最少寒天培地( 1. 0% マルトー ス、 0. 67% Yea s t N i troge n  Ba s e  
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wi thou t am ino a cid s 、 0. 0 8% 2-DOG、 2. 0% 寒天） に接種し、 30℃ で

10日間静置培養した。 変異の 固定を目的として、 生育 したコロ ニー を

2-DOG濃度を 0 .0 9%に高めた2-DOG含有マルトー ス最少寒天培地に2回

植え継ぎ、 最終 的に 2-DOG 濃度を 0 .10%とした 2-DOG 含有マルトー ス

最少寒天培地に 植菌し、 2-DOG耐性株を取得 した。

2 . 2-DOG耐性株の選抜

上 記手法にて取得 したS. cerevisiae AK46由来2-DOG耐性株全5 株

(MCD l ,_,_, 5 と命名 ） を元株AK46とともに培養 試験に 供 した。 培養 後に

苗 体収量（乾物 g /培地 L) を算出、 培養 菌体 を用いて 簡易的な製パン

性能試験法としてパン生地発酵力 ( 2種） を測定し、 菌体収量 ・ パン

生地発酵力に基づ いて菌株の選抜 を実施した。

YPD培地 3ml( 試験管） に YPD 寒天培地に生育 させた薗体ー 白金耳 分

を接種し、 往復型振盪培養機にて 150rpm·30℃ ·24時間好気的に培養

した。 その後、 培養 液 0. 6m l をYPS培地 60m l(2. 0% スクロ ー ス、 4. 0% 

Ba ctoい［ ポリペプトン(B e cton, D ick ins on a nd compa ny)、 2. 0% Ba ctoい］

酵母エキス(B e cton, D ick ins on a nd compa ny)、 3. 0% N aC l、 0. 2% KH2 P04 ヽ

0. 1% MgS01 ·7止0、 300m l容バ ッ フル付三角 フラスコ ・ シリコン栓付）

に接種し、 掟回型振盪培養機にて 150r pm·30℃ ·24時間好気的に培養

した。 培義後の菌体 を遠心分離 により回収、 蒸留水を用いて 2 回洗浄

し、 最終 的に菌体 を素焼き板に 押 し 当てて脱水し、 湿菌体 を取得 した。

湿菌体 の 璽量と水分を測定し、 菌体収量（乾物 g /培地 L) を算出し

1つ目の選抜 指標 とするとともに、 2つ目の選抜 指標 であるパン生地発

酵力測定用として、 湿菌体 を用いて水分 67% ( 固形分 33% )・ 乾物 0. 2 g  
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/mlの濃度となるように菌体懸濶液を調製した。

パ ン生地発酵力は、 パ ン生地を 30℃ . 3時間インキュベ ー トした際

のガス発生量 ( ml ) と定義し、 Fig. 3 のような装置を用いて分 析 を実

施した。 小麦粉 lOgに上 記の酵母懸濁液 1ml と各種糖液 5 .5ml を加え、

スパ チュラを用いて 1 分間混捏し、 捏ね上 げ温度が 30℃ 土 l℃ の範囲

で調製した生地を長試験管 に入れ、 飽和食塩水を満たしたメスシリン

ダ ー に発生したガスを捕集し、 その体積( ml) を測定した。 各試験区

で 2 本ずつセットし、 その平均値をパ ン生地発酵力として算出した。

糖液の対粉スクロ ー ス含量を調整することで、 各種パ ンの糖濃度を模

した生地を調製し、 適性を調査 した。 糖無添加の水を使用して調製し

た生地はフランスパ ン（無糖生地） 、 対粉 5% のスクロ ー ス糖液を使用

して調製した生地は食パ ン（低糖生地） を想定している。

培義試験は 3回実施し、 薗体収量 ・ パ ン生地発酵力についてその平均

値と標 準偏差を算出し、 t検定を行い有意水準 5% での有意差を判定し

た。

3. グルコー ス存在下でのマルトー スの消費量 調査

選抜 したAK46由来2-DOG耐性株「MCD4」がカタ ボライト抑制に対し

て非感受性となっているかを確認するために、 マルトー スとグルコ ー

スを含む培地で培養した際の糖消費の挙動を調査 した。 カタ ボライト

抑制に感受性である菌株はグルコー スを消費した後にマルトー スを消

費するが、 カタ ボライト抑制に非感受性となった菌株はグルコー スと

マルトー スを同 時期に消費するようになると考えられている。

AK46由来2-DOG耐性株MCD4 と元株AK46に加え、 対照株として市販
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Fig. 3. パン生地発酵力測定用装置
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パン酵母菌株分離 株 HP216 を試験菌株として使用した。 培養 菌体 は、

2-DOG耐性株の選抜 時と同 様の培養条件で取得 した。 乾燥 菌体 lg分の

湿菌体 を GM培地 50ml (7. 0% マルトー ス、 1 .0% グルコー ス、 0 .5% 

KH2 P04 、 0 .5% (NH4 )2 HP04 、 200ml容□角 フラスコ ・ シリコン栓付） に

接種し、 捉回型振盪培餐機にて 90r pm·30℃ . 3時間振盪培養した。 培

養 期間中に 30 分 間隔で培地の一 部をサンプリングし、 遠心分 離

(15000 g· l0 分間） により取得 した上清を適宜希釈し、 HPLC (LaC hrom 

El ite、 日立ハイテクサイエンス株式会社） を用いてマルトー ス、 グル

コー スの糖濃度を測定し、 糖消費の挙動を調査 した。 HPLC のカ ラムは

Shod e x KS- 801 (昭和電工株式会社） を使用し、 分離 した糖は屈折率検

出器にて検出した。

培義試験は 2回実施し、 培養時の残糖量の平均値を算出し、 その推

移を調査 した。
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結果と考察

1 . 2-DOG耐性株の選抜

2-DOG 含有マルトー ス最少寒天培地に生育 した全 5 株を AK46 由来

2-DOG耐性株として取得 し、 それぞれ MCD1'"'"' 5 と命名した。 これらの

苗 株を元株であるAK46とともに、 YPS培地での培養 試験に 供 した。 YPS

培地で培養 した菌体 の菌体収量 、 パ ン生地発酵力を測定した結果を

Tab l e  1に記載 した。

培養 試験の結果、 MCD l、 MCD2 そしてMCD5 は菌体収量でAK46よりも

劣っていたために、 選抜 から除 外した。 MCD l およびMCD2 は 1回 目の

培養 試験で菌体収量に劣っていたために、 培養 は一回のみ行い、 パ ン

生地発酵力は実施しなかった。 MCD5 は培餐試験を3回実施して菌体収

量が劣っていたために、 パ ン生地発酵力は測定しなかった。

MCD3 とMCD4 はAK46と同 等 の菌体収量を示 し、 これら2 株を 1次 選

抜 株として、 AK46 と共に、 2 つ目の選抜 指標 である 2種のパ ン生地発

酵力の測定に 供 した。 MCD3 ·MCD4 共に AK46 の各種パ ン生地発酵力を

上回っており、 製パ ン性能が高まっている可 能性が示唆された。 特に

MCD4 は MCD3 よりも優れたパ ン生地発酵力を示 し、 特に糖無添加生地

のパ ン生地発酵力がAK46から 4割 ほど高まっていたことから、 マルト

ー ス発酵力の顕 著 な高まりが期待された。 以上 から、 MCD4 を AK46 由

来2-DOG耐性株として選抜 し、 以降 の試験に使用することとした。
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Tab l e  1 .  AK46 由 来 2 -DOG 耐 性 株 の 菌 体 収 量 と パ ン 生 地 発 酵 力

パ ン生地発酵力

菌体収量 [CO2 (ml) / 2h / 1 0g flour] 
菌株 (g dry wt / L) 5%スクロ ース

糖無添加生地
含有生地

AK46 1 0 .7士0 . 1 a 35 .2士6 .0b 39 .9士9 .3b 

MCDl 4. 1 N.D N.D 

MCD2 3 . 7  N.D N.D 

MCD3 1 0 .3士0 .6a 43 .9士6 .7a 50 .8士2 .9a

MCD4 1 0 .2士0.4a 49 .3士4.2a 5 1 . 5士4 .5a

MCD5 8 .9士0.4b N.D N.D 

• 分 析 値 は 3 回 反 復 し た 試 験 の 平 均 値 と 標 準 偏 差 を 記 載 し て い る 。

· MCD l と MCD2 は 試 験 を 1 回 の み 実 施 し た 。

• 各 分 析 値 の 右 上 の 記 号 ( a , b ) は 、 有 意 水 準 5 % で t 検 定 し た 際 の

有 意 差 を 表 し て い る 。

· N . D .  = No t D e t e rm i n e d .  

• 本 表 は M i kumo e t  al . , 2 0 1 5 よ り 転 載 し た 。
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2. グルコー ス存在下でのマルトー スの消費量 調査

AK46由来2-DOG耐性株MCD4 がカタ ボライト抑制に対して非感感受

性となっていることを確認するために、 元株AK46と市販パン酵母分離

株 HP216 と共にマルトー スとグルコー スを含む培地で培義した際の糖

消費の挙動を分 析 し、 その結果をFig. 4 にまとめた。

培養 中の残糖量の推 移を調査 したところ 、 AK46とHP216は培養開 始

から 60 分以内にグルコー スを完 全に消費した後にマルトー スの消費

が始まり、 培養 終 了 の 1 80 分経 過時にも 5% ほどのマルトー スが残存

していた。 これら 2 株の培養 中の糖消費はほぼ同 一 の挙動を示し、 グ

ルコー スが存在していたことによりカタ ボライト抑制が誘起され、 マ

ルトー ス代謝が抑制されていたことが示唆 された。

一 方、 2-DOG耐性株であるMCD4 は培義開 始時からグルコー スとマル

トー スを同 時期に消費し、 培義終 了 時にはマルトー スは 1% 程度しか

残存していなかった。 以上の結果から、 MCD4 はカタ ボライト抑制に対

して非感受性となっており、 グルコー ス存在下においてもマルトー ス

の代謝が抑制されず、 マルトー ス代謝能が高まっていることが示唆さ

れた。
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シンボル： 0 、 ● : AK46 ; △ 、 ▲ : MCD4 ; 口 、 ■ : HP216 . 

