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漬物由来の酵母、 の育種・改良を試みたところ、新規性質Saccharomyces servazzii

を有する株が取得された。併せて、2-デオキシグルコース 耐性株を取得し(2-DG)

たところ、発酵力が強化されている株があった。これらの株を用いて、製パン試

験を行った結果、野生株のものより、比容積の増加したパンが試作できた。

キーワード： ，モニタリング, , 製パンSaccharomyces servazzii 2-DG

１．はじめに

清酒・パンをはじめとして、ワイン・焼酎・味

噌・醤油など、酵母を利用した産業は非常に多岐

にわたっている。しかし近年、これらの食品産業

は成熟してきており、その一因として、多様化す

る消費者ニーズに応えきれていないという現状が

。 、挙げられる 現在までに知られている酵母の数は

属・ 種類ともいわれているが、そのうち産40 500

業に利用されているのは、清酒やパン用の

や 味 噌 や 醤 油 用 のSaccharomyces cerevisiae

など、ごく一部に過ぎZygossaccharomyces rouxii

ない。そこで、本研究においては、当研究所で窒

素充填化漬物の開発中に見出された酵母 、1),2)

を用いることにより、新Saccharomyces servazzii

規食品の開発を目標とした。

本年度も前年度に引き続き、高香気性酵母の育

。 、 、種を行った また その塩基配列情報をもとに3)

。 、酵母のモニタリング技術の開発を試みた さらに

発酵力の強化を目的とした、育種・選抜を行い、

野生株ならびに育種株により製パン試験を試みた
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ので報告する。

２．研究方法

２.１ 菌株、培地、培養条件

, (基S servazzii S servazzii. .JCM5201 JCM5179

IAM14383 7準株), (基準株), 協会S cerevisiae.

号酵母, 協会 号酵母を実験に供した。培地とし9

YPD GYNB YPG YPDては、 培地・ 培地・ 培地(

培地を基に、グルコースの代わりにガラクトース

を用いたもの)を用い、 ℃で培養した。生育速25

TN-2612度の算出にはバイオフォトレコーダー

（ 東洋）を用いた。ADVANTEC

２.２ 突然変異株の選択

昨年度同様、 により突然変異を誘発し、EMS

トリフルオロロイシン( )培地により選抜したTFL

。２ 耐性株の取得は以下のように行った。3) -DG

培地にて ℃で 日前培養させた菌体を集YPD 25 1

菌し、蒸留水で 度洗浄したあと、あらためて菌2

体混濁液を作った。 選択培地 (ガラクトー2-DG

0.1 %, Yeast Nitrogen Base 0.67 %, -DG 0.01ス ２

6
～ )上に、混濁液を菌数が0.10 %, Agar 2 % 10

個程度になるように塗布した。一週間 ℃で培25

、 。養を行い 生育してきた株を 耐性株とした2-DG
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２.３ 酵素活性の測定

らの方法に従って、 シンターゼのUlm -IPMα

活性測定を行った 。タンパク質の濃度はブラッ4)

ドフォード法により測定し、 シンターゼ活α-IPM

性は、 分間・ のタンパク量あたりに放出1 1 mg,

された の量 として表した。coenzyme A (nmol)

２.４ 、電気泳動PCR

酵母ゲノム に対し、F・RプライマーまたDNA

SsF ,は （5'-TAATGACAAGGTTATACCAATTCGTGGGAGT）

（5'-CTATAGGATTTTTCATCATTATGAGAGGATCTG）SsR

プライマーを用い 反応を行った。 反応PCR PCR

は、変性反応を ℃で 秒、アニーリング反応94 30

50 30 72 30 35を ℃で 秒 伸長反応を ℃で 秒行い、 、

サイクル繰り返した。 産物は、 アガローPCR 2 %

スゲルを用いた電気泳動ならびに泳動後の臭化エ

チジウム染色により、紫外光にて確認した。

２.５ エタノール量の測定、香気成分分析

培地にて ℃で 日予備発酵させた後、YPD 25 1

振盪して菌体を混濁させた。その混濁液 を30 lµ

3 ml 10 % YPD 100 lの 培地に、また、混濁液 µ

3 ml 10 % YPG 25を の 培地にそれぞれ加えて、

℃で 日静置発酵させて生じたエタノールの濃度1

をアルコメイトにより測定した。香気成分は、国

税庁所定分析法注解 を参照し、ヘッドスペース5)

