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緒論

総括 ・・・・・・・・・・・・・・・..... .............. .... .......... . .. ..... . .. ...9 4 

清酒醸造では， ビール醸造におけるピッチングイーストに相当するものとして，

使用記号説明 ・・・・・・・・・・.. . .. ... .... . ... ..... .... ...... ..... .. . .. ...9 9 あらかじめ酒母(翫)が製造される.酒母造り(猷造り)は，乳酸存在下に.細

菌の増殖を押さえながら，謬を発酵させるための酵母だけを，純粋に培養する

引用文献 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 101 程である.これには，乳酸菌による自然発酵によって乳酸を蓄績させてから，酵

本論文に関係ある報告 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 105

母を添加し比較的長期間 (20'"'"' 22 日間)に育成する生翫(きもと)系と，人工的

に必要な乳酸を加え，同時に酵母を添加して短期間に酒母を育成する速醸系があ

る.生翫の製造には，多くの時間と熟練した技術が必要とされるために，現在で

謝辞 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 106 はあまり用いられなくなった.

しかしながら，生翫は，速醸翫と異なった特性を持つことが知られている.そ-

の一つに，生献によって増殖した酵母は，酒母を 10 0C 前後の低温に長期保存(枯

らし)した際にも高い生存率を維持することがあげられる.また，生時t では枯ら

しに移る前に，数時間をかけて品温を 30 0C 付近まで昇温し，約 1 時間保持する.

ぬ 〈 と

この操作は温み取りと呼ばれており，その打的についてもいくつかあげられてい

るものの，速醸翫では酵母が死滅しやすいために， 一般に温み取りは行われない.

また，生翫を用いた清酒謬は，穏やかな発酵経過を不すが，穆末期も発酵ノJ が哀

えないと言われている. しかしながら，経験的に知られたこれらの事象の要因に

生翫においては複雑な微生物の遷移，すなわち，硝酸還元菌群， Leuconostoc 

ついて，詳細な検討は見あたらない.

mesen t θroides， Lactobacillus sake , Sacchromyces cerevisiaeの)1聞に微生物

の消長があり，これは特異的な温度経過に依存している.このように清酒酵母 S.

cerevisiaeの増殖にさきだって出現，消滅する微生物は，清酒酵母の生理的な性

質または清酒謬の発酵経過に何らかの影響を及ぼすであろうと考えられる.

-4 - 「
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本研究では，生翫酵母と生翫仕込みの特性の要因を，清酒酵母にさきだって増
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殖する微生物に求めて検討し，乳酸菌の増殖が大きな要因になっていることを明

らかにした.

以下に本論文の概要を示す.

まず第 1 章では，酒母中の遊離脂肪酸組成が生翫と速醸翫では異なり，それを

反映して速醸翫酵母はリノール酸に富んでいるのに対し，生翫酵母はパルミチン

酸に富んでいることを示した.さらに，この相違が乳酸菌の増殖に伴うリノール

酸の選択的取り込みによることを示した.また，それぞれの酒母を用いて仕込ん

だ謬においても，酵母のリン脂質に同じような脂肪酸組成の違いが認められた.

この脂肪酸組成の違いは，酒母酵母の細胞内トリグリセリドが利用されるため，

および清酒謬における仕込方法，段仕込法に起因することを示した.すなわち，

段仕込法にみられるように，酵母がエタノール存在下に増殖するとき， リン資質

脂肪酸中のパルミチン酸含量はさらに増大することを明らかにした.

第 2 章では，生翫の酵母はいわゆる 「 氾み取り J (加温処理)に対して耐性を

示すことが経験的に知られているが，この現象は，脂肪酸組成の違いから説明で

きることを示した.

第 3 章では，膜リン脂質の脂肪酸飽和度の高い細胞は，エタノール存在下で膜

バリア一能が高いことを示すとともに，脂質膜の脂肪酸不飽和度の違いが膜バリ

ア一能に及ぼす影響を， リン脂質リポソームを用いて明らかにした.また，この

細胞はエタノール中で増殖するとき，さらに脂肪酸組成以外の要因によるバリア

一能，およびエタノール耐性の増大が認められることを示した.

第 4 章では，生翫中の乳酸菌が，麹による蒸米の溶解を促進することを示し，

その作用因子の分画 . 同定を行い，それがテイコ酸であることを示した.さらに，

清酒醸造における効果の発現の可能性について検討した.

第 5 章では，テイコ酸が蒸米の溶解を促進する作用機作について検討し，この

現象は， α 一アミラーゼの米タンパク質オリゼニンへの吸着を，テイコ酸が阻害す

-6 -

ることに起因することを示した.
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第 1 章 清酒醸造における酵母のリン脂質脂肪酸組成 を用いた.工業規模の清酒醸造においては. 自社研究室で分離した K 0I 601 を用い

た.

2. 培地

GYP培地(グルコース 2% ，酵母エキス 0.7% ，ホリへプトン 0.7% ， KH2P04 

0.5% , K2HP04 0.7%) を基礎培地とした.脂肪酸添加効呆をみる際には， Chcn の

方法 (8) により脱脂した牛血清アルブミンを含む培地に， 0.501M になるように脂肪

酸を加えた.また，脂肪酸をより分散させるために 0.1% ポリオキシエチレン (2

0) セチルエーテルを分散剤として用いることも試みた.乳酸菌の培養においては，

GYP培地の他に， 1% ポリペプトンを加えた 8rix5麹汁(麹汁ペプトン培地)を用い，

麹汁は煮沸後ニトロセルロース・メンプランフィルター(ポア・サイズ 0.45μ) で

循環ろ過し，可及的に脂質を除去したものを用いた.

3. 培養条件

酵母は，植菌量 1/100 とし，特にことわらない限り 20 0C'こ 4 日間静罰情義した.

また， 1'"'-' 5 世代までの定常期酵母を調製する際には，接種牡を約 10" ""，，_ 10 7 / m l に

わたって変え，それぞれ増殖定常期に達するまで培長を行った.平均 iH: 代数は寒

天平板培養によって初発菌数と培養後の菌数から計算した.乳酸菌は.植的

1/1000 とし， 15 0C , 7 日間，または 3 OOC , 2 日間培養した.

4. 糖化謬における乳酸菌培養

蒸米 6g，米麹 14g，水道水 29ml を 57'Cに 14時間糖化後，乳酸菌 L74株，または L5

株の培養液 50μ1 を植菌し， 15 "Cに 7 日間培養した.

5. 酒母および穆中の酵母の分離

酒母および清酒穆からの酵母の分画に際しては，穆をガーゼでろ過して米粒を

除き，ろ過液をし 600 x g , 5 分間遠心分離してベレット上層の澱粉層を洗い流し

た.再び蒸留水に懸濁し，位相差顕微鏡下で澱粉ゲルが見えなくなるまでこの操

作を繰り返した.

第 1 節緒言

生直元は，乳酸菌などの微生物遷移を伴う伝統的な酒母の製法である.生翫で育

成された酵母は温み取りと呼ばれる加温操作に強く，枯らしと呼ばれる長期保存

での生存率が高いことが知られている(1) .また，生翫を用いた仕込は，謬初期

の醗酵は穏やかであるが，後半もよく発酵するといわれている(1) .こうした事

実の要因については，佐藤らの報告 (2 )の他にはほとんど検討されていない.他

方，培地中の脂肪酸組成が醗酵能や，高温での生育に影響を及ぼすことが知られ

ており，培地中の脂肪酸が膜脂質の脂肪酸組成に影響を及ぼした結果と考えられ

ている (3 ， 4). 