• 本図 はMiku mo et al., 2015 より転載 した。
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要約

Saccharomyces cerevisiae AK46のマルトー ス発酵力向 上 を目的とし

て、 AK46 を元株として 2-DOG耐性株全 5 株 (MCD1'"'"' 4) を取得 し、 こ

れらの菌株を培養試験に供 し、 試験薗株の選抜 を試みた。

培養苗 体 の菌体収量と各 種 パン生地発酵力を選抜 指標 として、 AK46

と同 等 の菌体収量を有し、 糖無添加生地のパン生地発酵力がAK46から

4割 程度強 化されていたMCD4 を選抜 し、 以降 の試験に使用することと

した。

MCD4がカタ ボライト抑制に非感受性となっているかを確認するため

に、 マルトー スとグルコー スを含砂 GM培地で培養した際の糖消費の挙

動を調査 した。 AK46と市販パン酵母分離 株HP216はグルコー スを消費

した後にマルトー スの消費が始まり、 カタ ボライト抑制が誘起されて

マルトー ス代謝が抑制されていた。 一 方、 MCD4 はグルコー ス存在下に

おいてもマルトー スを同 時期に消費していたことから、 カタ ボライト

抑制に対 して非感受性となっており、 マルトー スの代謝能が高まって

いることが示唆された。
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ill .  2-DOG 耐 性 株 MCD4 の 性 能 調 査

材料と方法

1 . 培養 菌体 の取得

製パンに関係 する酵素活性や発酵力、 製パン性能を調査 に使用する

ために、 下記手法にて培養 菌体 を取得 した。

YPD培地 10ml ( 試験管） に YPD 寒天培地に生育 させた菌体一 白金耳

分を接種し、 往復型振盪培養機にて 150r pm·30℃ ·24時間好気的に培

養した。 その後、 培養 液全量を YPS培地 120ml(500ml容振盪フラスコ、

シリコン栓付） に接種し、 往復型振盪培餐機にて 1OOr pm·30℃ ·40時

間好気的に培養 した。 培餐 後の菌体 を遠心分離 により回収、 蒸留水を

用いて 2回洗浄し、 最終 的に酵母懸濶液を調製して菌体収量（乾物 g

／ 培地 L) を算出した。

各種試験は Lo t が異なる培養 菌体 を用いて 3回実施し、 分 析 値の平

均 値と標 準偏差を算出するとともに、 t検定を行い有意水準 5% での有

意差を判定した。

2. 液 体 発酵力測定 (FlO液 体 発酵力、 M S液 体 発酵力）

試験菌株の簡易的な発酵力を調査 する為に、 日本イー スト工業会の

測定方法を改 変し、 各種糖類 とビ タ ミン類 ・ 無機塩類 などを含む液 体

培地に培養 菌体 を 接種して、 オ辰盪培養した際に発酵と共に生じる炭酸

ガス発生に伴 う 璽量減 少量を液体 発酵力として測定した。 測定した 2
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種の液体 発酵力は、 10% スクロ ー スを糖源としたFlOは低糖生地、 8. 0%

マルトー スを糖源とした M8 液体 発酵力は無糖生地を想定したもので

ある。

乾物濃度200mg /5ml の苗 体懸濁液を調製し、 菌体 懸濁液 5ml を各 種

液体 発酵力培地 20ml ( 糖源としてFlOでは 10% スクロ ー ス ·M8では

8. 0% マルトー ス、 他成分として 0 .3% N aHP04 ·2止0、 0 .2% MgS04 ·7凡 0、

0. 0 8% K C l、 1. 25% L― アスパラギ ン酸ー 水和物、 0. 002% 塩酸チアミ

ン、 0 .02% ニコチン酸、 0 .002% 塩酸ピ リドキシン： 100ml容三角 フ

ラスコ） に接種 後、 7.2N 硫 酸を注 いだ マイセル氏 発酵管をセットし発

酵前 の童 量を測定し、 往復型振盪培養器にて 30℃ · 80r pm で 3時間培

養した。 マイセル氏 発酵管中の硫 酸が糖類 を発酵することで生じる水

をトラップすることにより、 発酵により生じる炭酸ガス発生に伴 う重

量減 少量を測定することができる。 発酵後の重 量を測定し、 発酵前 後

の重量減 少値を算出した。

3. 酵素活性測定（インベルタ ー ゼ 活性、 a — グルコシダ ー ゼ 活性）

製パンに関係 する酵素活性として、 O da et al (2010a )の手法を改 変

してスクロ ー ス分解酵素であるインベルタ ー ゼ 、 マルトー ス分解酵素

である a — グルコ シダ ー ゼ の酵素活性を測定した 。

インベルタ ー ゼ ( /3 ―
D

— フルクトフラノシダ ー ゼ） はスクロ ー スのフ

ルクトー スを認識 して、 f3 — フルクトシド結合を加水分解してグルコー

スとフルクトー スを生じる反 応を触媒 しており、 この反 応で生じるグ

ルコー ス ・ フルクトー スを転化糖 (I nv er t Su gar) と呼 ぶ ためにイン

ベルタ ー ゼ と呼 ばれている。 S. cerevisiae において、 インベルタ ー
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ゼ は細胞壁 成分 であるマンナンと結合して局 在している（柳 島 ら，

1 981)。 スクロ ー スはインベ ルタ ー ゼ によって加水分解されたのちに菌

体 内に取り込まれて代謝される。 製パンにおいては、 熊 糖生地の発酵

序 盤 にて主要発酵糖類 となる小麦粉中のグルコフルクタ ンなどのフル

クトシドの加水分解や、 食パン ・ 菓子 パンなどの原材料に砂糖を含ん

だ 低糖 ・ 高糖生地におけるスクロ ー スの分解に関与している（田中 ・

松本，200 8)。

インベ ルタ ー ゼ 活性はスクロ ー スを基質としたときに、 インベ ルタ

ー ゼ により生じた還 元糖の量を 3 , 5— ジニトロ サリチル酸（以下 DNS)

との加熱 反 応による色調変化を分光 裔度計 にて定量した。 DNS を強 ア

ルカ リ性下にて還 元糖を加熱 反 応させることで DNSの 3 位のニトロ 基

がアミノ基となり、 赤色の 3— アミノー 5ー ニトロ サリチル酸を生じるた

め、 これを分光 高度計 にて比色定量を行うことにより還 元糖の定量が

可 能となる。

インベ ルタ ー ゼ 活性測定に用いる酵素液として、 酵母懸濁液を使用

した。 酵素液 1. 0mlを、 基質液 (5. 0% スクロ ー スを含有する 0. lM ク

エン酸緩 衝 液 pH5. 5 ) 1. 0mlに加え、 30℃ で 3 分間インキュベ ー トし、

lN N a OH 2. 0ml を加えて反 応 を停 止 させた。 反 応 液を遠心分離 に 供 し

て上 清 1 .0ml を取得し、 発色試 薬 (1 .0%DNS、 1 .7% N a OH、 30% 酒 石 酸

ナトリウ ムカ リウ ム ・ 四 水和 物） 1 . 0ml と混和した後に 100℃ . 5 分間

加熱 した。 加熱 後に氷 冷 し、 脱塩水 10ml を加え、 分光 光 度計 により

540nm の吸 光 度を測定し、 生成した還 元糖を定呈した。 インベ ルタ ー

ゼ の活性は、 乾物 1mg の菌体 が 1 分間あたりに生成する還 元糖の呈

( nmol) と定義 して比 活性を算出した。
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a — グルコシダ ー ゼ は糖類 の a — グリコシド結合を加水分解する反 応

を触媒 する酵素であり、 グルコー ス2 分子 が o: 1-4 グリコシド結合で

繋 がっているマルトー スを分解するマルタ ー ゼ もこの酵素に該 当する。

S. cerevisiaeはマルトー スを菌体内に取り込ん だ 後、 a — グルコシダ

ー ゼ により加水分解して代謝する。 製パンにおいては、 フランスパン

のような砂糖を添加しない無糖生地や、 中種法で調製する中種におい

て小麦粉中の澱粉から f3 — アミラー ゼ の作用により生成するマルトー

スを利用するために非常に重 要な酵素である（田中 ・ 松本， 1 992 )。

a — グルコシダ ー ゼ は菌体 内酵素 であるため、 O da e t  al ., (2010a ) 

ではクロ ロ ホルムと SDSによる苗 体 内酵素を溶出させて粗 酵素液 を取

得しているが、 本試験では超 音 波 処 理により菌体 を破 砕 した後に 0 .2 

µ m フィルタ ー で濾 過し、 酵素活性測定に用いる粗 酵素液 を取得した

(Su zu k i a nd Tamu ra , 1 984 )。 超 音 波 処 理は、 酵母懸濁液 を超 音 波 発

生機 (U D-201、 微 量チップ使用、 株式会社 トミー 精工） にセットし、

氷 冷 しながら 80W (出カ レ ベ ル 5 ) で 10 分間処 理 して実施した。

a — グルコシダ ー ゼ 活性測定に際して、 pーニトロ フェ ノー ル（以下

p-N P) 話 導体 である p— ニトロ フェニル— 0: - D
ー グルコピ ラノシドを基質

として使用し、 a — グルコシダ ー ゼ によって基質の a — グリコシド結合

が切 断 した際に遊 離 する p-N Pを定量した。 粗 酵素液 0 .5ml を基質液

( 1  OmM p— ニトロ フェニル— a -Dー グルコピ ラノシド） 0 . 5ml に加え、 25℃

で3分間インキュベ ー トし、 0. lM N a2 C 00 5m lを加えて反 応を停 止 させ、

分光 光 度計 により 410nmの吸 光 度を測定し、 遊 離 したp-N Pを定量した。

a — グルコシダ ー ゼ の活性は、 乾物 1mgの菌体 が 1分間あたりに遊 離 す

るp-N Pの量 ( nmo l ) と定義 して比 活性を算出した。
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4. 生地発酵力測定（無糖生地発酵力、 各製パンエ程の生地発酵力）

試験菌株のパン生地における発酵力を調査 するために、 Fermogra ph 

II ( アトー 株式会社） を用いて、 酵母が生地中の糖類 を発酵して生じ

る炭酸ガス発生量の推 移を調査 した。

砂糖を添加 しない生地（無糖生地） からの発酵力を、 熊 糖生地発酵

力として測定した。 無糖生地からの発酵においては、 発酵開 始 1時間

日 までに、 小麦粉中に存在する微 量のグルコー ス ・ フルクトー スのほ

か、 グルコフラクタ ンやラフィノー スがインベ ルタ ー ゼ により加水分

解されて生じる単糖を発酵することによる炭酸ガスのピ ー クが発酵開

始 1時間目ほどにみられる。 その後、 マルトー ス発酵能を有している

酵母苗 株では、 その後に小麦粉中の小麦粉中の澱粉から f3 ― アミラー

ゼ により生成するマルトー スを発酵することにより生じる炭酸ガスの

大きなピ ー クを生じる（田中 ・ 松本， 1 992 ; 200 8)。 マルトー スの発酵

が単糖類 の発酵から遅 れて行われる理 由として、 グルコー ス存在下に

おいてカタ ボライト抑制が話 起されて酵母のマルトー ス取り込み機構

の発現が抑制されるため、 グルコー スが低濃度になるまではマルトー

ス発酵が開始しないこと、 また、 小麦粉中 にマルトー スが僅 かにしか

存在せず、 生地を混捏することにより小麦粉中の f3 — アミラー ゼ の作

用によりマルトー スを生じるまでに時 間を要することが挙げられる

（田中 ・ 松本， 1 992 ; 200 8)。

小麦粉（日清カ メリヤ、 日清製粉株式会社 ） 100 g、 培養 菌体 （水分

66% ) 2. 86g、 水 57. 1mlをミキサー にセットし、 捏ね上げ温度が2 8℃

となるように調整しながら2 分間混捏した。 混捏後に生地 40 gを2 つ

分 取し、 それぞれをインキュベ ー タ ー で加温していた測定瓶 に入れ、
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Fermogra ph IIの使用法に則 り炭酸ガス発生量の測定を実施した。 各 菌

