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はじめに

日本の伝統的な発酵調味料である醤油には300種類を
超える香気成分が含まれている．メーカーごとに醸造に
使用する微生物や製造方法が異なるため，規格上は同じ
「こいくち」に分類される醤油であっても，その香りは
千差万別である．このような香りの差は，改めて述べる
までもなく，香気成分の組成や量の差に起因すると考え
られる．
醤油に含まれる香気成分の多くは，醤油の主発酵酵母

（Zygosaccharomyces rouxii）によって生産される．た
とえば，醤油の特徴香成分である4-hydroxy-2(or 
5)-ethyl-5(or 2)-methyl-3(2H)-furanone（HEMF）や 1)，
醤油の代表的なオフフレーバー成分であるイソ吉草酸な
どの短鎖分岐鎖脂肪酸は，Z. rouxiiの働きによって生成
されることが知られている 2)．しかし，これらの香気成
分がどのような機構により生産されているのかについて
は未解明な点が多い．したがって，この機構を解明し，
生成する香気成分の組成や量をコントロールすることが
できれば，醤油の高品質化が可能になると考えられる．
そこで筆者らは，これら香気成分の生成機序を明らかに
するべく，一連の詳細な解析を行った．なお本稿では，Z. 
rouxiiの特定の株が醤油諸味表面に形成する皮膜を産膜
と呼び，産膜形成に伴うオフフレーバーを産膜臭と呼ぶ．

HEMFの生成に関与する遺伝子の網羅的な探索 3)

HEMFは今から約40年前に天然物として初めて醤油か

ら単離された化合物であり 4)，カラメル様の甘く好まし
い香気を有するだけではなく，抗腫瘍作用や抗白内障作
用などを発揮する機能性成分としても知られている 5,6)．
味噌においては，HEMF濃度と官能評価スコアとの間
に正の相関が認められており 7)，HEMFと食品の嗜好性
との関連が注目されている．
先行研究から，すでに三つのHEMF生成経路が提唱

されていた（図1）．一つ目は，ペントースリン酸経路の
中間代謝産物（セドヘプチュロース -7-リン酸など）が
酵母の酵素反応で変換され，HEMFが生成する経路で
ある 8,9)．二つ目は，ペントースとアミノ酸のメイラー
ド反応で生じたC5前駆体とグルコース由来のC2前駆体
（おそらくアセトアルデヒド）が，酵母の酵素反応で結
合してC7前駆体となった後，酵素反応もしくは化学反
応によりHEMFが生成する経路である 1)．そして三つ目
は，生成する反応中間物については二つ目の経路とほぼ
同じであるが，化学反応のみによりHEMFが生成する
経路である 10)．
筆者らは，HEMF生成に影響を与える遺伝子をスク

リーニングすることで，HEMF生成機構の手がかりが
つかめるのではないかと考えた 3)．そこで，Z. rouxiiと
同様に，HEMFを生産することが知られているモデル
微生物Saccharomyces cerevisiaeの非必須遺伝子破壊株
（約5,000株）を1株ずつ培養し，生産されたHEMFを
HPLCにより定量した．その結果，HEMF生産性が，
親株（BY4743株）と比較して1.8倍以上の高生産株が
14株，0.4倍以下の低生産株が100株程度取得された（図
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2）．もっとも高いHEMF生産性を示した株は，アルコー
ルデヒドロゲナーゼをコードするADH1遺伝子の破壊
株であった 3)．この酵素はアルコール発酵において，ア
セトアルデヒドからエタノールへの変換を触媒する．ア
セトアルデヒドはHEMF前駆体の一つと考えられてい
たことから（図1），ADH1遺伝子破壊株におけるHEMF
高生産は，前駆体であるアセトアルデヒドの蓄積による
ものと推定された．実際に，ADH1遺伝子破壊株の培養
上清中のアセトアルデヒド濃度は，対照株と比較して顕
著に高く，かつアセトアルデヒドを捕捉するグルタチオ
ンの添加により，HEMF生産性の低下が観察された 3)．
また，Z. rouxiiにおいても，ADH1遺伝子ホモログの破
壊により，S. cerevisiae同様のHEMF生産性の向上が認
められた 3)．以上の結果は，アセトアルデヒドがHEMF
前駆体の一つであるとする，従来の研究結果 1,10)を支持
していた．