1青 m 願造においては，蒸米や麹が脂肪階の供給師、 となっており，主要な脂肪酸

は飽和脂肪酸であるハルミチ ン 椴 (16:0) と， ニ イdfi 不飽和般であるリノール酸

(18:2) である (5 司 6) .主た，原料米処理や，製麹法によって原料由来の脂肪酸

組成を操作することにより，酒質を改変することが試みられている (6 .， 7). 

この章では，速醸献と生献では，育成された酵母のリン脂質脂肪酸組成が異な

ること， さらに 4""-' 5 回の細胞分裂を経る自夢中でも同様の傾向がみられることを示

し，その要因について検討した結果を述べる.

第 2 節 実験方法

1 .使用菌株

乳酸菌として. 自社生翫より分離した Lactobacillus sake L5 株および

Lθuconostoc mese刀 teroides L74株を用いた.清酒酵母として，協会 7号株 (K-.7)

一 8 - Q
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6. 脂質の抽出と分画

酵母および乳酸菌菌体を 2 ， 000 x g , 5分間遠心分離して集菌し. 0.85%NaCl で

2 回洗浄， さらに菌体に付着している脂肪酸を除くために石油エーテル ーエーテル

(2 : 1) で洗浄後，凍結乾燥した.凍結乾燥菌体から，クロロホルム・メタノール

(1 : 1) を用いて Bligh ， Dyerの方法 (9)に従って全脂質を抽出した.抽出溶媒は :35OC

以下で減圧下に留去し，クロロホルム・メタノーノレ( 1 : 1 )に再溶解後， シリカゲル

60A(500μm厚，ワットマン)を用いた薄層クロマトグラフィーを行った. リン脂質

の展開には，展開溶媒としてクロロホルム ・メ タノール・酢酸・水 (85: 15:10:4)

を用い，遊離脂肪酸の分画のために石油エーテル・エーテル・酢酸 (85:15:1) を用

いた.各画分の検出はヨード蒸気により，またリン脂質には Oittmer - Zinza cI e 試

薬 (10) を併用し，標準物質の Rf値との比較により同定した.各画分はシリカゲノレ

をかきとり，クロロホルム ・メタノール(1 : 1) で溶出後，窒素ガス気流中で溶媒

を留去し，脂肪酸組成分析に供した.

糖化穆および酒母からの脂質の抽出に際しては，鯵全量，または酒母 30g を凍

結乾燥後，菌体からの抽出に準じて行った.すなわち，クロロホルム・メタノー

ル (1:1)60m] を用いて 2阿，または石油エーテノレ・エーテル (2 : 1 )を用いて 2回振と

う抽出を行った後，溶媒を 0.9%NaCl で洗浄した.

7 .脂肪酸の分析

植田の )j 法(1 1 )に準じて 3% HCl メタノールに より，分画脂質または凍結乾燥

菌体から脂肪酸メチルエステルを調製し，分析試料とした. GLC 分析は，

Ishikawa と Yoshizawaの方法(1 2 )に従い， 10% EGSS-X (2m x 3m 凶. 175 0C) カラムを

用いて行った.

8 . 脂質分析

イアトロスキャン TLC -F IOアナライザ- MK-5 (1atron Laboratories) を用いて，

脂質の定量分析を行った(1 3) .全脂質をシリカゲルをコーティ ングしたグラスロ
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ッド，クロマトロッド S一 日にスポットし.石油エーテル ジ エチルエーテル ー酢

酸 (85:15: 1)を用いて展開し，中性脂質を分離した.原点に残ったリン脂質は，

さらにクロロホノレムーメタノーノレ ー水 (45:20:2) を用いて 2 色i 展開することにより，

定量した.定量のための標準物質として， tri palmitin. palmitir acid 

cholesterol palmitate , chol 巳 stcroJ 、 Lαdipalmiloyl phosphatidyl 

choline , L - α - dipalmitoyl - phosphatidyl ethanolamine を用いた.

第 3 節 実験結果

1 .酒母における酵母のリン脂質脂肪酸組成

自社酒造場において速醸翫および生翫で育成された酵母を分画し，そのリ ン 脂

質組成を調べた結果を Table 1-L に示す.

Table 1-1. Fatty acid composi tion of 1 ipicIs cx t1・acted [rolll yeast growll 
in sokujo-moto and kimoto. 

Fatty acid composition(%) 
Moto Lipid 

14: 0 16:0 16: 1 18:0 18: 1 [8:2 
PE NO. 29. 1 5.9 14.9 19. S 30.6 

Sokujo-moto PC NO 23.4 tr. 17.6 20. 1 48.4 
PI ND 32.9 4.0 18.2 17.0 27.9 
TG 3.6 35.0 1.0 6.5 14.7 39.2 
PE 7.3 35.2 23.8 15. 1 15. 1 t1'. t , 

Kimoto PC ND 29.5 12.3 32. 7 19.9 5.5 
PI ND 47.5 13.2 18. 7 11. 6 5. 7 
TG ND 55.5 2.2 11. 8 21. 0 5.8 

Fatty acids are denoted by the number of carbon atoms:number of un 
saturated linkages. Abbreviations: PE , phosphatidy lelhano Lam ine; PC , 
phosphaticIy lcholine; PI , phosphatidy linosi tol; TG. triglycericIe. 
• Not cIetected. 
b Trace. 

速醸翫で育成された酵母のリン脂質は，ホスファチジルコリン (PC) ，ホスファ

チジルエタノールアミン CPE) ，ホスファチジルイノシトール (P I)のいずれにおい
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ても， リノール酸の比率がおおよそ 30.-.....50% と，生翫で育成した酵母に比べて高 そこで，生翫および速酪翫において，酒母中の遊離脂肪酸組成を比較するため

い値を示した.他方，生翫で育成された酵母の場合は，数%のリノール酸含量を に，それぞれ酒母ろ械の比重 (Ba um e) が最高値を示したときの試料を用いて脂肪

示し，パルミチン酸，またはステアリン酸が増大している傾向が認められた.ま 酸分析を行った.その結果を Table 1 - 3 に示す.速隙阪は，抽出溶媒に石油エーテ

た，単純脂質であるトリグリセリド (TG) においても，その傾向は同様であった. ル・エーテルを用いた場合と，クロロホルム・メタノールを朋いた場合のいずれ

酒母中の酵母脂質の脂肪酸組成に及ぼ' す培地中の脂肪酸の影響を検討した.す においても遊離脂肪酸組成は異ならず， リノール酸が土要脂肪酸であった.他 }j，

なわち， 0.1%Brij58 を分散斉IJ として 0.5rnM脂肪酸を加えた GYP培地で酵母を 20 0C ， 生翫では，石油エーテル・エーテルを抽出溶媒に用いると，遊離脂肪酸中のリノ

4 日間培養し，定常期菌体中のリン脂質脂肪酸組成を測定したところ ， Table 1-2 ール酸の比率は著しく低下し，パルミチン酸が大きな比率を占めた.クロロホル

に示す結果が得られた. リン脂質の種類による違いは認められるものの， PC , PE , ム・メタノールによる抽出では米粒組織内部の脂肪酸も抽出される.これに対し

PIのいずれにおいても，脂質中に占める添加脂肪酸の比率が著しく増大していた. て，石油エーテル ・ エーテルでは，細胞内脂質を抽出できないことを確かめてお

また，単純脂質である TGにおいても，同様の傾向が認められた.これらのことか り，石油エーテノレ・エーテルを用いた抽出では，酒母液相や固相の表面に存在す

ら Is hikaw a と Yos hizawaが既に報告しているように(1 2) ，菌体脂質の脂肪酸組 る遊離脂肪酸のみが溶解されていると考えられた.このことから，酒母中で酵母

成は培地中に存在する脂肪酸に大きな影響を受けるものと考えられた. が取り込み，利用することのできる遊離脂肪酸組成 は，生献と速醸翫では大きく

異なり，酵母の脂質脂肪酸組成はこれを反映したものであると考えられた.