株 2 つのサンプルで測定を行い、 その平均値を分 析 値として 5 分間毎

のガス発生量と、 その値を加 算 してトー タ ルガス発生量を算出した。

また、 製パ ン試験を実施に併 せて、 後述する 3 種の製パ ン法（中種

法、 ストレ ー ト法、 ノー タ イム法） における各 製パ ンエ 程で分 取した

生地の発酵力を同 様の手法で調査 した。

5. 製パ ン試験（中種法）

試験苗 株の製パ ン性能を調査 するにあたり、 3 種の製パ ン法にて性

能を調査 した。 1 つ目の製パ ン法である中種法は、 製パ ン原料として

使用する小麦粉の一 部と水、 イー ストなどで中種を混捏し、 中種発酵

を行うことが最大の特徴である。 中種発酵を行うことで、 生地膨張や

エタ ノー ル ・ 有機酸の蓄 積によりグルテン凝 集 物の伸 展性が高まり、

本捏時のミキシングにおける生地のフルディベロ ップメントを容易に

達成できることから、 本捏生地の気泡 数 も多く生地の柔 軟 性も高い。

このように中種法で調製した伸 展性 ・ 柔 軟 性が高い生地は、 製パ ン時

の生地の損傷 度が大きい機械化製パ ンに対 する耐性（機械耐性） が高

く、 工場 にて大型の自動分割 機（ディバ イダ ー ） ・ 自動丸 め機（ラウ ン

ダ ー ） ・ モルダ ー などの機械を用いてパ ンを合理 的に大量生産 する大手

ホー ルセー ルベー カ リー での主製法として用いられている（井上 ，

2010 )。 また、 中種発酵中での香気成分の醤 積や、 小麦粉を含 む原料由

来の酵素の働きによりマルトー ス ・ 遊 離 アミノ酸 ・ 遊 離 ペプチ ドを生

じることにより、 パ ンの焼き色や風 味が高まる。 更に、 気泡 数 が多く

伸 展性 ・ 柔 軟 性が高いので焼成時の釜 伸 びが大きく、 パ ンの気泡 膜は
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薄 くきめ細やかになり、 パ ンの老 化が遅 くなり嗜 好性が失 われにくい

という特徴をもつ。

製パ ン原材料使用量はベ ー カー ズ パ ー セント（以下 BP) を用いて表

記した。 小麦粉（イー グル、 日 本製粉株式会社） 70%、 培養薗体 2%、

イー ストフー ド（オリエンタ ル酵母工業） 0 . 1%、 水 40%をミキサー

(5DM-03-r、 株式会社ダ ルトン） にセットし、 捏ね上 げ温度が2 8℃ と

なるように調整しながら低速 で 2 分混捏して中種を調製した。 生地発

酵力測定用に生地の一 部を分取したのちに、 温度2 8℃ で 4時間発酵さ

せた。 中種発酵後に、 中種、 小麦粉 30%、 砂糖 5%、 食塩2%、 脱脂粉乳

2%、 水 25% をミキサー にセットして低速 で 2 分、 ショー トニング 5% 

を加 えた後に低速 1分、 その後高速 で 3,,._,__, 4分混捏して本捏し、 捏上 温

度が 2 7.5土 0 .5℃ でフルディベ ロ ップされた本捏生地を調製した。 本

捏生地からも生地発酵力測定用に生地の一 部を分 取したのちに、 フロ

アタ イムとして温度2 8℃ で20 分間発酵させた後に 450 gとなるように

生地を分割 し、 ベ ンチタ イムとして 2 8℃ で 20 分間発酵させた。 その

後、 モルダ ー (WF、 株式会社 押 切 機械製作所 ） を通して成形して焼き

型に移し、 ホイロ タ イムとして 3 8℃ ・ 湿度 85% で 55 分間発酵させた。

ホイロ タ イム後に焼き型ごとリー ルオー ブ ン( KS8-4- 8、 株式会社 櫛 澤

電気製作所 ） に移して 200℃ ·25 分間焼成してパ ンを調製した。 焼成

したパ ンの体積 ( ml )と重 量( g)を測定して比容積 ( ml / g)を算出し、

製パ ン性能の評価項 日 とした。

中種法での生地発酵力は、 中種、 本捏生地の 2 種を測定した。 発酵

時間はそれぞれの混捏後の発酵工程の所 要時間と同 ー とした。
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6. 製パ ン試験（ストレ ー ト法）

2 つ目の製パ ン法であるストレ ー ト法（直 捏法） は、 中種法とは異

なり、 全製パ ン原材粋 が一 度に混捏されてパ ン生地を調製する基本的

方法である。 この製法で焼成したパ ンは、 発酵による香気成分 ・ 呈 味

成分と原材 粋 の個 性が活かされた風 味の艮いパ ンができる。 一 方、 パ

ンの膨張は中種法には及ばず、 ミキシングの程度が低いため気泡 数 が

少なく気泡 膜 が厚 いため、 グルテン凝集物の伸 展性 ・ 柔 軟 性が低く機

械耐性が低い、 気泡 膜 が厚 いことから老 化の進行が早 いという短 所 を

有するために、 ホー ルセー ルベ ー カ リー での大量生産には使用が難 し

い手法とされている（井 上 ， 2010 )。

小麦粉 100%、 培養 菌体 2%、 イー ストフー ド 0 .1%、 砂糖 5% 、 食塩2% 、

脱脂 粉乳 2% 、 水 72%をミキサー にセットし、 低速 で2 分、 高速 で2 分

混捏後にショー トニング 5% を加える。 低速 l分、 高速 4分混捏して、

捏上温度が 2 8土 0. 5℃ で本捏生地を調製した。 本捏生地から生地発酵

力測定用に生地の一 部 を分 取したのちに、 フロ アタ イムとして温度

2 8℃ で 90 分間発酵させ、 30 分 後にパ ンチ（ガス抜 き） を行った。 発

酵後に 450 gとなるように生地を分割 し、 ベ ンチタ イムとして 2 8℃ で

25分間発酵させた。 その後、 モルダ ー を通して成形して焼き型に移し、

ホイロ タ イムとして 3 8℃ ・ 湿度 85% で 55 分間発酵させた。 ホイロ タ

イム後に焼き型ごとリー ルオー ブ ンに移して 215℃ ·20 分間焼成して

パ ンを調製した。 焼成したパ ンの容積( ml) と重量 ( g) を測定して比

容積( ml/ g) を算出し、 製パ ン性能の評 価項 目とした。

ストレ ー ト法では本捏生地の生地発酵力を測定した。 発酵時間は混

捏後の発酵工程の所 要時間と同 一 とした。
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7 .  製 パ ン 試 験 （ ノ ー タ イ ム 法 ）

3 つ目の製パン法であるノー タ イム法はストレ ー ト法から派 生して

考案 された手法であり、 発酵工程の極 端 な短 縮 ・ 省 略 により製パン所

要時間の大幅 な合理化を図 っていることが特徴である。 本法もストレ

ー ト法と同 様に、 全製パン原材料が一 度に混捏されてパン生地を調製

するが、 発酵時間の極 端 な短 縮 に伴 う生地熟成不足 を補 うために、 ス

トレ ー ト法と比較してイー スト配 合呈 ・ アスコルビ ン酸などの酸化剤

添加 量を増 量し、 ミキシングの程 度を高めることによりグルテン凝集

物の伸 展性 ・ 柔 軟 性を十 分に高め、 更に捏上 温度を裔くすることが必

要となる（井上 ， 2010 )。 ノー タ イム法で調製した生地は、 ミキシング

の程度が高められているために気泡 数 が多く気泡 膜が薄 いため機械耐

性が高く、 焼成したパンの容積 もストレ ー ト法と比較すると大きくな

る。 一 方、 焼成したパンの風 味は発酵工程の短 縮 ・ 省 略 により風 味は

非常に乏 しくなっているという欠点がある。

小麦粉 100%、 培養 菌体 4%、 イー ストフー ド 0. 15%、 モルトエキス 0. 4% 、

砂糖 4% 、 食塩 2. 2% 、 脱脂 粉乳 5% 、 水 69%をミキサー にセットし、

低速 で2 分、 高速 で 3 分混捏後にショー トニング 6% を加える。 低速 2

分、 高速 5. 5 分混捏して、 捏上温度が 2 8土 0. 5℃ でフルディベ ロ ップ

された本捏生地を調製した。 本捏生地から生地発酵力測定用に生地の

一 部を分 取したのちに、 フロ アタ イムとして温度 2 8℃ で 20 分間発酵

させ、 発酵後に 450 gとなるように生地を分割 し、 ベ ンチタ イムとして

2 8℃ で20 分間発酵させた。 その後、 モルダ ー を通して成形して焼き型

に移し、 ホイロ タ イムとして 3 8℃ ・ 湿度 85% で 55 分間発酵させた。

ホイロ タ イム後に焼き型ごとリー ルオー ブ ンに移して 200℃ ·25 分間
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焼成してパンを調製した。 焼成したパンの容積( ml) と重量 ( g) を測

定して比容積( ml/ g) を算出し、 製パン性能の評 価項 目とした。

ノー タ イム法では本捏生地の生地発酵力を測定した。 発酵時間は混

捏後の発酵工程の所 要時間と同 一 とした。
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1 . 培義菌体 の取得

結果と考察

YPS培地を用いて振盪培養を行ったときの菌体収量を算出し、 培義

薗体 を用いて測定した各 酵素活性、 液 体 発酵力の分 析 結果と共にTab l e

2に記載 した。

MCD4 の菌体収量は元株AK46 および市販パン酵鳳分離 株 HP216 と同

等 の水準であり、 MCD4 は市販パン酵母に匹 敵 する良 好 な増殖 性能を有

していることが示唆 された。

2. 液 体 発酵力測定 (FlO液 体 発酵力、 M S液 体 発酵力）

試験薗株の各 種製パン性能を 簡易的に評価するために、 スクロ ー ス

を糖源として低糖生地を想定したFlO液 体 発酵力、 マルトー スを糖源

として無糖生地を想定した M S液 体 発酵力を測定した。 MCD4 のFlO液

体 発酵力はAK46よりも僅 かに優れていたが、 HP216には及ばなかった。

一 方、 MCD4 のM S液 体 発酵力はAK46の約 3. 8倍、 HP216の約2. 3倍と

なり試験菌株の中で最も優れた値を示 していた。

3. 酵素活性測定（インベルタ ー ゼ 活性、 a — グルコ シダ ー ゼ 活性）

製パンに関係 する酵素活性として、 スクロ ー ス分解酵素であるイン

ベルタ ー ゼ と、 マルトー ス分解酵素である a — グルコシダ ー ゼ の酵素

活性を測定した。

AK46はインベルタ ー ゼ 活性が低いという特徴を有しているが、 AK46

を元株として取得 した変異株であるMCD4 のインベルタ ー ゼ 活性も
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Tab l e  2. パン酵母 菌 株 に 求 め ら れ る 諸 性 能の比 較

液体発酵力 酵素活性

菌株
菌体収量 (decrease in weight (g) )  (U / mg dry wt of cell) 

(g dry wt / L) 
F l O  M8 a-Glucosidase lnvertase 

AK46 IO. I士0.4a 279.2土 13 .4a 29.3土3 . 8a 28. 7土0. 7a 4.4士 1 .4a

MCD4 10.4土0.4a 3 12. 5土 1 3 .i 1 1 1 . 1土8 .2c 45. 1土4. 8b 4.2士2.0a

HP216  10. 7士O. l a 437. 1士 13 .4c 48. 7士4.9b 24. 3士4.2a 74.2±10.6b 

• 分 析 値 は 3 回 反 復 し た 試 験 の 平 均 値 と 標 準 偏 差 を 記 載 し て い る 。

• 各 分 析 値 の 右 上 の 記 号 ( a , b ,  c ) は 、 有 意 水 準 5 % で t 検 定 し た 際 の

有 意 差 を 表 し て い る 。

• 本 表 は M i kumo e t  al . , 2 0 1 5 よ り 転 載 し た 。
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AK46と同 水準の低い値を示した。 一 方、 HP216 はAK46 およびMCD4 よ