法により分析した。

２.６ ガス発生試験

酵母菌体 を のグルコース 水溶0.5 g 20 ml 10 %

30 100液に溶解して栓をし、 ℃の恒温槽中にて

で振盪して発酵させた。このとき発生した炭rpm

酸ガスの量を、連結しているガス置換瓶から押し

出された液量により求めた 。6)

２.７ 製パン試験

300 g 5 % 1.5強力粉 に対して グルコース 塩、 、

、脱脂粉乳 、ショートニング 、吸水率% 2 % 5 %

を ～ 程度に調整した。酵母の量は、通76 78 %

常時は とし、倍量使用時のみ とした。2 % 4 %

混捏後、室温 ℃、湿度 の発酵室で 分24 70 % 90

一次発酵させ、パンチを行った後、さらに 分30

二次発酵させた。その後、分割、ガス抜き、成形

をして一斤用の型に詰め、一次発酵、二次発酵と

同じ条件で、生地が型の上部に到達するまで三次

発酵を行った。最後にオーブンで焼成を行い、試

験パンを得た。パンは、荒熱がとれた後に重量と

容積の測定を行い、容積を重量で割ることにより

1求まる比容積をパンのふくらみの指標とした。

日経過後にパンを切り、内相の観察、および官能

審査を行った。また、並行して、こね上げたパン

生地 をビーカーに詰め、一次発酵および二110 g

次発酵での生地膨脹量の測定を行った。

３．結果及び考察

３．１ 耐性株の性質TFL

昨年度の研究により、 の 耐性株S.servazzii TFL

でも 同様、イソアミルアルコー(T-1) S.cerevisiae

ル( )生産量が親株よりも増加していた 。しIAA 3)

3 IAAかし では最大で親株の 倍量の、S.cerevisiae

T-1を生産する株が取得されているのに対し 、7)

で、その量は親株と比して約 倍量にすぎなかっ2

た。そこで、本年も引き続き、 耐性株の取TFL

得を行い、さらに 生産量の増加した株の取IAA

得を目指した。

突然変異の誘発により、新たに 株の 耐2 TFL

性株を取得した 。これら 株の 生(T-2, T-3 2 IAA）

産量は親株の に過ぎなかっ66% (T-2), 54% (T-3),

た(表 , 麹培地)。このような株の例は、ほかの1

酵母では知られていないので、さらにその性質の

解明を進めた。

の生合成経路は、グルコース由来の経路IAA

と、ロイシン 由来の経路と 通り存在する(Leu) 2

。 、ことが知られている そのうちのどちらの経路が

各々の変異体で変化しているのか調べるために、

を全く含まない培地 と を加えたLeu (GYNB) Leu

IAA 1 GYNB培地とで の生産量を調べた（表 。）

培地では、全ての がグルコースから生産さIAA

GYNB T-2 T-3 IAAれる 培地では 親株 ともに。 、 、 、

生産量はほとんど相違なかった。しかし、 をLeu
-1

加えた培地では、親株の 生産量がIAA 120 mgl

増加したのに対し、 では 、 ではT-2 50 mgl T-3, -1

10 mgl T-2,, -1
の増加にすぎなかった この結果は。 、

においては、 を に変換する機能が低T-3 Leu IAA
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表1 IAAの生産量 (単位：mgl )
-1

表2 a-IPMシンターゼの活性

下していることを示唆している。

さらにその可能性を調べるために、 シンα-IPM

2 -IPMターゼの活性測定を行った 表 親株の（ ）。 α

シンターゼは、 によりフィードバック阻害をLeu

受けるため、 を加えた条件では、 以下のLeu 10 %

活性しか示さなかった。 はその阻害が部分的T-1

に解除され、その結果 の生産量が上昇したIAA

-IPM Leu株と考えられたが α シンターゼ活性を、

存在下においても 以上有していた。それに50 %,

対して、 では、親株同様、α シンタT-2, T-3 -IPM,

ーゼ活性が各々 にまで により阻害13 %, 9 % Leu

されており、 とは異なる型の変異体であるとT-1

いう可能性を支持している。

これまでに 耐性株の取得は やTFL S cerevisiae.