Table 1 2. Fatty acirl cOlUposition o[ phospholipids extracted frolU yeast 

grown on differrent fatty ac�l supp]cments. 

FaLty acid Fatty acirl composition( 今色)

added PL 12:0 14:0 14: 1 16:0 16: 1 18:0 18: 1 18:2 Table 1-3. Composition of free fatty acids extracted [rolU mota 

PE 3.4 10.6 2.5 28.8 38.9 4.5 11. 4 ND Fatty acid cornposition 

None PC 4.0 8. 6 0.5 35.0 27.3 11. 6 13.0 ND Solvent for extraction Moto 
PI 7.3 7.2 1.8 45. 1 16.6 19.5 7. 0 ND 14:0 16: 0 18:0 18: 1 18:2 18:3 Total 
PE 0.9 1.3 0.2 46.0 43.5 2.3 5. 7 ND Kimoto (mg) O. 11 2.06 0.06 0.05 0.09 ND 2.47 

16:0 PC 1.3 1.6 0.3 53. 7 32.8 4. 7 5.5 ND Petroleum ether:Ether (%) 4.3 87.4 2.6 2. 1 3.5 
Pl 3.5 O. 9 0.3 60.8 22.0 8.5 3.9 ND (2 : 1) Sokujo-moto (mg) 0.060.330.030.140.540.02 1. 12 
TG 5. 1 2.2 ND 64. 0 16.5 7. 7 4.5 ND (%) 5.4 30. 1 2.5 12.9 47.8 1.4 
PE 1.2 3.8 ND 9.6 3.9 3.0 76.8 ND Kimoto (mg) 0.23 3.45 0.27 1.16 2.25 0.07 7.43 

18: 1 PC 1.5 2.8 tr. 6.6 1.9 2. 7 84.4 ND Chloroform:Methanol (%) 3. 1 46.6 3.6 16. 1 29.8 0.8 
PI 3.2 4.3 tr. 21. 7 2.4 7. 1 61. 3 ND (1 : 1) Sokujo-moto (mg) 0.173.120.170.813.1 0.10 6.47 
TG 5. 2 3.9 ND 8. 7 2. 1 6.3 73.8 ND (%) 2.6 33. 1 2.6 13.0 47.3 1.5 
PE 1.4 5.3 ND .. 21. 1 2. 5 3. 1 1. 1 65.4 Thirty gr個s of rnoto were lyophilized , and lipids were extracted with 60 rnl of 

18:2 PC 7.8 9.4 O. 1 19. 1 し 6 9. 2 1.9 72.0 solvent for 2 min twice. Fatty acid fractions on a silica gel plate by TLC were 
lコ l 7.6 6.0 tr. 30.5 1.3 10.3 1.2 43.0 extracted with chloroforrn:rnethanol(1:1). 
'叩 1. 9 5.4 tr. 11. 4 3.9 8. 2 3.0 63. 2 

Cul tures were incubated in GYP rnediulll supplemented with O. 1 % 
polyoxyethylene(20) cetyl ether , and 0.5 mM fatty acid until they 
reached the early stationary phase. Abbreviations: PL, phospholipids. 
Refer to Table 1-1 for other abbreviations. 
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2. 酵母のりン脂質脂肪酸組成に及ぼす乳酸菌の影響

リノール酸が乳酸菌に取り込まれ.利用されることを硫認す る ために， 0.5rn¥1 

リノール酸を含む麹汁ペプトン培地で生育した乳酸菌 L5株の菌体脂肪酸組成を測

定した.結果を Table 1 - 5 に示す.脂肪酸を含まない培地で生育した乳酸菌におい

ては，菌体脂肪酸中に占める主要な不飽和脂肪酸は C I H I 酸 で あった.なお，

生翫と速醸翫の遊離脂肪酸組成の違いの要因を検討するために，乳酸菌増殖の

影響を見た.すなわち，蒸米，米麹から調製した糖化穆を用いて乳酸菌 L 5株，ま

たは L74株を 15t において 7 日間培養し，培養前後の糖化謬中の遊離脂肪酸組成を Uchi da と M ogi は LactobaciJJus属の菌体・脂肪酸に見いだされる C I ~ I 酸 の 大部分

このことから，乳酸菌の増殖が，生献と速醸翫 の遊離脂肪階組成の違いの要因に

が， cis ー バクセン酸であることを報告している(1 4) .他方 . リノール酸を添加 し

た培地で生育した乳酸菌商体においては， リノール酸が主要な不飽和脂肪酸に な

っていた.また，培養温度 1 5 0C では， 30 0C に比 べ て， リノール酸の菌体脂肪酸中

に占める比率がさらに増大し，約 70% となった.この時の乾燥菌体 qJ の 脂肪酸総

量は， リノール酸を含まない培地で生育した菌体では 2.1mg! 100 山 g である の に対 し‘

リノール酸を添加した培地で増殖した商体では 2.3mg / l00111g となり，ほ Il 向慌 の flfj

を示した.これらの結果から，乳酸菌はリノール酸を取り込み，菌体脂肪酸とし

て利用しているものと考えられた.

測定した結果を Table 1 - 4に示す.クロロホルム・メタノールで抽出される遊離脂

肪酸の組成は，培養前後でほぼ同じ値を示し， リノール酸は約 32'"'- 38% を占めた.

他方，石油エーテル・エーテルで抽出した際には.乳酸菌を培養した糖化修中で

は ， リノール酸の占める比率が 2'"'-3% に低下し，パルミチン酸が大部分を占めた .

なっていると考えられた .

Table 1 1. Composi Lion of f1'ce fatty acids in OJoro01i 凶 as h.

Fatty acid coruposition 
Solvcnt fo1' extraction lnoculum 

12:0 14: 0 16:0 18: 0 18: 1 18:2 Total 

no (mg) ND 0.039 0.594 0.049 0.206 0.345 1. 233 
(%) 3.2 48.2 4.0 16.6 28.0 

Petroleum ether:Ether L74 (mg) ND 0.067 2.145 0.485 0.074 0.065 2.848 
(2: 1) (%) 2.4 75.3 17.0 2.6 2.3 

L5 (mg) ND 0.082 2.511 0.418 0.086 0.069 3. 171 
(%) 2.6 79.2 13. 2 2. 7 2.2 

no (mg) 0.127 0.064 5.681 0.477 1. 515 5.272 13. 767 

(%) 1. 6 4.4 41.3 3. 5 1 L. 0 38.3 

Chloroform:Methanol L74 (mg) O. 195 O. 659 7.285 O. 721 1. 870 5. 034 15.768 

(1:1) (%) 1. 2 4.2 46.2 4. 6 11. 9 32.0 

L5 (mg) 0.205 0.704 8.348 0.817 2. 155 5.948 17. 177 
(%) 1. 1 3.9 45.9 4. 5 12.0 32. 7 

Table 1-5. Effect of linoleic acid on ccllular fally ac� coruposi t jon 
of Lactobacillus sake L5. 