HEMF生合成酵素の単離 11)

HEMF低生産株の中には，HEMF生合成に直接関与
する酵素遺伝子の破壊株が含まれると推定されたが，解
析対象が多く，この結果のみでは候補を絞り込むことが

困難であった．そこで，酵母におけるHEMF生合成酵
素を同定するため，S. cerevisiaeの粗酵素抽出液から，
in vitroアッセイでHEMF合成活性を示すタンパク質を，
陰イオン交換クロマトグラフィーおよびゲルろ過クロマ
トグラフィーにより精製した．ペプチドマスフィンガー
プリンティング解析により，このタンパク質はYNL134C
遺伝子の翻訳産物であることが判明した．興味深いこと
に，このYNL134Cタンパク質（YNL134Cp）は，イ
チゴ由来のエノン酸化還元酵素と，アミノ酸配列レベル
で27％の同一性を示した 11)．イチゴのエノン酸化還元
酵素は，フルクトース -1,6-ビスリン酸から合成される
4-hydroxy-5-methyl-2-methylene-3(2H)-furanone
（HMMF）を還元し，イチゴの甘い香りの原因物質であ
る4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone（HDMF）を
生成する 12–14)．また，同様の機構で (2E)-2-ethylidene-
4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone（EDHMF）を還元
してHEMFを生成する 12,13,15,16)．これらの知見から，
YNL134C遺伝子がS. cerevisiaeにおけるHEMF生合成
酵素遺伝子であると推測された．YNL134C遺伝子の機
能を探るため，S. cerevisiae BY4743株を親株として用い，
YNL134C遺伝子破壊株（ ynl134c），ならびに，同遺
伝子発現プラスミドを導入したYNL134C高発現株を作
製した．前者はHEMF生産性が6割程度減少し，一方
で後者はHEMF生産性が3割程度向上することが確認
された（図3）．YNL134CpがHEMF生合成酵素である
ことを直接的に証明するため，大腸菌を用いて組換え
YNL134Cpを作製した．この組換えタンパク質は，リ
ボースとグリシンの加熱混合物およびアセトアルデヒド
から，NADPH依存的にHEMFを生成した（図4）．以上
より，YNL134CpがS. cerevisiaeにおけるHEMF生合
成酵素であることが証明された．

Z. rouxiiにおいても類似の酵素が同様の役割を果たし
ていると仮定し，同酵母におけるYNL134C遺伝子のオ

図1．先行研究において提唱された三つのHEMF生成経路．実線の矢印は酵素反応を，点線の矢印は化学反応を示す．

図2．S. cerevisiae非必須遺伝子破壊株のHEMF生産性．親株
（BY4743）のHEMF生産性を1とした場合の相対値．
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ルソログを探索した．醤油諸味から単離されるZ. rouxii
の大部分は，近縁の2種が異種交雑してできた種間交雑
株であると考えられており，YNL134C遺伝子のオルソ
ログを2コピー保持していると推定された．Z. rouxii 
NBRC110957株のゲノムデータに対して相同性検索を
実施した結果，予想通り配列が異なる二つのホモログが
見いだされ，その遺伝子座周辺のシンテニーから，両遺
伝子はYNL134Cのオルソログであることが示唆された．
これらオルソログ遺伝子の2重破壊株では，S. cerevisiae
のYNL134C遺伝子破壊株と同様に，HEMF生産性の低
下が認められた（図5A）．さらに，一方のオルソログ遺
伝子をS. cerevisiaeのYNL134C遺伝子破壊株に導入する
と，HEMF生産性が部分的に回復することが確認された
（図5B）．以上の結果は，Z. rouxiiにおいても，YNL134C
遺伝子オルソログの翻訳産物がHEMF生合成を担って
いることを示していた．