でなされてきた 。その報告例の表現Z rouxii. 7),8)

形質は、 と同様のものであり、今回取得されT-1

た のような形質株の報告例は知られていT-2, T-3

ない。 のような新規酵母株が分離できたT-2, T-3

のは、 特有の性質による影響であるかS.servazzii

もしれない。今回の実験結果より、他の可能性が

残るものの、 では の菌体内への取りT-2, T-3 Leu

込み能が十分に行われなくなった可能性が考えら

れる。 の取り込み能を損ねているのならば、Leu

その形質を活かした新規な食品の開発へと活かせ

るであろう。

３．２ 特異的 法の開発S.servazzii PCR

食品中へ酵母を添加した際、目的の酵母の発酵

麹培地 GYNB GYNB+
5mM Leu

野生株 184±10 33±1.7 158±3.7
T-1 375±  1.9 46±1.3 166±2.8
T-2 121±  5.2 36±1.7   86±2.5
T-3 100±  4.6 34±1.6   45±1.1

添加なし
10mM Leu
添加

残存活性
(%)

野生株 14.2±1.38  1.1±0.23 8
T-1 23.4±0.73 11.9±0.55 51
T-2 16.8±2.98  2.2±0.25 13
T-3 18.4±2.41  1.6±0.00 9

図1 PCR産物の電気泳動像

ラダー マーカー。M : 100 bp DNA

基準株。 協会 号。1, 6 : 2, 7 : 9S cerevisiae.

協会 号。 基準株。3, 8 : 7 4, 9 : S servazzii.

。5, 10 : JCM5201S.servazzii

中の消長をモニタリングする必要がある。モニタ

リングする手法としては、従来、培養法が主に行

われてきたが、大変な労力・時間を必要とする作

業であった。しかし近年、 を利用し、迅速DNA

かつ簡便なモニタリングの方法が様々に開発され

ている。そこで本研究では、 を特異的S servazzii.

.に検出するための プライマーを設計し、PCR S

由来のゲノムのみを増幅する、種特異的servazzii

法による モニタリング手法の確PCR S servazzii.

立を試みた。

、 、増幅領域として 昨年度に塩基配列を解析した

作用部位といわれている 相同遺伝子TFL LEU4

中の配列を検討した。しかし、塩基配列解析に用

いたプライマー により 反応を行ったとF, R PCR

. .ころ、 のみならず、試験した全てのS servazzii S

（ ）。cerevisiaeの株で反応をした 図 ,レーン ～1 6 8

そこで、 の 相同遺伝子と思われS servazzii LEU4.

る配列を検討し、 より内側の領域にプライF, R

S cerevisiaeマー を設計した その結果SsF, SsR 。 、 .

では反応せずに、 には反応するというS servazzii.

ことが分かった（図 レーン ～ 。今後は、1, 1 5）

これらプライマーを用い、種特異的 法によPCR

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

SsF-SsR F-R
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り、食品中の モニタリング技術を展開S servazzii.

していきたいと考えている。

３．３ ２ 耐性株を利用した育種-DG

グルコース のアナログである２ に対(Glu) -DG

する耐性株では、糖の代謝に関連した様々な形質

が報告されている 。そこで、発酵力の強化9),10)

された株の選択を目的として、２ 耐性株の-DG

分離を試みた。野生株の混濁液を２ を-DG 0.01 %

含む選択培地上に塗布したところ、 株の耐性47

株を取得することができた。さらに、 耐性0.01 %

-DG株のいくつかを選択して、それを培養し、２

0.04 % 17を含む選択培地上に塗布したところ、

0.04株の耐性株を取得することができた。同様に

耐性株から２ 耐性株を、 株取得% -DG 0.10 % 10

することができた(一次スクリーニング)。

本研究では、唯一の炭素源としてガラクトー

ス を用いている。そのため、２ 耐性株(Gal) -DG

は、 に対する発酵性能が高まっていることがGal

想定されたので、 を糖源とした培地で発酵試Gal

験を行ったところ、２ 耐性株中には発酵性-DG

能が高い株を多数確認することができた(表 )。3

Glu -DGまた、 に対しても高い発酵力を有する２

耐性株を探索するために、 を糖源とした培地Glu

で発酵試験を行った。２ 耐性株は、野生株-DG

と比較すると、発酵力が同等か低いものが多数を

占めたが、 程高い発酵力を有する株 が5 % (ser003)