Fatty acid composition(%) 

14:1 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 19-cy' 
NDb 45.0 3.4 6.2 34.3 NO 10.5 
0.4 24.2 3.1 1.0 22.4 41.6 5.8 

0.7 ND 31.6 6.6 2.8 54.7 ND 3.5 
15 (16.8) c (720.6) (15. 1) (66.2) (1214.6) 

1.5 0.5 12.0 3.2 1.2 12.4 69.2 NO 
(35.9) (12. 1) (276.3) (73.3) (27.6) (277.9) (1636. 1) 

Strain L5 was inoculated 1:1000 from f1'esh cultu1'es of growth medium into 500 ml 
of koji extract(B1'ix 5) supplemented with 0.5 叫I linoleic acid and/or 1 % pep印刷‘
plus 1% defatted albumin. When thc stationa1'Y phase of g1'owth was attained , cultures 
were harvested by centrufugation at 180.000xg fo1' 20 min , followed by wash jrlg tw ice 
in 500 ml of 0.85% 1、JaCl aq. and once in petroleulll ethe1'-diethyletlter (1: 1). 
a cy denotes cyclopropane acid. 
b Not detected. 

C The values in parentheses indicate the content of each fatty acid (μg/ 100mg dry weight). 

Temp. Addition of 
(OC) 18:2 14 :0 
30 0.6 

+ 1.4 

Each O1oromi lllash was prepared by saccharizing a lUixtu1'e cOlUposed of steamed 1' ice(14g) , 

rice koji(6g) , and tap wate1'(29lUl) at 570C fo1' 14 h, and ﾍnoculated wﾍth one loopful of 
LactobacilJus sake L5 , or Leuconostoc mesenteroides L74. Cu] tures were incubated at 15t 
for 1 week. 
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3. 乳酸菌の噌殖に及ぼすリノール酸の影響 4. 清酒穆における酵母のリン脂質組成

不飽和脂肪酸には，オレイン酸のように乳酸菌の生育に促進的に働くものと， 生翫，速醸翫，およびそれぞれの酒母を用いた清酒穆中の醇母の PC ， PEの脂肪

パルミチン酸のように阻害的に働くもののある事が知られている(1 5). 0.5rnM脂肪 酸組成を Table 卜 6 に示す.

酸を含む GYP培地における， 15 0C での乳酸菌の増殖経過を F ig. ト 1 に示す.生翫か

ら分離された乳酸菌 L5 株， L 7 4 株 の い ず れにおいても， 15 JC でオレイ ン 酸と同様に

リノール酸によ っ ても著しい増殖促進 効果が認め ら れた.このことから ， リノー

Tim e (d) 

Table 1-6. Fatty acid composition of phospholipids extracted 

frorn the yeast in sake rnash 

Fatty acid cornposition(%) " 

Seed mash PL Time(d)b ~ /mol c 

14:0 16:0 16: 1 18:0 18: 1 18:2 
。 NDd 29.5 12.3 32. 7 19. 9 5.5 0.43 

PC 3 5.8 42.2 8.3 23.0 10.2 10.6 0.40 

6 4.9 43.5 8. 6 25.2 10.2 7. 7 0.34 

Kimoto 10 6.0 42.2 12.8 23.8 12. 1 3. 1 0.31 
。 7.3 35.2 23.8 15. 1 15. 1 tr. e 0.39 

PE 3 1.6 32. 1 1.6 55.6 7.3 1.9 O. 13 

6 3.2 46.5 3.2 36.9 5.5 4. 7 O. 18 

10 4.6 39.3 10.5 27.5 13.9 4.2 0.33 
。 ND 23.6 tr. 17.6 20. 1 48.4 1. 17 

PC 3 3.2 46.9 2. 1 12.2 7.3 28.3 0.66 

6 4.8 38.0 4. 1 16.5 10.9 25.8 0.67 

Sokujo-moto 10 tr. 37.5 3.5 20.4 9.2 29.5 0.72 
。 ND 29. 1 5.9 14. 9 19.5 30.6 0.87 

PE 3 4.8 42.2 5. 2 32.8 8.4 6.8 0.27 

6 1.7 36.5 5.8 45.6 5.2 6. 1 0.23 

10 4. 1 50.9 7.2 19.8 8.8 9.2 0.34 

a Fatty acids are denoted by the numbeτof carbon atoms:number o[ unsaluraled linkages 

b Time means fermentation days after 1ast fecd in the rnain mash , and the 1 ipid values 

of the seed mash are from an 0 d reading. 

C The values of unsaturation (~ /mo l) were calcu1ated as (% monoene+2 [% diene]) / 100. 

d Not detected. 

ル酸を含む酒母 の 環境はこれらの乳酸菌に二ッチ(生態的地位)を与えていると推

察される.
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Fig. 1 1. Effects of vari ous fatty acicl 011 the growth of 1ac tic acid bacteria isolated 
from k imoto. LelJconostoc U/eselJ t ero_i dθ5 L74 (A) , 01' LactobaciJ1us sake L5 (8) was 

incubated il1 a dilution of 1:1000 from fresh cultures of g1'owth medium into 50 ml of GYP 

medium supplemented wi th O. 1 % polyoxyethyl'ene (20) cetyl ethcr , and 0.5 mM fatty acid 
(palmi tic acid (. ), oleic acicl (ム ). 1 inoleic acid (マ )、 or no addi tion (0 )) , followed by 

incubation at 15~ for as long as 1 week. 

PE 中の脂肪酸組成に占めるリノーノレ酸は，速醸翫で 30.6% であったのに対して

その清酒穆では 6""-9% に減少したが， PC 中では酒母で 48.4% であったものが謬期

間を通じて 20"'- 30% に減少したにとどまった.清酒謬中で酵母は 4""-5 回の細胞分

裂を行うと考えられるにも関わらず， PC 中のリノール酸はそれほど減少していな

い.清酒酵母は通常リノール酸をほとんど合成しないので，酒母酵母の貯留脂質
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生猷を用いた清他方，ノール酸の主要な供給源になっていると考えられる.がリ

4 

5 (B) 
2 

リン脂質中生猷同様に酵母リン脂質中のリノール酸含量は低かった.酒謬では，

酵母の増殖初期にはまだリノール酸をノール酸の増加がみられないことは，lこリ

また，米麹の消化が十分に進んでいないことを示している.供給するほどに米，

ン酸バルミチン酸またはステアリいずれの酒母を用いた穆中の酵母においても，

o rig in S 0 Ive n t f r 0 n t o rigin S 0 Ive n t fr-o n t 

三 段仕込と呼ばれる仕清酒西夢中では，の含量が増大している傾向が認められた.

Fig. 1-2. Chromatograms of total lipid(A) and phospholipid(H) obtained from K-7 cclls 

by thin-layer chromatoraphy wi th flame ionization detectiol1. Phospho1ipids were separated 

by duplicate development with chloroform -methanol -I~OM5:20:2) after a developmcnt with 
petroleum ether-diethyl ether-acetic acid(85:10:1) , and neutral lipids detected. 

1, sterol ester; 2, triglyceride; 3, fatty acid; 4, phospholipid; 5, phosphatidyl-
ethanolamine; 6, phosphatidylinositol plus phosphatidylserine; 7, phosphatidylcholine. 

それが4% 程度のエタノールの存在下で噌殖するので，

脂質脂肪酸組成に及ぼす可能性も考慮する必要があると考えられる.

酵母は込方法がとられ，

脂肪酸不飽

全脂肪酸のそルあたり二重結合( 6. )の平均数によって表され，

対応する飽和脂肪酸より低い融点をもっている.不飽和脂肪酸は，

和度(ム /m 0 1) は，

清酒穆中における酵母の PCの脂肪酸不膜流動性との関連性が知られている(1 6) . 