HEMF生成経路 11)

前述の通り，YNL134Cpはイチゴのエノン酸化還元
酵素と27％のアミノ酸配列同一性を示した．このこと
から，酵母においてもイチゴと同様に，HEMFの直接
の前駆体はEDHMFであると予測された．EDHMFは，
4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone（HMF）とアセト
アルデヒドを，触媒である酢酸銅存在下で加熱すること
で化学合成されることが報告されている 13)．また，
HMFは糖とアミノ酸とのメイラード反応によって生成
することが知られている17,18)．以上の情報を総合すると，
HEMFは図6に示した経路により生成すると考えられ
た．すなわち，①リボースとグリシンとのメイラード反
応によりHMFが生成し，②このHMFと発酵の過程で
発生したアセトアルデヒドが縮合することでEDHMF
が生成され，③最終的にEDHMFがNADPH依存的に
YNL134Cpにより還元され，HEMFが生成する．この
仮説を検証するため，反応の各段階でHMF，EDHMF，

図3．S. cerevisiaeにおけるHEMF生産性に対するYNL134C
の影響．（A）YNL134C破壊株（ ynl134c）のHEMF生産性．
（B）YNL134C高発現株のHEMF生産性．BY4743，親株．

図4．組換えYNL134CpによるHEMF生産．（A）精製した組
換えYNL134CpのSDS-PAGE解析．（B）組換えYNL134Cp
によるHEMF生産（HPLCクロマトグラム）．in vitroアッセ
イ反応液組成を右に示した．

図5．Z. rouxiiにおけるYNL134Cオルソログ遺伝子の機能．（A）
Z. rouxii YNL134Cオルソログ遺伝子破壊株のHEMF生産性．
（B）S. cerevisiaeにおいてZ. rouxiiのYNL134Cオルソログ
遺伝子を発現させた際のHEMF生産性．BY4743，親株；

ynl134c，YNL134C破壊株．

図6．推定HEMF生成経路．実線は酵素反応を，点線は化学反
応を示す．
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およびHEMFが生成しているかどうかを検証した．そ
の結果，リボースとグリシンの加熱混合物には多量の
HMFが含まれていることが確認された 11)．さらに，
HMFとアセトアルデヒドは，酵母を培養する際の温和
な条件（30°C）であっても縮合し，EDHMFを生成する
ことが明らかになった 11)．また，化学合成したEDHMF
に組換えYNL134Cpを作用させると，NADPH依存的
にHEMFが生成することが確認された．以上の結果か
ら，酵母では，図6に示した経路でHEMFが生成する
ことが強く示唆された．

産膜形成原因遺伝子の同定 19)

Z. rouxiiは醤油の特徴香成分HEMFを生産する重要
な役割を有している一方で，特定の株は産膜を形成し，
産膜臭を生成することで，醤油の品質を著しく低下させ
る．もちろん醤油諸味にスターターとして添加されるの
は非産膜形成株のみだが，産膜形成株は醤油蔵のいたる
ところに棲み付いており，その混入を完全に防止するこ
とは困難である．産膜形成と産膜臭生成との関連は古く
から経験的に知られており，醤油諸味に産膜が形成され
た場合は，産膜を諸味へ押し込む「カビ消し」という作
業が伝統的に実施されてきた．しかし，なぜこのような
作業が必要であるのかという点や，どのような機構によ
り産膜が形成され，産膜臭が生成されるのかといった点
は未解明であった．そこで，筆者らは産膜形成株のゲノ
ムライブラリーを調製し，得られたゲノムDNA断片を
含むプラスミドを非産膜形成株に導入することで，産膜
形成原因遺伝子の同定を試みた．この解析によりクロー
ニングされたFLO11D遺伝子は，N末端のFlo11ドメイ
ンとC末端のグリコシルホスファチジルイノシトール
（GPI）アンカー付加シグナルが，セリンに富む反復配
列でつながれた，典型的なFlo11様タンパク質をコード
していた（図7）．S. cerevisiaeのFlo11ドメインは疎水
的であり，このドメインを介した疎水的相互作用により，
凝集やバイオフィルム形成などの多様な表現型を示すこ
とが知られている 20)．今回クローニングされたFLO11D
遺伝子は，調査した範囲において産膜形成株のみが保持
しており，産膜形成に伴いFLO11D遺伝子の発現が認
められた19)．また，FLO11D遺伝子のコピー数は株によっ
て異なっており，産膜形成株において1-3コピーの間で
多様性が認められた．FLO11D遺伝子を3コピー保持す
るZ. rouxii NBRC110957株を供試し，同遺伝子破壊株
の産膜形成能を解析したところ，3重破壊株で産膜形成
能が完全に消失し（図8A），かつS. cerevisiaeにおける
FLO11D遺伝子の異種発現が産膜形成を誘導したことか
ら（図8B），この遺伝子が産膜形成の直接的な原因遺伝

