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清酒酵母の有機酸生成に関する研究

浅野　忠男

Studies on Organic Acid Production by Sake Yeast

Tadao Asano (Research and Development Center, Takara Shuzo Co. Ltd., 101 Yoshidencho, Shimotoba,
Fushimi-ku, Kyoto 612-8381) Seibutsu-kogaku 85: 63–68, 2007.

はじめに

清酒やワインといった醸造酒中の有機酸は味覚に大き

な影響を与える．清酒には約40種類もの有機酸が含まれ

ており1,2)，その中でも乳酸，コハク酸，リンゴ酸の3種

類で全有機酸の約 80％を占める 3)．清酒酵母は発酵期間

中に清酒中の乳酸の半分以上を 4)，またリンゴ酸，コハ

ク酸の大部分を生成する5)．

最近では，消費者の嗜好の変化に伴い，酒質の多様化

が求められている．その解決方法の一つとして有機酸組

成の異なる新しいタイプの清酒を提供することが考えら

れる．従来の製品とは酸味の異なった商品を開発するた

めに有機酸生成の変化した清酒酵母の育種が盛んに行わ

れている6–8)．また，清酒酵母の醪中での有機酸生成メカ

ニズムも，遺伝子破壊などの遺伝子組換え技術 9–12)，ノ

ザン解析などの技術13,14)を利用して，ほぼ全容が明らか

になった．

本稿では，清酒酵母の有機酸生成に関して1． 有機酸生

成経路の解明，　2． 有機酸高生成酵母の育種，3．有機酸

高生成機構の解明，4．有機酸高生成酵母の実用化といっ

た観点から研究，開発を行ったので紹介する．

1．有機酸生成経路の解明

清酒醪の中後期では嫌気的な環境であるためリンゴ酸

およびコハク酸は細胞質において主に TCA回路の還元

的方向（図1）で生成されることが示唆されていた15-17)．

MDH2遺伝子（細胞質に存在するリンゴ酸デヒドロゲ

ナーゼをコード）を破壊することによりリンゴ酸が減少

することや 12)，FUM1（フマラーゼをコード）遺伝子破

壊株では発酵後期にコハク酸生産が減少すること 10)か

ら，リンゴ酸やコハク酸が細胞質内においてTCA回路の

還元的方向で生成されることがより明瞭になった．

また，酵母が活発に増殖する際，プリン系の一つであ

るアデニンを生合成する．1分子のアデニル酸を生合成

するのに，その中間物質であるイノシン酸を生合成する

過程で1分子のフマル酸を生じる．続いてイノシン酸，ア

デニロコハク酸からアデニル酸に至る過程でもう 1分子

のフマル酸が生じ，合計2分子のフマル酸を生成する．こ

のフマル酸から清酒中の約 20％のリンゴ酸またはコハ

ク酸が生合成されると推定されている18,19)．

しかしながら，ミトコンドリア内に局在する酵素を利

用してピルビン酸からクエン酸，イソクエン酸を経てα-

ケトグルタル酸に至る酸化的経路での有機酸生成につい

ては，ほとんど知見がなかった．本研究では清酒酵母の

ミトコンドリア内に局在するイソクエン酸デヒドロゲ

ナーゼ（IDH）9)，α-ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ

（KGD）20)遺伝子の破壊を行い，清酒醪中での有機酸生

成の変化を分析して TCA回路の酸化的方向での有機酸

生成機構を明らかにした．

酵母のイソクエン酸デヒドロゲナーゼには NADを補

酵素とするIDH，NADPを補酵素とするIDP1, IDP2の3

つのアイソザイムが存在する．このうち IDH，IDP1は

ミトコンドリアに局在するが，IDHの方がミトコンドリ

ア内において重要な働きをする21)．IDHはIDH1，IDH2

遺伝子のどちらか片方を破壊すると酵素活性は消失す

る22)．
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協会701号（K-701）から分離した一倍体株（a10, α41）

の IDH1 または IDH2 遺伝子を破壊して清酒小仕込試験

を行った結果，親株と比較してリンゴ酸は若干増加し，

コハク酸は約半分に減少した（図2）．清酒醪中のコハク

酸生成においては，親株（a10）および親株に pAUR101

（遺伝子破壊用プラスミド作製の際に用いたプラスミド）

を組み込んでオーレオバシジンA耐性とした株 (a10AUR)