速醸翫酵母で O. 66-----1 - 6 に示すように生翫酵母で O.3l-----0.40 ，Table 飽和度は，

速職献酵母で O. 完了----- 0.34 とPEの不飽和度は坐翫酵母で 0.13-----0.33 ，0.72 となり，

2 

凶
止
~
0
止

生翫と速醸献ではリノーノレ酸含量の違いによって脂肪酸不

膜流動性にも違いが生じると考えられた.

このように，

飽和度が異なり，

なった.

PC/PE比に及ぼすリノール酸の影響5. 

PE に比べて PCでは塩基部分ン脂質の主要成分であるが，PC と PEは清酒酵母のリ

円
しpt
 

PC / ド E比は重要な指標であると思われる.が大きいなどの性質の違いがあり，

10 5 

Ferm entation tim e(d) 

も
1 - 2 に示すようにシリカゲルをコーティングしたグラスロッド上でF ig. と PE は，

酒母中の酵母1 -3 に示す .清酒謬中の酵母の PC/PE比の経時変化を Fi g. 分離した.

Symbols: 0 , 

π1e ratio 

Fig. 1-3. Change of the PC/PE ratio of the yeast cells in sake brewing. 

the main mash seeded wi th sokujo-moto; e , the main mash seeded wi th kimoto. 
value in the seed mash is 0.59 for kimoto and 1. 59 for sokujo-moto・
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それぞれの酒母を用

増殖期にあたる目撃初期にはいずれもl. 85-----2.0 と高い値

l8 

謬後半には酒母にみられたと同様の差異が認められた .

速醸献ではし 59 と異なっていた.生翫では 0.59 ，

いた清酒穆中の酵母では，

を示したが，

。コ PC/PEfま，

-I 一一一一一一一一一τ工一一一 一一一一一一三=コ



4 回の繰り返し実定常期酵母の PC/PE比に及ぼす脂肪酸の影響を検討するため，発酵制御に幾分の酒造現場においては生翫と速醸翫を用いた清酒謬の聞には，

51こFig. またはパルミチン酸の添加効果を見たところ，験によりリノール酸，o. 5 mM リノール酸PC/PE比の違いを液体培養を用いて検討した.違いがあるので，

平均値の差の検定によって有意な差が両者の PC/PE比の聞には，示す結果を得た.15 0C で培養して PC/PEまたはパルミチン酸を含む GYP培地に1/50量の接種を行い，

リノーノレ酸がパルミチン酸に比べて PC合成を促進するもの認められたことから，どちらの脂肪酸を添加した際1 - 4 に示す結果を得た.F i g. 比の経時変化を求め，

と考えられた.増殖減衰期から定常期にかけて最小対数増殖期の聞に PC / PE 比は増大し，にも，

パルミチン酸添加の方が小さかった.この値はリノール酸に比べて，値に達し，

増殖に必要な膜機能を果たすためには対数増殖期に PC / PE比が大きくなるのは，

同じ脂肪酸組成でも高い PC/PE比が要求されることを示唆していると考えられ，

1.5 I そのため高い膜流動性が得られることとのPEに比べて PCの相転移点が 30t 低く，

関連が予想される.
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Fig. 1-5. Effect of fatty acicl 011 the PC/PE ratio. Samples were 

grown at 20t for 4 c1ays in mediuru suppleruented with 0.5 ruM palruitic 

acid(16:0) or linoleic acid(18:2). The experiments were done with 

four replicates , and vertical bars indicate 95% confidence limits. 
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E1 

Fig. 1-4. Time course of growth and the PC/PE ratio of the yeast cells in liquid 

culture. Cultures were incubated in the medium supplemented with 0.5 mM linoleic acid(()) 

or palmitic acid(・ ). Growth was followed by measuring the optical density(OO) at 660nm・
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6. 清酒謬の酵母の脂質組成と菌体内トリグリセリドの分解利用 量が低く保たれているのは，酵母の増殖初期には遊離脂肪股が卜分量ないことを

穆中の酵母のリン脂質脂肪酸組成が，酒母のそれと殆ど変わらない要因として，

細胞内貯留脂質の利用が考えられる.そこで，速酪猷，生翫およびそれぞれの清

示唆している.清酒謬の初期の液層中にほとんど粗脂肪がないことは，石川，吉

沢によっても報告されている(17) • 

酒謬から分画した酵母の脂質組成を TLC FID法により分析した. Table ト 7 に示す

なかった.
ε 

ように，酒母中の酵母には著量の TGが検出されたが，清酒穆における培殖期(留

仕込後 3"-'6 日目)には著しく減少しており，発酵期(留 1 1 日目)にわずかに増加す

る傾向がみられた. リン脂質量には清酒醸造期間を通じて，顕著な変化がみられ

Q) 

u
r
u
l白
百
四
Q) 

司コ

Table. 1 7 Change in lipid contents of the yeast 

in sake brewing 

Lipid (mg/g-dry cell) 

Mash TG FFA SE+WE PL 

sokujo 罰oto 22. 9 7.3 3.3 9. 7 

3d after tomθzoe 3.5 2.0 1.7 7.8 

6d a[ter tomezoe 6.6 2.3 2.0 10.0 

10d a[ter tomezoe 1 ). ~ 3.0 ヌ.ヌ !日 .6

KﾎoJOt 0 25. 6 9.2 3.2 12.3 

3d after tomczoc 6. 1 1.7 1.5 11. 4 

6d a('t er tomezoc 6.6 4.5 3. 2 9.8 

10cl aft er tomczoθ 11. 5 8.0 2.0 10.8 
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Fig. 1-6. Effec of suppleruentary fatty acid on acclIlUulatiotl of t.rigl y仁 prid('.

工 cθrθ Vlslae K-7 was incubatecl at 150C in the ruedium supplemcnt引I wi th O. 5 ruM 

linoleic acid (0) or without fatty acicl C.). 
Abbrivia1ions: TG, triglycericle; FFA, free fatty acid; 

SE, stcrol cster; W~ wax estcr; P~ phospholipid. 

酒母において酵母細胞内に著量蓄えられていた TGが.消酒穆前半に は小さな合

量を示すのは，単に細胞分裂の結果であるのか，あるいは脂質合成に TGの利Jf]さ

上述のように脂質分析の結果，酒母の酵母は著量の TG を貯留していたので， TG 

の貯留に及ぼす培地の遊離脂肪酸の影響を見るため.次の検討を行った.すなわ

れることの影響があるのかということについて，以下に検討した.

S. cerevisiaeはリノール酸をほとんど生合成しないので， リノーノレ酸に富む細

ち，協会 7号の前培養液を GYP培地に 1/50 量接種後， 15 0C にて培養し，培地中のリ

ノーノレ酸の有無が細胞内 TG量に及ぼす効果を観察した.結果は Fig. 1 - 6 に示すよ

胞を接種することにより， TG量の減少の要因を推定した.接種細胞は， O.5mM 

リノール酸を含む GYP培地で培養し， リノール酸を含まない培地に菌密度 10 >~ "'-

うに， リノール酸が存在すると増殖とともに急激に TG量が増大するのに対し，脂

肪酸を含まない培地では，対数増殖期に TG量のわずかな減少があったが，大きな

10 7 / ml の範囲にわたる ように種々の量の接種を行って ，定常期まで培養した.接

種細胞の初発 TG ， および TG 中のリノール酸含量に対する培養後の含量比をそれぞ

変動は認められなかった.これらのことから，清酒穆において酵母の増殖期に TG れ求め，培養菌体の平均世代数との関係を示した結果が Fi g. ト 7である.細胞内
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TG量が世代数の増加ごとに 1 / 2以上に減少しており，ほぼ 一 定の値を示すまでに

3"-4回の細胞分裂が行われていることから，増殖初期には TG分解活性は合成活性

より大きいものと考えられる. TG 中のリノール酸量は，各世代ごとに TGに比べて

より大きな割合で減少した.このことは，脂肪酸を含まない培地中では貯留され

ていた TGの分解があることを示している.