子であることが確認された．さらに，遺伝子発現解析か
ら，FLO11D遺伝子の発現はグルコース非存在下におい
て，浸透圧により誘導されることが明らかになった 19)．
このことは，Z. rouxiiに特徴的な浸透圧依存的産膜形成
をよく説明するものであった．
前述の通り，FLO11D遺伝子のコピー数は株によって
異なっていた．この多様性がどのような役割を果たして
いるのかを明らかにするため，FLO11D遺伝子のコピー
数が異なる株を人為的に作製し，細胞の疎水度を評価し
た．すなわち，これら変異株の培養液を有機溶媒（オク
タン）と混和し，オクタン添加前後における水相の細胞
数（OD600）を比較することで，細胞の疎水度を測定した．
その結果，FLO11D遺伝子コピー数の上昇に伴い，細胞
の疎水度が上昇することが明らかとなった 19)．また，野
生株およびFLO11D破壊株を高浸透圧下で共培養し，
最終的にどちらの株が優勢となるか（適応度）を調べた
ところ，コピー数の上昇に伴い適応度も上昇する傾向が
認められた 19)．
産膜形成は，酵母自身のアルコール発酵で悪化した液
中の環境から気液界面に逃れ，酸素を利用した呼吸によ
りエタノールを資化し，生育を継続するための適応機構
である 21)．したがって，FLO11D遺伝子のコピー数増加
により適応度の上昇が認められたことは，理にかなって

図7．Z. rouxiiのFlo11dタンパク質の一次構造

図8．FLO11D遺伝子破壊株の表現型．（A）Z. rouxii FLO11D遺
伝子破壊株の表現型．NBRC110957, 野生株．（B）S. cerevisiae 
BY4743株におけるFLO11D遺伝子の発現．FLO11D遺伝子
の発現にはガラクトース誘導性プロモーターを用いた．
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いる．FLO11D遺伝子が浸透圧依存的に発現することは，
浸透圧耐性が高くない他の酵母との棲み分けであると考
えられる．

産膜形成に伴う不快臭の生成機構 22)