得られた。

一次スクリーニングの結果得られた有望株に関

し、さらにパン酵母としての適性を見るためにガ

90ス発生量の測定を行った。その結果、親株が

21 ml ser003分間に のガスを発生させたのに対し、

株は 発生させた。エタノール生産量のみな24 ml

らず炭酸ガス生産量も、 株では、親株を上ser003

回っていたので、この株により製パン試験を行う

ことにした。

３．４ 製パン試験

野生株と改良した変異株により製パン試験を

行った。変異株としては、 ほど発酵力が強化5 %

ser003 IAA T-1された 株と、 生産量の増加した

株を用いた。大幅な機能改善を果たすには至らな

表3 発酵力試験

野生株の生産したエタノール量を として、1.000

相対値により表した。

かったものの、野生株と比較して、焼き上がり時

の比容積の上昇と、風味の変化を感じられるパン

ができた(表 )。4

製パン試験に使う野生株の酵母量を変化させる

、 、ことにより よりよい酵母量の条件を求めるため

2 %酵母（野生株）の量を強力粉の重量に対して

または にして製パン適性を比較した。その結4 %

果、酵母量を倍にした のものが、 使用の4 % 2 %

試験パンよりも一次、二次発酵がよく進み、三次

発酵時間が短縮され、焼き上がり時の比容積も大

きくなった(表 )。5

４．まとめ

（１） の 耐性株より、これまでS servazzii. TFL

に知られていない性質をもつ株を分離した。この

IAA Leu株は、 生産量及び酵素活性の測定より、

の菌体内への取り込み異常株ないし への生IAA

合成異常株である可能性が解明された。

（２） 特異的 プライマーの設計S servazzii. PCR

を行った。 特異的 法により、食S servazzii. PCR

品中における の消長をモニタリングしS servazzii.

ていくことが可能となった。

（３）２ 耐性株の分離を行った。耐性株に-DG

は や の発酵力が親株よりも上昇しているGal Glu

g a la c to s e g lu c o s e

野 生 株 1 1

s e r0 0 2 0 .9 1 3 0 .9 7 6

s e r0 0 3 1 .0 4 3 1 .0 4 9

s e r0 0 4 0 .9 4 6 0 .6 8 3

s e r0 0 5 0 .9 4 6 0 .7 8

s e r0 2 1 1 .0 1 1 0 .7 4 8

s e r0 2 2 0 .9 7 8 0 .8 7 8

s e r0 2 3 0 .8 8 0 .7 4 8

s e r0 2 4 1 .1 7 4 0 .6 5 9

s e r0 2 5 1 .2 3 9 0 .7 0 7

s e r0 3 1 1 .0 4 5 0 .5 0 9

s e r0 3 2 0 .7 9 5 0 .2 2 6

s e r0 3 3 1 .0 2 3 0 .6 4 2

s e r0 3 5 0 .8 6 4 0 .5 4 7

s e r0 3 6 0 .6 8 2 0 .5 0 9



表4 野生株と育種株の製パン試験

表5 酵母量を変化させた時の製パン試験

一次 二次 重量（ｇ） 体積（ｍ ｌ） 比容積  (m l /  g)
野生株 200 150 112 503 .0 1550 3 .08
ser003 200 150 112 508 .5 1600 3 .15
T-1 200 170 112 501 .0 1580 3 .15

生地膨張量  (m l) 三次発酵時間
（min）

パン
酵母

一次 二次 重量（ｇ） 体積（ｍ ｌ） 比容積  (m l /  g)
2% 200 150 112 503 .0 1550 3 .08
4% 300 180 66 501 .8 1660 3 .31

生地膨張量  (m l) 三次発酵時間
（min）

パン
酵母量

ものがみられた。そのうちの 株では、エタノー1

、 。ルのみならず 炭酸ガスの生産量も増加していた

（４）野生株ならびに育種株により、製パン試験

を行った。従来の天然酵母で作られたパンと比較

して、発酵力・香気成分ともに遜色のない試作品

となった。今回確立された製パン技法・評価法を

用いて、 による製パン製造の実用化をS servazzii.

目指していきたい。
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