司・c・J

.!!・ー~
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。
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Generations 

Fig. 1-7. Dccrease of triglyceride and a constituent lino]eic acid of 

TG with generations of growth. The inoculum was prepared from a culture 
incubated in the mcdium suppleruented with linoleic acid as dcscτibed 1n 
Fig. 6, and various high-level ycast inocu l�:l were eruplyed. The cul tures 
were incubated in a fatty aci <I- free mediuru until they reached the stationary 
phasc of growth. The content of triglyceride (. ), and linoleic acid (0) 
as a constituent of triglyccridc were expressed in the ratio with respect 

to the initial content. 

Fig. 1 - 7 に示した条件と同様に培養した菌体を， リン脂質の脂肪酸組成の測定

に用いた. Table 1 - 8 に PC ， PE , TGの脂肪酸組成と菌体の平均世代との関係を示す .

PC , PE 中のリノール酸含量は細胞数が倍になるに従って 1 / 2 に減少せず，比較的高

いレベルを維持した.他方， TG中には著量のリノール酸が認められたが，パルミ

トオレイン酸の増加とともに漸減した.これらのことから，速醸献のようにリノ

-24 -

ール酸を含む前培養によって， リン脂質中のリノール酸含量が高く維持されたと

考えられる.

Table 1-8. Fatty acid composition of intracellular lipids of 
Inoculurn grown in linolcic acid 

FaLty �:lC id cornposﾎ 1 i on (%) 
Lipid Generations 

L4 :0 14: 1 16:0 16: 1 18:0 18: 1 18:2 
PC 0.95 5.2 4.3 36.9 11.7 24.1 9. 9 7.9 

3.71 4.6 6.7 28.3 6.8 32.7 12. 2 8. 7 
PE 。 5.2 3.2 29. 1 10.7 20.8 10.8 20.2 

0.95 5.4 5.5 25.2 7.9 32. 1 12.4 11. 6 
1. 87 5. 1 3.7 32.0 12.2 22.8 14. 9 9.3 
3.71 7.0 4.9 32.2 12.7 27.0 9. 8 6. 5 

TG 。 4.4 O. 3 6. 7 6. 1 5.5 4.4 72.6 
O. 95 5.4 O. 7 9.8 11. 0 6.9 5.8 60.5 
1. 87 5.2 0.8 12.9 21.0 7.7 11.0 41.3 

3.71 6. 1 2.2 L5.5 37.7 8.8 17.0 12.7 
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7 .エタノール存在下に増殖することの影響

清酒謬においては， 4 %程度のエタノールの存在下で酵母の増殖が行われると

考えられ，脂肪酸組成もそれに適応して変化していると考えられる . そこで，協

会 7号酵母を ， パルミチン酸またはリノール酸とともに，種々の濃度のエタノー

ルを含む GYP培地に培養後，その菌体のリン脂質組成，及びリン脂質脂肪酸組成

を測定した.また，エタノールを含まない培 地 で培養した菌体を，増殖をほぼ完

全に阻害する 12% エタノール添加培地に置 換培養した際の，脂肪酸組成の変化を

みた.結果を Table 卜 9 に示す.

Table 1-9. Fatty acid cornposition of phospholipid 

in yeast grown in the presence of ethanol 

Fatty acid cornposi tion (%) 

Added FFA PL EtOH (%) 

14: 1 14: 1 16:0 16: 1 18:0 18: 1 18:2 �./rnola 

。 6.6 11. 8 34. 2 18.4 11. 8 17. 1 。 0.47 

PC 4 5. 7 0.8 86. 1 3.9 2. 7 4.2 1.5 O. 11 

8 1.4 ND 83.4 3.4 3.0 7. 1 1.8 O. 14 

16: 0 0/L2U 4.3 9.3 37.9 20.7 L 1. 4 L6.4 。 0.46 
。 4.4 3.3 42.9 23.6 8. 8 L7.0 。 0.44 

PE 4 1.5 ND 49.9 14.5 7.2 18. 5 3. 2 0.40 

8 4.4 0.2 50.4 LO.2 4.8 19.4 10.7 0.51 

0/12b 3.9 5.7 37.3 23.7 10. 1 19.3 。 0.49 
。 4.4 6.9 39.4 15.7 8. 8 10.2 14.6 0.61 

PC 4 5.3 1. 1 29. 3 6.9 12.8 29.8 14.9 0.48 

8 5. 1 1. 7 27.5 10. 1 6. 7 33. 1 15. 7 O. 76 

18:2 0/12b 6.4 5.0 37. 1 9.3 11. 4 12.9 17.9 O. 63 
。 4. 7 7.7 31.5 17. 1 8. 7 14.4 15.8 0.71 

PE 4 4.6 0.3 24.5 7.3 5.4 24.5 33.3 0.99 

8 4.3 0.5 24. 7 7.8 6.3 21.135.3 1. 00 

0/12b 7.7 2. 8 33. 1 9. 2 9. 2 7.7 30.3 0.80 

Fatty acids are denoted by the nurnbel‘ of carboll atorns:llurnber of 

ullsaturated linkages. 

• The valucs of ullsaturation (�./rnol) we1'e calculated as (% monoene 
+2[% diene])/IOO. 

b An stationary-phase cells grown fo1' 4 d at 200C ill the absence of 

ethanol we1'e transfe1'ed to the 1' epl はcern en t cul ture at 150C fo1' 3 days 
at a density as high as 2x108/rnl. 

エタノー ル存在下で 増 殖するとき . 培 地 中にパルミチン酸が添加されていると，

-26 -

リン脂質中のパルミチン酸が著しく増大するとともに， ミリストオレイン酸( 1 4 : 1 ) , 

パルミ ト オレイン酸(16:1) 及びオレイン酸が減少した. 8% エタノールの存在下で

は， PE中に無視できない量のリノール酸が認められたが， �. 9 clesaturaseが酵母

で唯一知られている脂肪酸不飽和化酵素であることから，異常な不飽和化が起こ

っていることを示唆していると考えられる. しかしながら，全体の不飽和度はエ

タノールのない場合のそれに比べて減少していた.他方，エタノール存在下にリ

ノール酸が添加された場合には，オレイン酸の増大とこれに対応したバルミチ ン

酸， ミリストオレイン酸(1 4:1) ，パルミトオレイン酸( 16 ・ 1 )の減少が認められ ，

リン脂質の不飽和度は増大した Beav é1 1l らは， S. cθrθ visJae NCYC431 が脂肪酸

を含まない培地でエタノール存在下に増殖するとき，パルミチン酸が減少しオレ

イン酸が増えて， リン脂質の脂肪酸不飽和度が増大することを報告している (18) . 

このように，パルミチン酸とリノール酸添加の間には，エタノールによるリ ン

脂質脂肪酸の組成の変化に違いが認められた.しかしながら，噌殖培地に 1% ，お

よび 8% エタノールを添加した場合の乾燥菌体増殖量は.パルミチン酸があると

き，エタノールを添加しない場合に比較してそれぞれ 90.6% ， 66.6% に低下した

のに対し， リノール酸があるときには 66 . 3% ， 39. L % に，脂肪酸無添加のときに

は 74 . 9% ， 3 9. 4% となった.このことから.パルミチン酸の存在することが，エ

タノール存在下での増殖に有効であることを示していると考えられた.