産膜形成能を失ったFLO11D遺伝子破壊株は，産膜臭
生成能をも失っているのだろうか？産膜臭の原因物質は
イソ吉草酸やイソ酪酸であるが 2)，これらの短鎖分岐鎖
脂肪酸がZ. rouxiiにおいてどのように産生されるかにつ
いて実験的に証明した例はない．一方，S. cerevisiaeに
おいては，分岐鎖アミノ酸の異化経路（エーリッヒ経路）
を介してイソ吉草酸やイソ酪酸が生成することが知られ
ている 23)．Z. rouxiiにおいても同様の経路で産膜臭が生
成すると仮定すれば，産膜臭生成と産膜形成との間に直
接的な因果関係はなく，条件さえ整えば，産膜形成能を
失ったFLO11D遺伝子破壊株も産膜臭を生成すると考
えられる．筆者らは，Z. rouxiiにおいて，イソ吉草酸や
イソ酪酸が分岐鎖アミノ酸の異化により生成するかどう
かを確認するため，バリン，イソロイシン，またはロイ
シンを含む最少培地でZ. rouxiiを培養し，培地中に蓄積
した香気成分を定量した．また，Z. rouxiiの産膜形成が
浸透圧依存的に起きることを利用し，食塩の有無により
産膜形成を制御し，産膜を形成した場合としなかった場
合の香気成分を比較した．さらに，産膜形成能を欠損さ
せたFLO11D遺伝子破壊株でも同様の解析を実施した．
液体培地におけるアッセイの結果，バリン含有培地では
イソ酪酸が，ロイシン含有培地ではイソ吉草酸が産膜形
成依存的に生成された．一方，産膜形成が起きない条件
においては，これらの短鎖分岐鎖脂肪酸の蓄積は認めら
れなかった 22)．以上の結果は，少なくとも見かけ上は，
産膜臭が産膜形成依存的に，分岐鎖アミノ酸から生成す
ることを示唆していた．しかしながら，この結果だけで
は，産膜形成そのものに依存して産膜臭を生成している
のか，それとも，産膜形成を介した空気への暴露に依存
して産膜臭を生成しているのかが不明であった．そこで，
産膜を形成した状態の細胞と同様に，常に空気に暴露さ
れた状態を模すため，寒天培地上でZ. rouxiiを培養し，
培地中に蓄積した香気成分を定量した．その結果，イソ
酪酸やイソ吉草酸は，食塩やFLO11D遺伝子の有無と
は無関係に，分岐鎖アミノ酸を含む培地において著量蓄
積した 22)．この結果は，産膜臭が産膜形成自体ではなく，
細胞が空気に暴露されることに依存して生成されること
を示していた．さらに，好気条件および嫌気条件下で生
成される香気成分を比較した結果，ロイシン含有培地に
おいて，好気条件ではイソ吉草酸が，嫌気条件ではイソ
アミルアルコールが多量に生成された 22)．これは，エー

リッヒ経路の最終段階において，細胞の酸化還元状態に
依存して，アミノ酸異化により生じたアルデヒド中間体
が，アルコールあるいは酸のどちらかへ転換されるとい
う，同経路の本質とよく一致していた．

エーリッヒ経路において分岐鎖アミノ酸の 
アミノ基転移を触媒する酵素遺伝子 22)

上記の結果は，産膜形成は産膜臭の生成において，細
胞を好気条件に局在させるという間接的な役割を果たし
ているものの，その直接的な原因ではないことを示唆し
ていた．もしそうであれば，エーリッヒ経路の遮断によ
り，産膜は形成するが，産膜臭は生成しない酵母を作製
可能なはずである．そして，このような株を作ることが
できれば，Z. rouxiiにおける産膜臭の生成がエーリッヒ
経路を介したものであり，産膜形成は産膜臭生成の直接
的な原因ではないことが明確になると考えた．
エーリッヒ経路の律速反応は，分岐鎖アミノ酸が -
ケト酸に代謝される段階である．S. cerevisiaeにおいて
は，BAT1およびBAT2にコードされる2つの分岐鎖アミ
ノ酸アミノトランスフェラーゼ（Bat1pおよびBat2p）が，
この反応を触媒する 24)．また，この反応は可逆反応であ
り，分岐鎖アミノ酸の新規合成においても利用されるた
め，これら遺伝子の2重破壊株は，バリン，イソロイシ
ン，およびロイシンを要求することが知られていた 25)．
筆者らによる解析の結果，醤油醸造の主発酵酵母である
Z. rouxiiでは，バリンおよびイソロイシンはBat1pによっ
て，ロイシンはBat1pおよび -アミノアジピン酸アミ
ノトランスフェラーゼ（Aro8p）によって，対応する -
ケト酸へと代謝されることが明らかとなった 22)．した
がって，Z. rouxiiに3つの分岐鎖アミノ酸に対する要求
性を付与するためには，BAT1およびARO8の破壊が必
要である．これを踏まえ，BAT1破壊株，およびBAT1 
ARO8 2重破壊株を作出し，それらの産膜臭生成能を解
析した．その結果，これら破壊株は親株と同様に産膜を
形成するものの，醤油中に蓄積したイソ酪酸やイソ吉草
酸の量は著しく減少していた（図9）．以上の結果から，
Z. rouxiiは図10に示す経路で分岐鎖アミノ酸を代謝し，
エーリッヒ経路が産膜臭の生成に中心的な役割を果たし
ていることが示された．
上で述べたように，醤油諸味表層に形成された産膜は，