りも顕 著 に高いインベ ルタ ー ゼ 活性を示した。

a — グルコシダ ー ゼ 活性においては、 MCD4 はAK46の約 1 .6倍、 HP216

の約 1 .9倍となり、 試験菌株の中で最も高い値を示した。 元株からの

a — グルコシダ ー ゼ 活性の高まりが、 MCD4 のマルトー ス発酵力が顕 著

に高まっている要因 の 1つであることが示唆された。

インベ ルタ ー ゼ と a — グルコシダ ー ゼ は製パン性能に重 要な酵素で

あることはよく知られているが、 一概 に酵母の製パン性能はこれらの

酵素活性で決定されるわけではなく、 特に、 インベ ルタ ー ゼ 活性は高

糖生地中における酵母の耐糖性と負 の相関があることが報告されてい

る（佐 藤 友 太 郎 ， 1 966)。 インベ ルタ ー ゼ 活性が高い酵母は、 スクロ ー

スが加水分解された際に酵母の周 囲 環境の浸 透圧 が高まり、 酵母自体

の発酵が強 く抑制されていると考えられている。

4 .  生地発酵力（無糖生地発酵力）

MCD4 のマルトー ス発酵力が裔まっていたことを受け、 実際に培養 菌

体 と小麦粉を混捏して無糖生地を調製し、 Fermogra phIIを用いて生地

中の糖類 を発酵することにより生じる炭酸ガス発生 量 を測定した

(Fig. 5 )。

インベ ルタ ー ゼ 活性の高いHP216 は、 発酵開始 1時間目 ほどまでに

現れる小麦粉内に生じた単 糖類 を発酵することにより生じる 1つ目 の

ピ ー クのほかに、 その後にマルトー スの発酵により生じる 2 つ目 の大

きなピ ー クがみられ、 二 山 形のピ ー クとなっていた。 インベ ルタ ー ゼ

活性の低いAK46には 1つ日 のピ ー クはほぼ見 られず、 マルトー スを発
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Fig. 5. 無 糖生地発酵力 (5 分 間 毎のガ ス発生量 推 移 ）

• 1回の試験で苗 株毎 に生地を2つ調製して 5 分間毎 のガス発生量を測定

し、 この平 均値を試験 1回分の分 析 値とした。 独立 した試験 3回分の分

析 値から平均値を算出し、 これをプロ ッ トしてグラフを描 両 した。

シンボル： 0 、 AK46 ; △ 、 MCD4 ; 口 、 HP216 .

• 本図 はMiku mo et al., 2015 より転載 した。
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酵することによる2 つ目のピ ー クしかみられなかった。 AK46と同 様に

インベルタ ー ゼ 活性の低いMCD4にも 1つ目のピ ー クはほぼ見 られない

が、 2-DOG 耐性の付与によりグルコー ス存在下でもマルトー スを代謝

できるようになっているためか、 2 つ目のマルトー ス発酵によるピ ー

クが早 く訪 れており、 MCD4 の発酵開始 1時間目までのトー タ ルガス発

生量はAK46の約 1 .7倍となり、 HP216と同 程度の値を示した (AK46: 

21 . 2m l、 MCD4: 35 . 3m l、 HP216: 32 .6m l )。 また、 測定期間 (3 時間）

ではトー タ ルガス発生量は継 続 してAK46を上回り、 トー タ ルガス発生

量は約25% 増 となっていた(AK46: 154 . 8ml、 MCD4: 1 93 . 0ml、 HP216:

178.2ml )。

小田 ・ 大内 ( 1 989a ) は a -グルコシダ ー ゼ と糖を添加しない無糖生

地発酵力に正 の相関があると報告しているが、 本試験の結果では、 AK46

は HP216 と同 水準の a — グルコシダ ー ゼ 活性を有しているにも関わら

ず、 無糖生地におけるAK46のトー タ ルガス発生量 (3時間経 過 後） と

M8液体 発酵力はHP216よりも低い値を示 した。 この理 由として、 マル

トー ス発酵能が a — グルコシダ ー ゼ 活性のみではなく、 マルトー スを

菌体 内に取り込むマルトー スパー ミアー ゼ や、 マルトー ス代謝におけ

る解糖系の代謝活性にも影 響 を受けているためであると推 察 された。

5 .  製パン試験（中種法） 、 生地発酵力（中種、 本捏生地）

2-DOG耐性の付与によりマルトー ス発酵力が向上したMCD4 が、 製パ

ン性能が向上して実用的性能が高まっているかを調査 する為に、 3 種

の主要な製パン法にて製パン試験を実施した。

各 製パン法の工程中の生地における発酵性能を調査 する為に、 製パ
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ンエ 程中の生地を一 部分 取し、 Fermogra phIIを用いて生地発酵力を測

定した。 中種法では、 中種と本捏生地の 2 種類 の炭酸ガス発生量を生

地発酵力として測定し、 5分間毎 の炭酸ガス発生量をFig. 6 に示した。

中種はイー ストフー ドが原料に含まれている以外は無糖生地と同 一

の組成であることもあり、 無糖生地発酵力測定時とほぼ同 様の挙動を

示し、 MCD4 は2-DOG耐性 の付与により2つ目のマルトー ス発酵による

ピ ー クが早 く訪 れ、 MCD4 の発酵開始 l時間目までのトー タ ルガス発生

量はAK46の約 1. 6倍となり市販パン酵母菌株のHP216とほぼ同 等 であ

った (AK46: 21. 9ml、 MCD4: 34. 8ml、 HP216: 33. 3ml)。 また、 中種発

酵の所 要時間(4時間） の間、 トー タ ルガス発生量においてMCD4 はAK46

を終 止 上回っており、 HP216とほぼ同 等 の性能を示 した(AK46: 25 9. 7ml、

MCD4 : 2 94. 8ml、 HP216: 2 96. 0ml)。

中種発酵を終 えた中種に砂糖等 の製パン原料を混捏して調製した本

捏生地からの 5 分間毎 の炭酸ガス発生量を調べ ると、 MCD4 はHP216に

は及ばないもののAK46よりも発酵力が高く推 移し、 本捏後のフロ アタ

イム ( 90 分） 終 了 後のMCD4 のトー タ ルガス発生量はAK46よりも高く

なっていた。 (AK46: 68. 6ml、 MCD4: 7 4 .  4ml、 HP216: 76.4ml ) 

全 3 種類 の製法にて実施した製パン試験の結果を、 Tab l e 3 に纏 め

て記載 した。 また、 中種法にて焼成 したパンの断 面写真 をFig. 7 に示

した。 中種法での製パン試験にて焼成したパンの比容積は、 MCD4 は

AK46から顕 著 に向上 しており、 由販パン酵母分離 株HP216とほぼ同 等

にまで製パン性能が高まっていた。 O da et al (2010a )では 当研究 と同

様に AK46 と HP216 を用いて中種法での製パン試験を実施しており、

AK46の製パン性能をHP216に近づ けるためにAK46のイー ストの使用
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Fig. 6. 中 種法 に お け る 各 工 程 での生地発 酵 カ

• 1回 の試験で菌株毎 に生地を2つ調製して 5 分間毎 のガス発生量を測定

し、 この平均値を試験 1回分の分 析 値とした。 独立 した試験 3回分の分

析 値から平均値を算出し、 これをプロ ットした。

A: 中種 ； B: 本捏生地

シンボル： 0 、 AK46 ; △ 、 MCD4 ; 口 、 HP216.

• 本図 はMiku mo et al. , 2015 より転載 した。
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製パ ン法

中種法

ス ト レ ー ト 法

ノ ータイム法

Tab l e  3. 各製パン法 での製パン性 能 評 価

菌株

AK46 

MCD4 

HP216  

AK46 

MCD4 

HP216  

AK46 

MCD4 

HP216  

容積 (ml)
(A) 

2035 .4士66.9

2143 .2士44. 8

2 124.9士40. 5

1 86 1 . 9士43 .2

1 865 . 0士49.2

2343 .4士 19 .6

1 892.2士84. 1

2025 . 3士 1 8.7

2330. 1士20.2

重量 (g)
(B) 

400. 8土8. 3

397. 1土7. 3

399.2士9.0

408. 1士0.2

407 .8士0. 8

401 . 1士 1 .2

399.9士3 . 8

397. 3土4. 1

39 1 .2士4.7

比容積
(A I B) 

5 .08士0.06a

5 .40±0.09b 

5 . 32士0. 10b

4.56士0. 1 0c

4.57士0. 1 3c

5 . 84士0.06d

4.73士0.25e

5 . 1 0士0.07e

5 .96士O. l Or

• 分 析 値 は 3 回 反 復 し た 試 験 の 平 均 値 と 標 準 偏 差 を 記 載 し て い る 。

• 各 分 析 値 の 右 上 の 記 号 ( a , b ,  c ,  d ,  e ,  f ) は 、 有 意 水 準 5% で

t 検 定 し た 際 の 有 意 差 を 表 し て い る 。

• 本 表 は M i kumo e t  a l . , 2 0 1 5 よ り 転 載 し た 。
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AK46 MCD4 HP2 1 6  

Fig. 7 .  中 種法 で 焼 成 し た パンの断 面 図

• 本 図 は M i kumo e t  al . , 2 015 よ り 転 載 し た 。
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量を標 準から 1. 2倍に高めて製パ ン試験を実施しているが、 それでも

焼成したパ ンの比容積はHP216には及ばなかった。 当研究 の結果では、

MCD4 はHP216 とイー スト使用量が等 量でも、 パ ンの比容積 は同 等 であ

ったことから、 2-DOG 耐性が付与されてマルトー ス発酵力が向 上 した

ことにより、 マルトー ス発酵過程を含む中種法での製パ ン性能が向 上

したと考えられる。

6. 製パ ン試験（ストレ ー ト法） 、 生地発酵力（混捏生地）

ストレ ー ト法では、 混捏生地からの炭酸ガス発生量を生地発酵力と

して測定し、 5 分間毎 の炭酸ガス発生量をFig. 8 に示した。

市販パ ン酵鳳 分離 株である HP216 が混捏後からフロ アタ イムが終 了

する 90 分の間、 継 続 してAK46およびMCD4 よりも顕 著 に優れた発酵力

を示し、 トー タ ルガス発生量もこれを反 映 して飛 び抜 けて高い値を示

した (AK46: 42. 1、 MCD4: 3 9. 9、 HP216: 66. 4m l )。 MCD4 は 30 分 目ま

ではAK46 よりも高い値を示 していたが、 以降 はAK46のほうが優れた

発酵力を示 し、 トー タ ルガス発生呈もAK46が僅 かに高い値を示 してい

た。

ストレ ー ト法で焼成したパ ンの断 面写真 をFig. 9 に示 した。 ストレ

ー ト法での製パ ン試験にて焼成したパ ンの比容積は、 生地発酵力の傾

向 と同 様に、 HP216が顕 著 に優れていた。 MCD4 とAK46の比容積 はほぼ

同 等 であり、 ストレ ー ト法においては 2-DOG耐性付与による製パ ン性

能の向上はみられなかった。
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Fig. 8. スト レ ー ト法 に お け る 本 捏生地 での生地発酵力

• 1回の試験で菌株毎 に生地を2つ調製して 5 分間毎 のガス発生量を測定

し、 この平均値を試験 1回分の分 析 値とした。 独立 した試験 3回分の分

析値から平均値を算出し、 これをプロ ッ トした。

シンボル： 0 、 AK46 ; △ 、 MCD4 ; 口 、 HP216.