脂肪酸合成を阻害するためにセルレニン 2 . 5 μ g/ rn l を含む倍地で，パルミチ ン

酸を添加して酵母を培養したところ， Table 1 - 10 に示すように.対照に比べてむ

しろパルミトオレイン酸が増大した.また， リノール酸添加では殆ど増殖が認め

られなかった . このことは ， 酵母は細胞外から取り込まれたパルミチン酸に対し

て，十分に不飽和化能を有していることを示しており，添加パルミチン酸が不

飽和 化 されずにリン脂質アシル基に利用されることは，エタノール存在下で増殖

-27 
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高濃度エタノールのもとで増殖するために親水基の調節が大きな役な値を示し，Table 1-10. Effect of cerulenin on phosphatidylcholine fatty acyl 
composi tion of cells grown 011 pami tic acid. 

割をはたしていると考えられた.

Fatty acid cornposition(%) 

14:1 16:0 16:L 18:0 18:1 
Addition of 

Palmitic acid Cerulenin 14:1 

Table ト 1 1. PC and PE contents in the cells grown in 

the presence of fatty acid and ethanol 

�./mol 

0.42 

0.36 

0.48 

18:2 

D 

ND 

,'iD 

13.5 

14.8 

1?.4 

12. 1 

L7.7 

11. 4 

28.4 

18.9 
36. 。

36.5 

38.5 

40.2 

0.5 

1.8 

ND 

9.0 

8.3 

D 

+ 

+ + 
Content(mg/g) 

Ethanol (%) Fatty acid 
PC/PE 
0.80 

0.80 

PE 
2. 06 

1. 01 

pu 
nr 
1. 64 

0.81 

0 

4 

16:0 

エタノール存在下に増殖するIngram らは，するための適応現象と考えられた.

1. 41 

2.34 

O. 69 

1. 68 

0.97 

3.94 

8 

0 

coJjにおいて観察される飽和脂肪酸から不飽和脂肪酸へのシフトはパルミチンE. 

18:2 エタノさらに，20) . 酸を添加することにより消失することを報告している(1 9 ，
2.55 

8.95 

0.97 

O. 22 

2.47 

1. 97 

4 

8 

Abbriviations:PC , phosphatidylcholine; 
PE, phosphatidylethanolamine. 

c is-バクセン 酸の増大が不飽和脂肪酸合成量の増大によるールによる不飽和酸，

飽和脂肪酸合成量が減少することに起因することを示している(1 9 ，のではなく，

考察第 4 節
エタノール存在下に増殖する酵母Beavan らの報告による，このことから.20) . 

エタノールによって飽和脂肪酸合成量がに観察されるオレイン酸の増大は(1 8) , 

上り鎖長の飽和脂肪酸の減少に伴い，低下した結果である可能性が考えられる.
低温培養において著量のリノール酸を取り込んで利用し，生翫中の乳酸菌は，

不飽和度の増大というよりむしろ脂肪酸の平長い不飽和酸が明 )JII することから，
• 、

、
.
ノ

,,,‘ 
リノール酸にはこれらの乳酸菌に対する増殖促進効果が認められた (F j g 

エタノール環境に適応していると推察される.均鎖長を長くすることによって，
ー つに他の多くの乳酸菌が生育できない低温で増殖していく要囚のこ σコことは- , 

白然にみられる cis型のパクセン酸やオレイン酸coljにあっては，少なくとも ι
硝酸還元菌 Pまた，今後の検討が必要であろう.なっていると考えられ，

C 7 s-不飽和化より鎖
低温環境では脂肪酸に不飽和明の増えること多くの微生物において.をはじめ，

tra !7 S 型の万がエタノール耐性を増すことから.に比べて，

長延長に意義があると考えられている (2 1) . 
生翫中に存在するいわゆる幕下菌についてこのこヒから、が知られている (22) . 

増殖を阻害する 12% エタエタノールを含まない培地で培養した菌体を，他方，
リノール酸取り込みの影響を考える必要があろう.も，

リン脂質脂肪階組成に殆ど変化はみられなかった.ノール含有培地に移したとき，
乳酸ドであったが，酒母中の遊離脂質のほとんどは遊離脂肪酸とトリグリセリ

それに続いて増殖する生翫菌によるリノール酸の取り込みに伴う減少によって，
リン脂質脂肪酸組成に関してはエタノールに対する適応現象は，このことから，

主として増殖 期に起こるものと考えられ・た.
速リノール酸を殆ど含まずパルミチン酸に富み，酵母のリン脂質脂肪酸組成は，

エタノール存在下に増殖することにより1 - 11 に示す.PC / PE比の変化を Table
生翫のいずれの酒速醸翫，E夢中の酵母では，醸翫のそれと大きく異なっていた.

酒母酵母に比べて全体にパルミチ ン 酸またはステ母を用いて仕込んだ場合にも，

PC / PE 比

PC / PE比は 8.95 と異常に大き

リノール酸の添加は前述のように，

8% エタノールの存在下では，

PC と PE の量は減少する傾向にあり‘

特に，を増大させた.
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アリン酸含量が増えていた.これは，酵母がエタノール存在下に増殖するとき，

培地中にパルミチン酸が存在することによってリン脂質中のパルミチン酸含量が

顕著に高くなることから，段仕込によってエタノール存在下に増殖する際にパル

ミチン酸を利用した結果と考えられる.これらのことを考え合わせるとき，パル

ミチン酸含量とエタノール耐性との関連性を示唆していると考えられ，これにつ

いては第 2 章ならびに第 3 章で検討する.

リノール酸に富むリン脂質では PC/PE比が大きくなることから，生翫と速醸翫，

およびそれぞれの穆中の酵母は，脂肪酸組成とともに， PC / PE比によっても区別

することが出来た.アシル基としてリノール酸を多く含むリン脂質は， リノール

酸の 二つの二重結合によって 疎水領域の空隙が大きくなるため，それに見合って

親水基についても大きな塩基であるコリンがより多く配位するものと推察される.

エタノーノレ存在下に増殖することにより PC ， PE は減少し， PE含量がより減少する

ために PC/内比が大きくなる傾向が認められた.特に. 8% エタノ ールの存在下で

は， PC / PE比は 8.95 と異常に大きな値を示した.このことから，エタノール存在

下の噌殖において， リン脂質親水基の調節が大きな役割をはたしているものと推

察される Rowe は，高エタノーノレのもとでは PC と PEが相分離を起こし，その境界

領域では膜透過性に影響があらわれることを示唆している (23) .キ自分離は PC / PE 比

や温度に影響され，脂肪酸不飽和度も影響すると考えられているが (23) ， PC / PE比

の増大は，膜の相分離の全体量を小さくするうえで効果があると考えられる.

吉沢らも報告しているように (24) ，エタノール存白下に増殖した菌体では， リ

ン脂質量の小さくなる傾向が認められた . E. coliにおいても，エタノールを含

む培地で増殖するとき. リン脂質量が減少し，膜タンパク質量が増大することが

報告されている.この変化によって，細胞内物質が漏出する脂質膜領域が小さく

なるので，エタノールに起因する膜流動性の増大を部分的に補償するために効果

があると考えられている (25) .酵母においても，今後の詳細な検討が必要と考え
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られる .