は同じ経過を示したが，IDH破壊株（a10∆idh2）のコハ

ク酸生成は発酵初期に低下した（図3）．

清酒醪中で TCA回路の酸化的方向で有機酸が生成さ

れていることをさらに確認するために，イソクエン酸デ

ヒドロゲナーゼの次に作用するα-ケトグルタル酸デヒド

ロゲナーゼ複合体を構成する酵素遺伝子の 1つである

KGD1遺伝子を破壊し，有機酸生成への影響を調べた．

その結果，IDH破壊株と同様にコハク酸は約半分に減少

した（図2）．また，蟻川ら10)の作製したKGD1遺伝子破

壊株もIDH遺伝子破壊株と同様に発酵初期にコハク酸生

成が低下することを示している．

これらの結果から，清酒醪の初期において清酒酵母は

TCA回路の酸化的方向で，ミトコンドリアに存在する酵

素を利用してコハク酸の約半分近くを生成することが明

らかとなった．

図1．清酒酵母の有機酸生成経路

図 2．酸化的方向の酵素遺伝子破壊株を用いた清酒の有機酸組
成 . 親株（■，a10；□，α41）の数値を100とし，酵素遺伝子
破壊株の値はその比で表わした．∆ idh1，イソクエン酸デヒド
ロゲナーゼ遺伝子（IDH1）破壊株；∆ idh2，イソクエン酸デヒ
ドロゲナーゼ遺伝子（IDH2）破壊株；∆ kgd1，α-ケトグルタ
ル酸デヒドロゲナーゼ遺伝子（KGD1）破壊株．清酒小仕込試
験は総米200 g規模の三段仕込で行った．

図3．IDH 遺伝子破壊株を用いた清酒発酵期間中のコハク酸濃
度経過．清酒小仕込試験は総米400 g規模の三段仕込で行った．
○，a10：K-701由来一倍体株；□，a10AUR：a10に pAUR101
を組み込みオーレオバシジンA耐性とした株； ■，a10 ∆ idh2：
a10のIDH2 遺伝子破壊株．
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2．有機酸高生成酵母の育種

2-1．α-ケトグルタル酸耐性株からの選択23)　　今回，

明らかにした有機酸生成経路の1つであるTCA回路の酸

化的方向に着目し，その中間物質でありクエン酸シン

ターゼの阻害物質でもあるα-ケトグルタル酸に耐性を示

す株の中から遺伝的に安定な有機酸高生成酵母を取得し

た．K-701を親株としてメタンスルホン酸エチル (EMS)