• 本図 はMiku mo et al., 2015 より転載 した。
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AK46 MCD4 HP2 1 6  

Fig. 9 .  スト レ ー ト法 で 焼 成 し た パンの断 面 図

• 本 図 は M i kumo e t  al . , 2 015 よ り 転 載 し た 。
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7. 製パン試験（ノー タ イム法） 、 生地発酵力（混捏生地）

ノー タ イム法では、 ストレ ー ト法と同 様に混捏生地からの炭酸ガス

発生量 を生地発酵力として測定し、 5 分 間毎 の炭酸ガス発生量 を

Fig. 10 に示した。

ストレ ー ト法の結果と同 様に、 市販パン酵母分離 株である HP216 が

混捏後からフロ アタ イム終 了 までの20分間、 継 続 してAK46およびMCD4

よりも顕 著 に優れ、 トー タ ルガス発生呈も高い値を示 した (AK46: 

11 . 9ml、 MCD4: 13 . 7ml、 HP216: 23 .9ml )。 MCD4 は AK46 よりも僅 かに

発酵力が高く、 トー タ ルガス発生量も若 十 高い値を示していた。

ノー タ イム法で焼成したパンの断 面写真 を Fig. 11 に示した。 スト

レ ー ト法での製パン試験時と同 様に， ノー タ イム法にて焼成したパン

の比容積は、 生地発酵力の傾向 と同 様に HP216 が顕 著 に優れていた。

有意差はないもののMCD4の比容積はAK46よりも若 干 高い値を示した。
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Fig. 10. ノ ー タイム法における本捏生地での生地発酵力

• 1回の試験で菌株毎に生地を2つ調製して5分間毎のガス発生量を測定

し、 この平均値を試験1回分の分析値とした。 独立した試験3回分の分

析値から平均値を算出し、 これをプロットした。

シンボル： 0、 AK46; △、 MCD4; 口、 HP216.

• 本図はMikumo et al., 2015より転載した。
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AK46 MCD4 HP2 1 6  

Fig. 11 .  ノ ー タ イ ム 法 で 焼 成 し た パンの断 面 図

• 本 図 は M i kumo e t  al . , 2 015 よ り 転 載 し た 。
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要約

Saccharom yces cerevisiae AK46から取得した2-DOG耐性変異株MCD4

の製パンに関係 する各種性能（酵素活性、 液 体 • 生地発酵力、 製パン

性能） を調査 した。

MCD4 の菌体収量は市販パン酵母分離 株HP216と同 水準 であり、 良 好

な増殖 性能を示 した。

マルトー スを糖源とする M S液 体 発酵力とa — グルコシダ ー ゼ 活性は

AK46 から顕 著 に高まっており、 2-DOG耐性付与によるマルトー ス発酵

カ の向 上 はa — グルコシダ ー ゼ 活性の裔まりに起因 している可 能性が

示唆された。 インベ ルタ ー ゼ 活性はAK46と同 等 であった。

糖を添加 しない熊 糖生地発酵力を調査 すると、 2-DOG 耐性の付与に

よりMCD4 の発酵開始 1時間目までのトー タ ルガス発生量はAK46の約

1. 7 倍となり、 顕 著 なマルトー ス発酵力向 上 が確認された。 実際に製

パン試験を実施すると、 ストレ ー ト法、 ノー タ イム法においては2-DOG

耐性の付与による製パン性能向 上は見 られなかったが、 中種法での製

パン性能においては、 MCD4 を用いて焼成したパンの比容積はHP216と

同 水準であり、 2-DOG 耐性の付与による明確な製パン性能の向 上 が確

認された。
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N .  MCD4 の マ ル ト ー ス 発 酵 力 強 化 機 構 の 調 査

材料と方法

1 . MCD4 の胞子 化、 胞子嚢 からの一 倍体 の分離

MCD4 のマルトー ス発酵力強 化機構の解明を目指し、 まずは同 一子 嚢

由来のMCD4一 倍体 を取得 し、 マルトー ス代謝に関わる形質分布、 マル

トー ス発酵力怖 化と 2-DOG耐性の相関調査 を試みた。 出芽 酵母である

Saccharom yces cerevisiaeは、 培地中に窒 素源が存在せず、 酢 酸塩な

どの非発酵性の炭素源が存在するとき、 細 胞周 期を停 止 させて減 数 分

裂 を行い、 配偶子 として胞子 の形成が誘導される。 胞子 は熱 ・ 栄 餐飢

餓 などの多様なストレ スに耐性を示す休 眠 細 胞であり、 栄 養条件が改

善すると胞子 から発芽 して細胞周 期を再阻 する（大隅 ・ 下田， 2007)。

MCD4 をYPD 寒天培地に植菌して 30℃ で 12時間培養後、 SPO 寒天培

地( 1. 0% 酢 酸カ リウ ム、 0. 1% 酵母エキス、 0. 05% グルコー ス、 2. 0%

寒天） に植菌して室 温で 1週 間培養した。 光 学顕 微 鏡 で胞子 形成を確

認し、 濾 過滅菌した微 量のZymo lya s e(細 胞壁 溶解酵素） を含む 0. lM リ

ン酸緩 衝 液(pH6. 0 ) に懸濁し、 30℃ で 1時間インキュベー トして子 嚢

を分解した。 その後、 マイクロ マニュピ レ ー タ ー（顕 微 解剖 器、 Axio lab 、

カー ルツ ァ イス） を用いて1 つの子 嚢から4つの胞子 を分離 し、 YPD

寒天培地にて培養した。 4 つ全 ての胞子 が生育 した同 一子 嚢由来一 倍

体 を全 30 組 120 株取得 し、 以降 の試験に使用した。
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2. マ ルトー ス資化能調査

マ ルトー ス発酵力強 化機構を調査 するために、 まずは取得 したMCD4

一 倍体 におけるマ ルトー ス資化能の有無、 同 一子壺 由来一 倍体 の形質

分布 を調査 した。 YPD 寒天培地にて生育 させたMCD4一 倍体 をそれぞれ

滅菌 水に懸濁し、 マ ルトー ス最少寒天培地にスポットした。 30℃ で 4 8

時間培養 して生育 が確 認できた菌株を、 マ ルトー ス資化能を有する菌

株と判定した。

3. マ ルトー ス発酵能調査

資化能と同 様に、 取得 したMCD4一 倍体 におけるマ ルトー ス発酵能の

有無、 同 一子嚢 由来一 倍体 の形質分布 を調査 した。

マ ルトー ス発酵能の有無は、 2つの指標 を観 察 することで判定した。

マ ルトー ス発酵能判定用培地中に蘭 口部を下向 きにしたダ ー ラム発酵

管を入れることにより、 マ ルトー スを発酵することにより生じる炭酸

ガスの発生を 1つ日 の指標 とした。 加えて、 発酵に伴 う pH低下による

BTB ( ブ ロ モチモー ルブ ルー ） の変色を2つ日 の指標 として、 以上2種

の指標 を満たす菌株を、 マ ルトー ス発酵能を有する菌株と判定した。

MCD4一 倍体 をマ ルトー ス発酵能判定用培地(2. 0% マ ルトー ス、 0. 3% 

酵母エ キス、 0. 75% ポリペプトン、 BTB 少量、 10ml容試 験管・ ダ ー ラ

ム菅 入り） に植薗し、 30℃ で 3 日 間静置培養した。 静置培養時のダ ー

ラム発酵管中に捕集された炭酸ガスの有無、 BTB の色調変化を指標 と

して観 察 した。
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4. 同 一子 嚢内での2-DOG耐性の形質分布調査

同 一子 嚢由来のMCD4一 倍体 において、 2-DOG耐性の有無の形質どの

ような比率で分布 しているかを調査 した。 MCD4一 倍体 をそれぞれ滅薗

水に懸濁し、 0. 0 8% の 2-DOG を含有するマルトー スを糖源とした最少

寒天培地にスポットし、 30℃ で 10 日 間静置培餐した。 生育 が確認でき

た苗 株を、 2-DOG 耐性を有する苗 株と判定した。 培養終 了 後に同 一子

嚢由来の四 分子内での「2-DOG耐性有り： 2-DOG耐性無し」の比 率を調

査 し、 同 一子 嚢由来MCD4一 倍体全30 組における2-DOG耐性有無 の形

質分布 を調査 した。

5 . 2-DOG耐性とマルトー ス発酵力の相関調査

MCD4一 倍体 の2-DOG耐性の有無とマルトー ス発酵力の相関を調査 す

るために、 培養薗体 を取得しマルトー スを糖源とするM8液 体 発酵力を

測定した。 YPD培地 10m l ( 試験管） にYPD 寒天培地に生育 させた菌体

ー 白 金 耳 分を接種し、 往復型板盪培養機にて 150rpm·30℃ ·24時間好

気的に培養した。 その後、 培養 液全 呈を糖蜜 培地 120m l (5. 0% 発酵

性糖類 、 0. 3% 硫 酸アンモニウ ム、 0. 1 9% CSL、 0. 1 9% 尿 素 、 0. 05% 

MgS04·7止0、 0. 05 % KH2 P01 : 500m l容振盪フラスコ ・ シリコン栓付）

に接種し、 往復型 振盪培養機にて 1OOr pm·30℃ ·40時間好 気的に培養

した。 培義後の菌体 を遠心分離 により回収、 蒸留水を用いて 2回洗浄

し、 最終 的に酵鳳懸濁液を調製し、 液 体 発酵力測定に使用した。

M8液体 発酵力の測定方法は第III章 ． 実験方法2 にて記載 した手法に

て実施した。 測定したM8液 体 発酵力の値を区 分分 けして各範 囲 内に該

当する菌株数 を算出してヒ ストグラムを作製し、 2-DOG 耐性の有無と
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マルトー ス発酵力との相関を調査 した。 試験は 2回実施し、 平均 値を

算出して解析 を行った。

6. 全ゲノム DNA配列の解析

MCD4 のマルトー ス発酵力強 化機構 を解明するために DNA塩基配列 ・

アミノ酸配列の比較を行うべ く、 元株であるAK46と2-DOG耐性変異株

MCD4 の全ゲノム DNA配列を次 世代 DNAシー ケ ンサー にて解析 した。 試

験菌株を YPD培地にて 30℃ で24時間振盪培養 し、 15 , OOOg· 4℃ で 10

分間遠心分離 して菌体 を回収し、 ZRFu nga l / Ba cter ia l  DNA K it (Z YMO 

Re s earch) を用いて ゲノム DNAを抽出した。 抽出した ゲノム DNAを次

世代 DNA シー ケ ンサー (I llu mina Ge nome Ana lyzer II x s ys tem、

I llu mina ) の分 析 に 供 し、 全ゲノム DNA配列の解析 を行った。

7. DNA塩韮 配列 ・ アミノ酸配列の比較解析

次 世代 DNAシー ケ ンサー で解析 したAK46とMCD4 の全 ゲノム DNAの

情 報から、 マルトー ス代謝に関わる遺伝子 、 カタ ボライト抑制に関わ

る遺伝子の DNA塩基配列を比較し、 変異がみられた遺伝子 においては

アミノ酸配列を解析 して変異箇 所 の同 定を行った。

解析 した遺伝子の名 称・ 機能をまとめたリストをTab l e 4 に示 した。

AK46 およびMCD4 に存在していたMAL遺伝子座はMALJ遺伝子座 (7 番

染色体） とMAL3 遺伝子座 (2 番染色体） であったため、 マルトー ス代

謝に関わる遣伝子 として以上 2種のMAL遣伝子座に存在する 6遺伝子

を解析 した。 カタ ボライト抑制に関わる遺伝子 として、 転 写因子 、 プ

ロ テインキナー ゼ 、 プロ テインホスファタ ー ゼ 、 ヘ キソー ストランス
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Tab l e  4. 配 列 を 解 析 し た 遺 伝 子の名 称 ・ 機 能