「カビ消し」という作業で諸味中に押し込まれる．本研
究で得られた成果を基に，この作業の意義を改めて考察
してみると，カビ消しとは，諸味表面の美しさを取り繕
うための場当たり的な作業ではなく，産膜を嫌気的な諸
味中に押し込むことで，エーリッヒ経路を還元側に傾け，
産膜臭の生成を抑制するための作業であると考えること
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ができる．おそらく，醤油製造工程が洗練される過程に
おいて，先人たちが醤油の品質を低下させる産膜の存在
に気づき，産膜を諸味に押し込むことで品質低下を防止
できることを経験的に知り，それが作業として定着した
と考えられる．

おわりに

醤油の香気成分に関する研究は，非常に古くから実施
されているが，近年の研究においても，これまで知られ
ていなかった新たな香気成分が発見されており，全容は
未解明であるといえる．本研究では，Z. rouxiiが生成す

る香気成分の中でも，醤油のもっとも重要な特徴香成分
であるHEMFと，著しく醤油の品質を低下させる産膜
臭に着目し，その生成機構の一端を明らかにすることが
できた．この研究成果は，醤油香気の改善や，オフフレー
バーの抑制を検討するための基礎的知見を供給している
が，これらの香気成分量を自在にコントロールするに
は，まだまだ多くの課題が残されている．たとえば，
YNL134Cpは，EDHMFからHEMFへの変換を触媒す
る酵素であることが明らかになったが，予備的な検討に
より，この反応はHEMF生成の律速段階ではないこと
が示されている．酵素反応の前段階であるアセトアルデ
ヒドとHMFの縮合反応，または，メイラード反応によ
るHMF生成効率を改善しない限り，醤油中のHEMF含
量を向上させることは難しいだろう．醤油諸味へのリ
ボースの添加は，もっとも簡単に醤油中のHEMF含量
を向上させる手段であるが，「何も足さない，何も引か
ない」という醸造の基本原則から外れることになる．産
膜臭に関しては，「カビ消し」が産膜臭を抑制する優れ
た方法であることの理論的裏付けが本研究により示され
た．しかしながら，その製法の特殊さからカビ消しを実
施できず，産膜臭がもっとも発生しやすい「たまりしょ
うゆ」のような品種に関しては，本研究成果のみからで
は産膜臭低減のための具体的手法を提案できない．今後
は，得られた知見を応用に結び付けるための，より一層
の努力が必要になるだろう．

2017年に，醤油の主発酵酵母であるZ. rouxiiのゲノ
ム解析結果が報告された 26,27)．これで，醤油の原料であ
る大豆 28)，小麦 29)に加え，醤油醸造に関わる主要な微
生物（麹菌 30,31)，乳酸菌 32)，および酵母 26,27)）のゲノム
がすべて明らかになったことになる．遠くない将来，醤
油の風味の違いが，ゲノム情報に基づいて遺伝子レベル
で記述できる時代が訪れるかもしれない．古き良き醸造
の伝統を守りつつも，これらの情報を積極的に活用し，
醤油醸造技術の発展と革新に貢献していきたい．
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図9．Z. rouxiiアミノトランスフェラーゼ遺伝子破壊株の産膜
形成能および産膜臭生成能．（A）遺伝子破壊株の醤油での産
膜形成．（B）遺伝子破壊株が醤油中に蓄積した香気成分．

bat1/ bat1，BAT1破壊株； bat1/ bat1 aro8/ aro8，BAT1 
ARO8 2重破壊株．

図10．推定産膜臭生成経路
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