変異処理後，25 mM α-ケトグルタル酸に耐性を示す株を

麹汁培養試験に供した結果，そのほとんどの株で酸度は

高くコハク酸生成量が多かった（図4）．これらの中で最

も酸度が高く有機酸を高生成した20G-R39株の総米400

g清酒小仕込試験結果を表 1に示した．20G-R39を総米

19 kg，700 kgの清酒仕込試験に供した結果，K-701と比

較して酸度は約1.8倍，リンゴ酸，コハク酸を約2倍量生

成した．

2-2．マルトース低資化性株からの分離24)　　既存と

は異なった有機酸生成を示す清酒酵母を育種するため

に，本研究では糖の資化性に着目した．表 2に示すよう

に協会酵母の中で有機酸生成に特徴を持つ株（K1001,

K1601, No.77）は糖の資化性が変化している例が多い．

グルコースは SUC, MAL, GAL遺伝子 25,26) にコードされ

ている二糖の代謝系の酵素を抑制する．一方，リンゴ酸，

コハク酸は主にグルコースから生成される．以上のこと

から酵母細胞内のグルコース量が変化すれば有機酸生成

量ならびに二糖の資化性も変化するのではないかと考え

られた．そこで二糖の資化レベルを指標にして有機酸生

産性の変化した清酒酵母の取得を試みた．

K-701をEMS変異処理後，マルトースを炭素源として

ナイスタチン濃縮を行いマルトース低資化性株を分離し

た．得られた株を麹汁培養試験，清酒小仕込試験に供し，

有機酸高生成酵母3株を取得した．その醸造特性を表3に

示す．これら変異株のうち，特にリンゴ酸のみを高生成

するM20株のリンゴ酸生成経路について調べた．清酒醪

中においてM20株はリンゴ酸生成を発酵 10日までに完

了している．リンゴ酸生成が活発に行われている発酵 1

日目，4日目，8日目の清酒醪から酵母細胞を集菌し，リ

ンゴ酸周辺の酵素遺伝子発現量についてK-701と比較し

た（図5）．その結果，M20株の1日目，4日目，8日目の

FUM1, MDH1, MDH3遺伝子発現量はK-701とほとんど

同じであったが，M20株の4日目，8日目におけるMDH2

遺伝子発現量はK-701より多かった．また，醪中のピル

ビン酸濃度は発酵期間中，常にM20株の方がK-701より

高かった．

ピルビン酸からオキザロ酢酸へ変換を触媒するピルビ

図 4．α-ケトグルタル酸耐性変異株の麹汁培養試験における分
布図．（A）酸度，（B）コハク酸濃度．

表1．20G-R39 株を用いた清酒小仕込試験の成分分析

菌株

　 K-701 20G-R39

アルコール（％） 20.2 19.5

日本酒度 +2.0 −2.0

pH 4.58 4.12

酸度（ml） 3.2 5.7

アミノ酸度（ml） 3.1 2.0

リンゴ酸（ppm） 398 1069

コハク酸（ppm） 735 1246

総米，400 g．

表2．協会酵母の糖資化性

菌株
糖

グリセロール グルコース ガラクトース マルトース

K-701 + + + +

K-901 + + ++ +

K-14 + + + +

K-15 + + + +

K-1001 + + + ±

K-1601 − + − −

No.77 − + + ±

協会酵母を上記 2％の炭素源を含む 0.67％ yeast nitrogen base
without amino acids 平板培地に植菌し，30°C，3日間培養後，
生育を観察した．
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ン酸カルボキシラーゼはビオチンを補酵素としている．

ビオチンの阻害剤であるアビジンを添加した麹汁で K-

701とM20株を各々培養したところ，K-701ではリンゴ

酸生成の減少量は少なかったが，M20株の減少量は多く

なっていた（図6）．

以上の結果からM20株のリンゴ酸はピルビン酸から

オキザロ酢酸を経由して高生成されることが示唆され

た．

3．2OG-R39株の有機酸高生成機構27)

α-ケトグルタル酸耐性株から選択した有機酸高生成酵

母 20G-R39株の有機酸高生成メカニズムを明らかにす

るためにDNAマイクロアレイ解析を行った．K-701と比

較して20G-R39株で高発現していた上位10遺伝子を表4

に示す．20G-R39株で高発現しているのは酸化的リン酸

化，呼吸系，電子伝達系，TCA回路（ミトコンドリア局

在）の遺伝子が多いのが特徴であった．これら一連の遺

伝子群の発現は転写因子HAP2/3/4/5/p複合体により調

節されている28)．

特にHap4pはアクティベーターサブユニットであり

表3．マルトース低資化性変異株を用いた清酒小仕込試験の成分分析

菌株

　 K-701 M20 M21 M45

日本酒度 +8.0 +9.5 −2.5 +3.0

アルコール（％） 20.7 19.5 19.5 20.3

pH 4.52 3.91 4.16 4.30

酸度（ml） 2.5 5.2 4.4 3.7

アミノ酸度（ml） 3.1 2.6 2.6 2.8

クエン酸（ppm） 158 160 152 154

ピルビン酸（ppm） N.D.a 180 42 N.D.a

リンゴ酸（ppm） 356 2367 1271 831

コハク酸（ppm） 740 539 1171 1065

乳酸（ppm） 903 1034 978 946

酢酸（ppm） 131 141 80 140

a Not detected.

総米，200 g．

図 5．MDH1，MDH2，MDH3，FUM1 遺伝子のノザン解析．
清酒発酵期間中の酵母細胞から total RNA（10 µg）を抽出しノ
ザン解析に用いた．最下段：total RNA（10 µg）を抽出，電気
泳動後，エチジウムブロミド染色した写真図．（Lanes 1 and 4,
発酵1日目；lanes 2 and 5，発酵4日目；lanes 3 and 6，発酵8
日目）．MDH1，MDH2，MDH3遺伝子は，それぞれミトコン
ドリア，細胞質，ペルオキシソームに局在するリンゴ酸デヒド
ロゲナーゼをコードする．FUM1遺伝子はミトコンドリア，細
胞質に存在するフマラーゼを単一でコードする．

図 6．M20株のアビジン添加によるリンゴ酸生成への影響．麹
汁培地（brix 10.0）にアビジンを添加後，K-701とM20株を
30°C，2日間，静置培養した．
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HAP複合体の調節部位である．また，その発現はグル