名 称 機 能

マ ル ト ー ス 代 謝
MALI ] マ ル ト ー ス パ ー ミ ア ー ゼ

MALl 2  a — グ ル コ シ ダ ー ゼ

MAL1 3 ア ク チ ベ ー タ ー

MAL3 1 マ ル ト ー ス パ ー ミ ア ー ゼ

MAL32 a — グ ル コ シ ダ ー ゼ

MAL33 ア ク チ ベ ー タ ー

カ タ ボ ラ イ ト 抑 制
MIGJ 転 写 因 子

SNFJ プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ

TUPI カ タ ボ ラ イ ト 抑 制 調 整 囚 子

CYC8 カ タ ボ ラ イ ト 抑 制 調 整 因 子

SNF4 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ

GLC7 プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ

REGJ プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ

GRRJ ュ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ

HXK2 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ

HXT2 グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー

HXT4 グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー
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ポー タ ー などをコー ドする 11 遣伝子を調査 した。

次 世代 DNAシー ケ ンサー の情報から DNA塩韮 配列の解析 を行うソフ

トウ ェ アプロ グラムにはTab l et を使用した (Milne et al., 200 9)。

配列のアラインメントを DNA・ アミノ酸配列中に生じた置換位置を同

定するために B ioe d it (Ib is B ios cie nce ) とN CBI ( 国立 生物工学情報

センタ ー ） の BLAST デー タ ベー ス( ht t p: / /b la s t .ncb i.nlm.nih .go v / )

を使用した。

8 .  リアルタ イムRT -PCRでの発現量解析

MCD4 のマルトー ス発酵力が高まっている要因 を把 握 するために、 リ

アルタ イムRT -PCRを用いて、 マルトー ス代謝に関わる遣伝子 およびカ

タ ボライト抑制に関わる遺伝子 のRNA発現量を調査 した。

試験菌株にはAK46、 MCD4、 HP216を使用した。 YPD培地 3ml( 試験管）

に YPD 寒天培地に生育 させた菌体一 白 金 耳 分を接種し、 往復型振盪培

養機にて 150rpm· 30℃ ·24 時間好 気的に培養した。 その後、 培養 液

0. 6mlを YPS培地 60ml(300ml容バ ッフル付三角 フラスコ、 シリコン

栓付） に接種し、 旋回型板盪培養機にて 150rpm·30℃ ·24時間好 気的

に培養 した。 培養 後の菌体 を遠心分離 により回収、 蒸留水を用いて 2

回洗浄し、 培養 菌体を用いた苗 体 懸濁液を調製した。

酵母サンプルからのトー タ ルRNA抽出はRN ea s y  Mini K it (QIAGEN )  

用いて、 プロ トコー ルに則 り実施した。 試験菌株 3 菌株から、 ① 培養

菌体 、 ② スクロ ー スを糖源とするFlO液体 発酵力測定間 始から 1時間

日 に回収した菌体 、 ③ マルトー スを糖源とするM S液体 発酵力を測定開

始から 1時間目に回収した菌体 からの各 3種類 、 計 9試験区 からトー
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タ ルRNAを抽 出した。

リアルタ イムRT -PCRは、 逆 転写と PCRを分 け2 ステップにて実施し

た（北條 ， 200 8)。 抽出したサンプルのRNA濃度 ( ng / µ L) を測定し、

High Ca pa city cDNA Re v er s e T ra ns cr ip tion K its (Appl ie d B ios ys tems ) 

を用いてプロ トコー ルに則 り逆 転写を行い、 調製した cDNAサンプルの

濃度 (n gI µ L) を測定した。 リアルタ イム PCRは、 PowerSYER® Gr e e n 

PCR Ma s ter Mix (Appl ie d  B ios ys tems ) を用いて、 プロ トコー ルに則

り実施した。 解析 した遺伝子 と設 計 した Pri mer の情報を Tab l e 5 に

纏 めた。 反 応終 了 後にT h値 1. 0 としたときの分 析 サンプルの C t 値と

検 量線 から相対発現呈を算出し、 同 様に分 析 した 2 種のハウ スキー ピ

ング遺伝子 (TDH J: グルセルアルデヒ ド 3 リン酸デヒ ドロ ゲナー ゼ を

コー ド、 TBP J: TATA結合タ ンパク） の相対 発現量で補 正 した平均値を

最終 的な相対発現量として算出した。

55 



Tab l e  5. PCR に 使用 し た Pr i merの情 報

遺 伝 子 配 列 ( 5 ' → 3 ' )  

マ ル ト ー ス 代 謝
MALJ J  Fw GTCTTGGGTTAGCGGGTACA 

Rv CAACTCCGCTGATGGAATTT 
MAL12  Fw AAGGTATCACTTCCAAGTTGC 

Rv AGTCCTCATTGGTACCTATG 
MAL1 3 Fw GCAACCGTCGAGAAAAAGAG 

Rv ATAGAGCCGCAAGCACTGAT 
MAL31 Fw GTAGCCATGGGGTTGTTTC 

Rv CAGATCCACTGCAAAGCAAA 
MAL32 Fw ACATACGGTACCAACGAGGA 

Rv GTTTGCGAGTCGTCAAGTTG 
MAL33 Fw ATGAAGTTGGAGGCTTGGAA 

Rv ATCATTTAGGCGCAGTGGTC 
カ タ ボ ラ イ ト 抑 制

MIGJ Fw GGTTGTGGGCTCTCCAATAA 
Rv CCATCGTTTTGGGAGAAGAA 

SNFJ Fw TACCACTACGGGCCAAAAAG 
Rv CCCGGCGTACTCTATAACCA 

TUPI Fw AAGGACGCGTACGAAGAAGA 
Rv GCAACTGGAACAGATGCAGA 

CYC8 Fw GCCAAAGTTTTGGAA TTGGA 
Rv CATGCTCGTAGGCTTCCTTC 

ハ ウ ス キ ー ピング
TBPJ Fw GGTGTTTGCCTCTGCATTTT 

Rv TGGGATCCAAGTTCACCTTC 
TDHJ Fw CTCTACCGGTGCTGCTAAGC 

Rv AACGGCA TCTTCGGTGT AAC 
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結果と考察

1 . マルトー ス資化能 • 発酵能調査

MCD4一 倍体全120 株のマルトー ス資化能・ 発酵能を調査 したところ 、

AK46およびMCD4(二倍体） と同 様に、 全薗株が両 性能を有していた。

2. 同 一子 嚢内での2-DOG耐性の形質分布調査

同 一子 嚢由来MCD4一 倍体全30 組 120 株を用いて、 同 一子 嚢内での

2-DOG耐性の形質分布 を調査 した。 試験の結果、 全30 組の内 2 8組が

「2-DOG耐性有り： 2-DOG耐性無し= 2: 2」、 残り2 組が「2-DOG耐性有

り： 2-DOG耐性無し= 1: 3」となった (Fig. 12)。 MCD4一 倍体全 120 株

の中での 2-DOG耐性の形質分布 も、 2-DOG耐性を有していた一 倍体 は

5 8株、 2-DOG耐性を有していない一 倍体 は 62 株となり、 ほぼ同 数 とな

った。

3 . 2-DOG耐性とマルトー ス発酵力の相関調査

MCD4一 倍体 の培養 菌体 のM S液体 発酵力を測定し、 2-DOG耐性の有無

との相関を調査 した。 測定したM S液体 発酵力の値を区 分 けして各 範 囲

内に該 当 する菌株数 を算出して作製したヒ ストグラムを Fig. 13 に示

した。 M S液体 発酵力の区 分分 けは、 50未 満、 100未 満、 150未 満、 200

末 満、 200 以上の 5 区 分と設 定した。

2-DOG耐性を有するMCD4一 倍体のM S液体 発酵力が高い傾向を示 し、

その平均 値は2-DOG耐性を有していないMCD4一 倍体 の平均 値の 1 8倍

強 にまで高まっていた(2-DOG耐性有り： 168. 1、 2-DOG耐性なし： 9. 0 )。

57 



30  

25 

！
〗5 

゜

28  

I I I 

4 : 0  3 : 1 2 : 2 1 : 3 0 : 4 
2-DOG耐性有 り ： 2-DOG耐性無 し

Fig. 12. 同 一 子 嚢 内 での2 -DOG 耐 性の形 質 分 布

• 同 一子 嚢由来MCD4一 倍体四 分子を用い、 2-DOG含有Mal最少培

地での生育 能を有するとき2-DOG耐性有りと判定した。
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Fig. 13. 2-DOG 耐 性 と M8 液 体 発 酵力 との相 関 調 査

·M8液体 発酵力の値を区 分 けして横 軸 とし、 各範 囲 内に該 当 する

菌株数 を縦 軸 にとりヒ ストグラムを作製した。

·AK46とMCD4 は、 それぞれ「〈 200」と「200� 」の範 囲 に該 当 す

る。
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2-DOG 耐性とマルトー ス発酵力の間には高い相関がみられ、 カタ ボラ

イト抑制に非感受性となることでマルトー スの発酵力が高まっている

ことが要囚 となっている可 能性が示唆 された。 2-DOG 耐性を有してい

るMCD4一 倍体 のM S液 体 発酵力の平均値は、 MCD4·AK46の二倍体 のそ

れぞれ平均 値よりも低い値を示し、 数 株は親 株MCD4 と同 等 の発酵力を

有する一 倍体 も存在したが、 一 倍体 となることでM S液 体 発酵力は弱く

なる菌株が多くみられた (AK46: 1 91. 9、 MCD4: 320. 4)。 AK46 の一 倍

体 を用いて過去 に実施した同 様の試験においても、 やはり全菌株がマ

ルトー ス資化能 • 発酵能は有しているものの、 M S液 体 発酵力の平均 値

は微 弱な値を示すことがわかっており (AK46一 倍体 35 株の平均 値：

20 . 7)、 MCD4 とAK46の一 倍体 は、 マルトー ス資化能 ・ 発酵能を有して

いても、 その発酵力は低くなる傾 向 がみられた。

4. DNA塩韮 配列 ・ アミノ酸配列の比較解析

マルトー ス発酵力強 化機構の解明 を目指し、 AK46 と MCD4 の全 ゲノ

ム配列を次 憔 代 DNAシー ケ ンサー により解析 し、 マルトー ス代謝に関

わる遺伝子 、 カタ ボライト抑制に関わる遣伝子の DNA塩基配列、 アミ

ノ酸配列を比較した。

配列を比較し、 各 遺伝子のアミノ酸配列中 に生じていた置

換をTab l e 6 に纏 めた。 塩基配列を比較した 6種のMAL遺伝子 のうち、

a — グルコシダ ー ゼ をコー ドする MAL12、 MAL3 2 には変異が生じておら

ず、 マルトー スパー ミアー ゼ をコー ドするMALJJ、 MAL3 1、 そしてアク

チベー タ ー をコー ドするMAL13、 MAL3 3 の塩基配列中 に、 DNAの片 一 方

はAK46と同 配列でありもう一 方にのみ変異が存在している混合塩韮
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Table 6. M C D 4のマ ルト ー ス代 謝 お よ び カ タ ボ ライ ト 抑 制 に

関 与 す る 遺 伝 子 に 生 じ た ア ミ ノ 酸置 換 ・ 欠 失の位置

タンパク質

マ ル トース代謝
Mall l 

Mall2 

Mall3 

Mal3 1 

Mal32 

Mal33 

カタボライト抑制

Migl 

Sntl 

Tupl 

Cyc8 

Snf4 

Glc7 

Reg! 

G汀 l

Hxk2 

Hxt2 

Hxt4 

総アミノ酸数

616  

584 

473 

614 

584 

468 

504 

633 

7 13  

967 

323 

488 

l0 1 5  

1 152 

487 

577 

542 

アミノ酸 置換 ・ 欠失

A,T80T / I,V333I / A,V548A / S,T556T I H591L / D5921 / S593R I I594X※ 

none 

N,T243T I T299I,T I D314D,E I T3 1 8A,T / S320S,X / N327N,Y / 13301,V / S333A,S / 
R337H,R I I341I,V / N361N,S / G362A,G / Q363H,Q / I364I,V / E381D,E,I(,N / 
D385D,E,G I V39II,V / V393A,I,M,T,V / T395A,T / L396I,L / I398I,V / T400N,T 

H49H,R I Al22A,S I S l46P ,S / I,Ml67I,L,M / Ml75L,M / A,T247A / A265A,P / 
E268E,D I E339E,K I T349S,T I V354L,V / G357G,S / I358I,V / C374C,S,T / S375S,T I 
A378A,T I S379P ,Q,S,X I S394G,S I 1,V4151,M / V508A,1,T,V / T509R,S,T / F534F,L / 
L536F,L / A540A,V / V5441,V / Q,X591Q / Q,X593Q 

none 

S240A,S / V243I,V / H244H,K,N,Q / Q257L,Q / F260F,V / D269D,E / F272F,L I 
M274M,V I F286F,Y I E292E,V I G296D,G I K305K,R I K308K,N I A3 13A,T I L3 1 5H,L / 
E3 16D,E I A,V325A,I,M,T,V I I327F,I I F329C,F I S330F,L,S / H332H,P / I334I,V I 
A336A,T I M,V3421,M,V / F343F,L / Q344H,Q / N346L,N / K365K,R / D369D,E,G / 
13711,M,T I S390A,S / V3931,V / K403K,Q / Y 404H,K / H406H,K,N,Q 

none 

none 

none 

Q26R,Q I Q28R,Q 

none 

X177L,X I E180E,G I C 1 89C,W I R  197G,R / A200A,G / 

none 

N44N,- / N45N,- / N46N, — 

none 

none 

none 

· Du nne n a nd Antonara k i s  ( Du nne n a nd Antonara k i s ,  2000 ) の記載 に

習 い、 （元のアミノ酸） （アミノ酸の変異位置） （置換 ・ 欠失 したアミ

ノ酸） で表 記した。

※ MALJJのヌ クレ オチド 1772 位に欠失 を生じ、 アミノ酸 5 91 位以降 に

フレ ー ムシフト変異が発生していた。

• 本表 はMiku mo et al. , 2015 より転載 した。
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での DNA 配列置換がみられ、 複数 のアミノ酸置換がみられた。 MALJJ

に生じた置換は、 111 番目 から 567 番目のアミノ酸までの糖類 のトラ

ンスポー タ ー と相同 性が高い Su gar port er f amily配列中には生じて

いないが、 混合塩基での置換ではあるものの DNA塩基配列 1772 位の欠

失 変異に伴 うフレ ー ムシフトが起こり、 アミノ酸 3 残基後にストップ

コドンを生じて全長 は23 残基短 くなっていた。 MAL13 は 4 番日 から 36

番目のアミノ酸までの高い相同 性がみられる DNA結合ドメイン配列で

あるGAL4- l ik e Z n(2 )Cys( 6) b inu cl ear clu s t er DNA-b ind ing doma in 

中に置換はみられなかったものの、 84 番目 から 351 番目のアミノ酸ま

での転写調整因子 間で相同 性が高い TF_MHR(Fu nga l  I ra ns cr ipt ion 

E_ a ct or r e gu lat ory琶 id d l e 且 omologyR_ e gion) 配列中に混合塩基での

アミノ酸置換が複数 みられ、 加 えてアミノ酸 320 位に混合塩基ながら

もストップコドンを生じており、 後半 のTF-MHR配列 31残基を含む 154

残韮 分短 くなっていた。 MAL3 1においては 74 番目のアミノ酸から 557

番目のアミノ酸までの Su gar port er fam i ly配列中に混合塩基でのア

ミノ酸置換が複数 みられ、 更にアミノ酸 379位に混合塩基の翻 訳 停 止

を生じてTF-MHR配列後半 部 の 178残基を含 む236残基分短 くなってい

た。 また、 Su gar port er fam i ly配列からは外れるが、 元株AK46もア

ミノ酸 5 91位 · 5 93 位 に混合塩基での翻 訳 停 止 を生じていたが、 MCD4

はいずれも単一 塩基となり翻 訳 停 止 を生じていなかった。 MAL3 3 は

MAL13 と同 様に 4 番目 から 36 番目 のアミノ酸までの GAL4- l ik e

Zn(2 )Cys( 6) b inu cl ear clu s t er DNA-b ind ing doma in配列中に置換は

みられなかったものの、 79番日 から 346 番目のアミノ酸までの転写調

整因子 において相同 性が高い配列である TF-MHR 配列中には複数 の混
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合塩韮 でのアミノ酸置換がみられた。

MCD4のa — グルコシダ ー ゼ 活性はAK46の約 1. 6倍に高くなっていた

にも関わらず、 a — グルコシダ ー ゼ をコー ドするMAL_2 遺伝子 の塩基配

列中に変異を生じていなかったことから、 a — グルコシダ ー ゼ の発現が

高まることで活性が高まった可 能性が示唆 された。 その要因 として、

MAL_l · MAL_2 の活性化因子 であるMAL_3 に生じた変異に起因 している

可 能性が考えられる。 中でも、 MAL13 における一 対 の DNAの片 一 方に

翻 訳 停 止 を生じて領域 の一 部を欠失 したことによる大きな構造変化に

より、 MCD4 のマルトー ス代謝能が裔まっている可 能性が示唆 された。

また、 マルトー ス代謝能が裔まっている要因 の 1つに、 マルトー スパ

ー ミアー ゼ をコー ドするMAL_l に生じた変異によりパー ミアー ゼ の活

性に変化を生じている可 能性も示唆 された。

塩基配列を比較したカタ ボライト抑制に関わる 11 遺伝子 の配列解

析 を行ったところ 、 いずれも混合塩基での変異ではあるものの、 CYC8

と GLC7 にはアミノ酸置換、 GRR Jにはアミノ酸残基の欠失 がみられた。

REG Jと HXT4には複数 の DNA塩基配列の置換はみられたものの、 翻 訳

時のアミノ酸の憤 換は生じていなかった。 CYC8 に生じた変異は、 46 番

目から 111 番目、 94 番目 から 3 91 番目 、 150 番目 から 1 83 番目 、 32 8

番 目 か ら 3 95 番 目 の ア ミ ノ 酸 ま で の 4 箇 所 の I PR 配 列

信 e tra tr i coE_ e p t  i d e  R_ e p ea ts )中には生じていなかった。 同 様に、 GLC7

においても 6 番目から 300 番日 までのアミノ酸までのプロ テインホス

ファタ ー ゼ の活性ドメインを外れた位置に変異を生じていた。 GRR Jに

は 3 8番日 から 4 9番目までの連続 したアスパラギ ン配列のうち 3 残基

の欠失 がみられたが、 他には変異を生じていなかった。
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AK46 を元株とした 2-DOG耐性変異株である MCD4 は、 グルコー ス存

在下でのマルトー スの消費量調査 からカタ ボライト抑制に非感受性と

なっていることが示唆 されており、 MCD4一 倍体 を用いた試験において

2-DOG 耐性とマルトー ス発酵力には強 い相関がみられていることから

も、 MCD4 のカタ ボライト抑制に関わる遺伝子 に変異を生じていること

でカタ ボライト抑制に非感受性となり、 マルトー ス発酵力が高まって

いると予 想していた。 しかし、 MCD4 のカタ ボライト抑制に関与する 11

遣 伝子 には明 確な変異を生じておらず、 本検 討 でのカタ ボライト抑制

に関与する遣 伝子 配列の比較解析 によって、 MCD4 がカタ ボライト抑制

に非感受性となっている要因 の解明、 マルトー ス発酵力強 化との関連

を裏 付けることはできなかった。

5 .  リアルタ イム PCRでの発現量解析

マルトー ス代謝に関わる 6種のMAL遣 伝子 と、 カタ ボライト抑制に

関与する 4 遺伝子のリアルタ イム PCRでの発現量解析 を実施した結果

をそれぞれFig. 14-A 、 Fig. 14-B にまとめた。

マルトー スを糖源とするM S液体 発酵力測定用培地に接種して 1時間

培養 させた菌体 において、 MCD4はAK46よりも、 MAL12 では3 .0倍、 MALJJ

とMAL3 1では 1 .8倍に発現が高まっている傾向がみられ、 マルトー ス

発酵力の高まりとこれらの発現量の高まりとの関連が示唆 された。 ま

た、 配列比較解析 により混合塩基での変異ではあるものの一 対の DNA

の片 一 方に翻 訳 停 止 を生じていたMAL13の発現呈はAK46と大きな差異

は見 られなかったが、 変異に伴 う構造変化により、 発現量が高まって

いたMAL12 やMAL3 1の発現を促進している可 能性が示唆された。 MAL3 1
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F i g . 1 4-A . リ ア ル タ イ ム PCR に よ る 発 現 量 解 析

（ マ ルト ー ス代 謝 に 関 わ る 遺 伝 子 ）
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F i g . 1 4-B . リ ア ル タ イ ム PCR に よ る 発現 量 解 析

（ カ タ ボ ライ ト抑 制 に 関 与 す る 遺 伝 子 ）
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はやはり混合塩韮 での変異ではあるがアミノ酸置換と翻 訳 停 止 を生じ