コースにより抑制を受ける29)．しかしながら，K-701の

HAP4遺伝子発現量はグルコース存在下抑制されたが，

20G-R39株は抑制されず発現していた（図7）．これらの

結果から，HAP4が20G-R39株の有機酸高生成に深く関

与していることが示唆された．これを証明するためにK-

701の HAP4遺伝子高発現株を作製して有機酸生成への

影響を調べた．その結果，表 5に示したようにHAP4高

発現株は親株（K-701）と比較して日本酒度，アルコー

ル生成量は若干低下したが，酸度は20G-R39株と同程度

で高く，リンゴ酸，コハク酸を高生成した．以上の結果

よりHAP4遺伝子発現量が有機酸生成に深く関わってい

ることが明らかになった．

4．有機酸高生成酵母（20G-R39株）の実用化

4-1．料理用清酒への応用30)　　清酒の調理効果につ

いては以下の事項が確認されている 31,32)．味の面では

「味を浸透させる」「コクを与える」，香りについては「生

臭みをとる」「香りを付ける（清酒の香り）」，物性では

「煮崩れを防ぐ」「肉をやわらかく仕上げる」「素材の旨み

を逃がさない」，保存性では「防腐効果」などである．こ

れら調理効果の中で消費者の約80％以上が「コクを与え

る」「生臭みをとる」といった効果を清酒に期待してい

る．これら 2つの調理効果に共通の成分はコハク酸，イ

ソマルトースなどの糖類である．特に清酒中のコハク酸

はそれ自身が旨味成分であり，しかも清酒に含まれる有

機酸の中で魚の生臭みの成分であるトリメチルアミンに

対して最大の消臭効果を示した（図8）．

以上のことから，コハク酸を高生成する有機酸高生成

酵母（20G-R39 株）を使用し，料理用清酒の商品化を

行った．

4-2．清酒への利用　　清酒中においてコハク酸は「コ

ク」「押し味」を付与する 33)．発酵能力の高い蔵付酵母

とコハク酸を高生成する有機酸高生成酵母（20G-R39

株）を併用することによりコクとキレを実現した．

おわりに

本研究では清酒酵母が発酵初期にミトコンドリア内の

表4．2OG-R39株の高発現遺伝子

Gene Ratio Process

ALD6 10.6 Ethanol utilization

COX4 8.0 Oxidative-phosphorylation

QCR7 7.9 Respiration

MCR1 7.7 Electron carrier

CYC1 7.4 Oxidative-phosphorylation

RIP1 7.2 Respiration

CYC7 7.2 Respiration

COX13 7.0 Oxidative-phosphorylation

IDH2 6.9 TCA cycle

CTP1 6.7 Transport

K-701と比較して高発現していた上位 10遺伝子を表した．酸化
的リン酸化，呼吸系，電子伝達系，TCA 回路（ミトコンドリア局
在）の遺伝子が高発現していた．

図7．HAP4 遺伝子のノザン解析．K-701と2OG-R39株をYPD
培地（2％グルコース）で振盪培養（30°C）し，6, 7, 8時間後
に集菌した．Total RNAを抽出後，HAP4, ACT1に特異的なプ
ローブを用いてノザン解析を行った．グルコースは各培養時間
後のYPD培地中の濃度（mg/ml）を示す．

表5．HAP4 高発現株を用いた清酒小仕込試験の成分分析

菌株

K-701 20G-R39 HAP4高発現株

日本酒度 −5.0 −9.0 −31.0

アルコール（％） 19.9 19.3 17.0

酸度（ml） 2.8 4.5 4.6

アミノ酸度（ml） 3.4 2.3 3.0

クエン酸（ppm） 113 148 117

リンゴ酸（ppm） 260 718 589

コハク酸（ppm） 632 1215 1355

酢酸（ppm） 157 116 43

総米，200 g．

図 8．有機酸のトリメチルアミン消臭効果．0.2％（w/v）有機
酸におけるトリメチルアミン消臭率を示した．
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酵素を利用して清酒中のコハク酸の約半分近くを生成す

ることを明らかにした．次に，この経路に存在するα-ケ

トグルタル酸に耐性を示す株から有機酸高生成酵母

（20G-R39株）を選択した．また，マルトース低資化性

を指標として数種類の有機酸高生成酵母も分離した．さ

らに20G-R39株の有機酸高生成メカニズムを調べ，料理

用清酒，清酒へと応用し実用化を行った．

育種した清酒酵母を単独で，あるいは市販酵母と混合

することにより，清酒中のリンゴ酸，コハク酸などの有

機酸の含量をある程度制御できるようになった．今後，

清酒の味に影響を及ぼす有機酸以外の成分，たとえばア

ミノ酸，糖類などの含量も自由に醸出可能な日が来るも

のと期待している．

20G-R39株の有機酸高生成機構の解明は独立行政法人酒類

総合研究所との共同研究であり，下飯　仁博士，伊藤　清博士

（現　鹿児島大学）に心より御礼申し上げます．本研究の機会

と御鞭撻を賜りました宝酒造株式会社　垂水彰二　常務執行

役員，高橋康次郎　元取締役をはじめとする関係各位の皆様方

に深く感謝申し上げます．また，実用化においては当社技術者，

工場の皆さんに厚く御礼申し上げます．
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