ており、 その活性に変化を生じている可 能性が示唆されている。 活性

の変化に加 えて、 リアルタ イム PCRの結果からマルトー スパー ミアー

ゼ の発現量が高まることでマルトー ス発酵力向 上 に影 薯 を与えている

可 能性も示唆 された。

同 様に、 M S液体 発酵力測定用培地に接種した菌体 におけるカタ ボラ

イト抑制に関与する 4 遣伝子の発現呈を調査 したところ 、 いずれの遣

伝子 においてもMCD4 とAK46はほぼ同 程度の発現量を示 し、 MCD4 に特

徴的な発現量の高まりを示した遺伝子 はみられなかった。 配列解析 の

結果からは、 MCD4 にはカタ ボライト抑制に非感受性となることを裏 付

ける明 確 な変異はみられず、 リアルタ イム PCRの結果から発現量にも

差異が見 られないことから、 MCD4 がカタ ボライト抑制に非感受性とな

る要囚 の解明には至 らなかった。
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要約

2-DOG耐性変異株MCD4のマルトー ス発酵力強 化機構 の解明 を目指し、

MCD4一 倍体を用いた2-DOG耐性とマルトー ス発酵力との相関調査 を行

い、 加 えて、 マルトー ス代謝に関わる MAL遺伝子 とカタ ボライト抑制

に関与する遣伝子 の配列比較解析 、 リアルタ イム PCRによる発現量を

調査 した。

同 一子 嚢由来 MCD4 一 倍体四 分子 における 2-DOG 耐性の形質は、

「2-DOG 耐性有り： 無し= 2: 2」となる組み合わせが最も多く、 2-DOG

耐性を有する MCD4 一 倍体 の M S 液 体 発酵力が高い傾 向 を示し、 2-DOG

耐性とマルトー ス発酵力の間には高い相関がみられた。

配列比較解析 を行った結果、 MCD4 の MAL_l、 MAL_3 には混合塩基で

のアミノ酸置換 ・ 翻 訳 停 止 を生じており、 中でもMAL13 における一 対

の DNAの片 一 方に翻 訳 停 止 を生じて領 域 の一 部 を欠失 したことによる

大きな構 造変化により、 MCD4 のマルトー ス代謝能が高まっている可 能

性が示唆された。 また、 マルトー ス代謝能向 上の要因 の 1つに、 マル

トー スパー ミアー ゼ をコー ドする MAL_l に生じた変異によりパー ミア

ー ゼ の活性に変化を生じている可 能性も示唆された。 加えて、 菌体回

収時からマルトー スを糖源とする培地に接種した際のMAL遺伝子 発現

量の高まりをリアルタ イム PCRで調査 すると、 MCD4 は MAL12 ではAK46

の 3. 0倍、 MALJJとMAL3 1ではそれぞれ 1. 8倍に高まっており、 これ

らの遺伝子の発現呈の高まりとマルトー ス発酵力向 上の関連が示唆さ

れた。 一 方、 カタ ボライト抑制に関わる遺伝子 には明確な変異はみら

れず、 リアルタ イム PCRにおいても、 いずれの遺伝子の発現量にAK46

68 



と MCD4 に差異はなく、 MCD4 に特徴的な発現量を示 した遺伝子 はみら

れず、 MCD4 が2-DOG耐性を示 しカタ ボライト抑制に非感受性となって

いる要囚 を特定することはできなかった。
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V. 総合考察

北 海 道 の エゾ ヤ マ ザ ク ラ か ら 分 離 さ れ た 野 生 酵 母 で あ る

Saccharom yces cerevisiae AK46の改 良点であるマルトー ス発酵力を向

上 させることにより製パ ン性能の改善 を目的として、 2-DOG 耐性を付

与した自然変異株を取得 し、 MCD4 を選抜 した。 YPS培地での本培養 を

行った培養 菌体 を用いて製パ ンに関わる性能を調査 すると、 MCD4 はマ

ルトー スを糖源とするM8液体 発酵力はAK46の 3 .8倍、 マルトー スを

加 水分解するa — グルコシダ ー ゼ 活性はAK46の約 1 .6倍に高まってお

り、 MCD4 のマルトー ス代謝能 • 発酵能の高まりが確認された。 実際に

パ ン生地を調製して発酵力を調査 すると、 マルトー ス代謝能の高まり

から無糖生地発酵力が向 上 し、 中種法での製パ ン性能も高まっていた

ことから、 パ ン酵母薗株に 2-DOG耐性を付与することにより実用性能

の改善することができた。 デー タ を記載 していないが、 MCD4 の実用化

を想定し、 イー スト製造の実製造工程を模 して糖蜜 を糖源として流化

培養 を行い、 培養 菌体 の性能を調査 したところ 、 MCD4 は AK46 とほぼ

同 等 の菌体収量を示 し、 M8液体 発酵力はAK46の約2倍 (MCD4: 402. 1 

土 47. 6、 AK46: 206. 1土 65. 3 )、 a — グルコシダ ー ゼ 活性は約 1. 6倍に高

まり (MCD4: 24 9. 0土24 .9、 AK46: 151 . 3土 42 .0 )、 流加培養 菌体 も YPS

培餐薗体 と同 様にマルトー ス発酵力の高まりが確認され、 YPS培地で

の培養 菌体 よりも流加培養 菌体 のほうが製パ ンに関する性能が高まっ

ていた。 MCD4 のような2-DOG耐性を付与した菌株の実用化に向けた課

題 としては、 培養 菌体 の 2-DOG耐性の保持率の維 持が挙げられる。 培

養 菌体 の 2-DOG耐性の保持率の安 定はイー スト製品の発酵面 での品質
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の安 定と深く関連することが予 想されるために非常に 璽要であるが、

これまでの研究 で得 られた知見 から、 イー ストの実製造工程は最終 培

餐まで培義工程が多く培地中に 2-DOG を含有していないために、 培養

工程が進むほどに復帰 変異を生じて 2-DOG耐性の保持率が低下してい

くことがわかっている（例 ： 最終 培餐に用いる種 菌薗体 ： 93% 、 最終

培養菌体 ： 81 % )。 MCD4 取得時にも 2-DOG 含有マルトー ス最少培地に

て複数回培養を行い変異の固定を試みているが、 更に変異の 固定を 璽

ねることにより 2-DOG耐性の保持率を高め、 実用化に向けた課 趙 を解

決できる可 能性がある。

MCD4 のマルトー ス発酵力が強 化されている要因 を解明するために、

マルトー ス代謝に関する遣伝子 とカタ ボライト抑制に関与する 遣伝子

の DNA・ アミノ酸配列を比較 ・ 解析 した。 前述したように、 本研究 で

のマルトー ス代謝に関わる遺伝子 の DNA・ アミノ酸配列の比較解析 結

果より、 MCD4 には混合塩韮 での変異ではあるものの、 マルトー スパー

ミアー ゼ をコー ドする MALII·MAL3 1 とアクチベー タ ー をコー ドする

MALI 3·MAL3 3 に変異を生じており、 構造変化や保存領域 に生じた変異

によりマルトー ス代謝が高まっている可 能性が示唆されている。 また、

AK46 と MCD4 においてa — グルコシダ ー ゼ をコー ドする MALI2·MAL3 2 

の塩基配列は同 一 であったが、 VIII番 染色体上 に存在 するMAL6 遺伝子座

のa — グルコシダ ー ゼ をコー ドするMAL6 2 の上 流・ 内部での欠失 による

カタ ボライト抑制への影 馨 が研究 されており、 MAL6 2 の DNA 塩基配列

上流ー 253 位からー 237位のT リッ チな領域 がカタ ボライト抑制に関与

し、 この領域 を欠失 するとカタ ボライト抑制環境下におけるa — グルコ

シダ ー ゼ 活性が高まったと報告されている(Honga nd Marmur. , 1 987)。
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MAL12 およびMAL3 2 の上流にも同 様の T リッ チ配列が存在しており、

AK46 と MCD4 のMAL12 及びMAL3 2 の上流配列を確認したところ 、 両 菌

株ともに欠失 は見 られず同 一 の配列を有しており、 MCD4 のマルトー ス

発酵力向 上の要因 は MAL_2上流配列の欠失 ではなかった。 また、 マル

トー ス発酵力向 上 とa — グルコシダ ー ゼ 活性の高まりには直 接 的な相

関が見 られることから、 a — グルコシダ ー ゼ 活性向 上 に着日 してその要

因 を探 ることでマルトー ス発酵力の向 上の要囚 の解明 に取り糾ん だ 。

a — グルコシダ ー ゼ の活性測定に使用する粗 酵素液中のタ ンパク質含

量を Bra df or d 法にて測定し、 a — グルコシダ ー ゼ の比 活性を測定した

ところ 、 AK46 と MCD4 の粗 酵素液中のタ ンパク質含量はほぼ同 一 であ

り (AK46: 0 . 354土 0 .013 mg/ ml、 MCD4: 0 . 362土 0 .00 9 mg/ ml )、 酵素活

性値と同 様にMCD4のa — グルコシダ ー ゼ の比 活性値はAK46よりも高ま

っていた。 MCD4 のMAL12·MAL3 2 の DNA塩基配列はAK46と同 一 で変異

を生じていなかったことから、 a — グルコシダ ー ゼ 活性の高まりは変異

による活性の高まりではなく、 a — グルコシダ ー ゼ の発現量が高まり粗

酵素液中のタ ンパク質におけるa — グルコシダ ー ゼ の比 率が高まるこ

とで酵素活性が高まっている可 能性が考えられたが、 培養 菌体 から抽

出した全RNAを用いたリアルタ イム PCRでの発現解析 の結果ではAK46

とMCD4 のMAL12 とMAL3 2 の発現量に差異は見 られず、 MCD4 のa — グル

コシダ ー ゼ 活性の高まりの要囚 も特定することはできず、 マルトー ス

発酵力向上の要因 を特定できなかった。

マルトー ス代謝に関わる遺伝子 と同 様に、 カタ ボライト抑制に関与

する遺伝子 の DNA・ アミノ酸配列の比較解析 を行ったところ 、 いずれ

も混合塩韮 での変異ではあるが、 3 遺伝子 にアミノ酸の置換 ・ 欠失 を
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生じていた。 CYCB と GLC7 にはアミノ酸置換、 GRR Jにはアミノ酸残基

の欠失 がみられたが、 各 種保存領 域 を外れていたことから、 カタ ボラ

イト抑制に関与する遺伝子 の配列解析 により MCD4 がカタ ボライト抑

制に非感受性となっていることを確 証 づ ける要因 の特定には至 らなか

った。

グルコー ス存在下でのマルトー スの消費を調査 した結果からは、

MCD4はグルコー スとマルトー スを同 時期に消費できるようになってい

ることから、 2-DOG 耐性が付与されることでカタ ボライト抑制に非感

受性となっていることが示唆 されている。 加えて、 MCD4一 倍体を用い

た試験結果からは 2-DOG耐性を有する菌株はマルトー スを糖源とする

M8液体 発酵力が高まる傾向 がみられ、 2-DOG耐性付与とマルトー ス発

酵力向 上 の密 接 な関連性が確 認されているが、 1 つの可 能性として、

MCD4 のマルトー ス発酵力の高まりは、 2-DOG耐性およびカタ ボライト

抑制非感受性にのみ依存したものではなく、 変異によりa — グルコシダ

ー ゼ 活性を含めたマルトー ス代謝能のベー スが高まったことに加えて、

2-DOG 耐性およびカタ ボライト抑制非感受性の付与によりグルコー ス

とマルトー スが共存するパン生地などの環境下においてマルトー ス発

酵力向上に相加的に影 響 を与えていることで、 2-DOG 耐性の付与によ

りマルトー ス発酵力が顕 著 に高まっているように見 えてしまっている

可 能性が考えられる。

本研究 にて MCD4 のマルトー ス発酵力向 上 の要囚 を特定し、 加えて

MCD4 が2-DOG耐性を付与されることによりカタ ボライト抑制に非感受

性となっていることを確証 づ けることはできなかった。 今 後の検 討 に

際し、 自然変異により変異株を取得 したことに起因 してかMCD4 のマル
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トー ス代謝に関わる遺伝子 ・ カタ ボライト抑制に関与する遺伝子 に生

じていた変異はいずれも混合塩基での変異であったため、 2-DOG 耐性

を示すMCD4一 倍体 の配列解析 を行うことで差 異が明確 となり、 要因 把

握 が容易になると考えられる。 またリアルタ イム PCRにおいて、 全RNA

を抽 出したサンプルの条件に、 グルコー スとマルトー スが共存した試

験区 を加 えることで、 MCD4 と AK46 で相対発現量に差 異を生じる遣伝

子 を確 認でき、 2-DOG 耐性、 カタ ボライト抑制非感受性の要因 解明に

繋 がると考えられる。
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