第 5 節要約

リノール酸は，パルミチン酸とならんで酒母中の主要な遊離脂肪酸であったが

生翫では乳酸菌によって取り込み利用され， リノール酸は著しく減少し，パルぐ

チン酸の比率が増大した.また， リノール酸は生翫に生育する乳酸菌に対し，増

殖促進作用を示し，低温下で取り込み量は増大した.このような環境の遊離脂肪

酸組成の違いを反映して，速醸翫酵母では， リン脂質脂肪酸に占めるリノール酸

が 30"-'50% におよぶのに対し，生献酵母では 6% 以下であり.パルミチン酸‘ス

テアリン酸含量が大きくなった.

生翫，速醸翫，及びそれぞれの酒母を用いた清酒穆中の酵母の脂質組成の変化

を見ると， リン脂質量は大きな変化をしていないのに対し， TG長は清酒憾の静ほ

増殖期に著しく減少していた.速醸翫を月]し、た清酒謬においては， PE qJ のリノー

/レ酸含量は酒母中での 30.6% が 6~9% に下がったものの， PC 9' では納町中での

48.8% が 26~ 30% に低下したにとどまった.清酒百夢中における 1"-' 5inl の細胞分裂

にもかかわらず， PC中のリノール酸量の減少が小さいのは，酒母酵母の細胞内 TG

が清酒謬における増殖初期に利用される結果と考え られた. 他方，生 rot 酵母のリ

ン脂質中のリノール酸は 5.5% であったが，清酒謬においても同様に 5~ LO% と低

い値を示した . このようにリノーノレ酸含量が増大していないのは，清酒謬の酵母

増殖期に，米.米麹からリノール酸の溶出が十分に進んでいないためと考えられ

た.また . 謬では，酵母はエタノール存在下に増殖するために， パ ルミチン酸含

量の増大する傾向がリン脂質全体に認められた. リノール酸がリン脂質アシル基

として利用されるとき， PC / PE比を大きくする傾向が認められた.このため，生

翫の酵母の PC/PE比は o. 67であるのに対し，速醸翫ではし 62 となり，清酒穆の間

-31 -



においても同様の差異が認められた.このように.生翫と速醸翫は，その清酒謬

においてもリン脂質脂肪酸組成と PC / PE比において相違していた.

第 2 章 生翫酵母の特性に及ぼすリン脂質脂肪酸の影響

第 1 節緒言

生翫で育成された酵母は，温み取りと呼ばれる加温操作に強く，枯らしと呼ば

れる長期保存での生存率が高いことが知られている( 1 ) .また，温み取りの効果

として， 1 )多酸，高アルコールの成分下で高温 (30 0C) を経過させることにより ，

雑菌や野生酵母を淘汰すること， 2) 酵母にアルコール耐性を付与して長期間の枯

らしに耐えさせることなどがあげられているが (26) ，詳細な検討は行われていな

し、-

生翫は乳酸菌などの微生物遷移を伴う酒母製造法であるために， 一 般に製造さ

れている速醸翫と酵母の増殖環境が異なり，酵母の生理的性質にも影響を及ぼす

ものと考えられる . そのひとつとして，酒母中の遊離脂肪酸が脂質合成に用いら

れるために，速醸翫酵母のリン脂質の主要脂肪酸はリノール酸であるのに対して，

生翫酵母においてはリノール酸はほとんど見いだされず，パルミチン酸を多く含

むことを第 1 章で述べた .

この章では，酵母リン脂質の脂肪酸組成の違いが，温み取りおよび枯らしに及

ぼす影響について検討し，生翫について言われている特性の説明をこころみる.

第 2 節 実 験方法

1 .使用 菌株と培養条件

工業規模で育成された酒母には ， Saccharomyces cerevisiae Km601 を用いた.

その他は協会 7号酵母 (K - 7) を供試し，増殖培地として， GYP培地(グルコース 5% ，

酵母エキス 1 %，ポリペプ ト ン 1 %)を用いた . 他の培地を用いた場合はそのつど

-32 -
円
‘U

円
‘u

L正一一一一一一一一一一三二二



記載した.パルミチン酸(1 6:0) ， リノー/レ酸(1 8:2) ，オレイン酸(1 8: 1) ，または

ステアリン酸(1 8:0) を含む培地を調製する際には， Chen の方法により (8) 脱脂し

た牛血清アルブミン(最終濃度 0.1%) とともに，それぞれ 0.5mMになるように添加

した.培養は，ことわらない限り 20 0C で定常期まで行った.

2. 発酵活性の測定

供試菌体は脂肪酸を添加した麹汁培地 (ßrix8) にて培養後，遠心分離により集菌

し 2 同蒸留水で洗浄した. 2 %グルコースを含む M/15 リン酸緩衝液 (pH4.2) に約

10 日 cells/ml になるように菌体を懸濁し，窒素ガス置換後， 0 2 アップ・テスター

(大洋科学工業)により 10t における 二 酸化炭素生成量を測定した Hayashida らの

方法 (27)に従って二酸化炭素生成量から，発酵活性を Q~2 ( ~L 1 C 0 2 / h / 1 0 8 C e 1 1 s ) 

として求めた.この際の酵母数は，寒天平板法により求めた菌体中の生菌数の 4回

の平均値を用いた.

3. エタノール耐性試験

4t において述心分離により集附した向体を， 16'"'-20% エタノールを含む GYP培

地，または 20% エタノールを含む McJ]vaine緩衝液 (p Il 4.2) 中に懸濁し， L 5 0C に静

罰した.経時的にサンプリングし，適:白:希釈後 GYP寒天平板に塗沫培養を行って，

初発菌数に対する生存率を求めた.主た，培養菌体を 0'"'-20% エタノールを含む

GYP培地に菌密度約 2x10 6 /ml になるように懸濁し， 15 0C において静置後，佐見らの

方法 (28) に準拠し， 0.01% メチレンブルーを含む O. 1 M グリシン緩衝液 (pH LO. 6) 中

で酵母を染色し，染色率から生存率を求めた.

4. 耐熱性試験

遠心分離により集菌後 2回洗浄した培養菌体を蒸留水に約 10 7 /ml になるように懸

濁し， 52t において緩やかに辰とうした. 5分後にサンプリングし，直ちに冷水で

希釈後 GYP培地寒天平板に塗沫培養を行い，初発菌数に対する生存率を求めた.

5. 発酵試験

Hayashida らの方法 (29) に従い，完全合成培地を基礎培地として補糖により発

酵を継続させた. 0.5mM脂肪酸を含む 200ml の培地に 3xl0 6 / ml になるように K - 7株

を接種後，発酵栓 (30) を通したシリコンゴム栓でプラスコに栓をした.発酵栓の

中には二酸化炭素とともに逸出する水分を補足するために 40% 硫酸を人れておき.

二酸化炭素の放出に伴う全体の重量の減少量から，エタノール生成量を推定した.

6. 温み取り処理

酒母における温み取りに変わる処理 として.培養菌体を遠心分離により集歯後，

エタノール 12 %を含む GYP培地(グルコース 2% ，酵母エキス L % ，ポリへプトン 1

%)に懸濁し， 30 0C に 一 定時間静置した.以降これを温み取り処理と呼ぶ.

7. シクロヘキシミド添加試験

温み取りによって誘導されるタンパク質が酵母のエタノール耐性に及ぼす影響

を見るために，温み取り処理，またはエタノール耐性試験においてタン八ク質合

成阻害斉IJ であるシクロヘキシミドを 2 Il g / 111 1 になるように添加した.

8 .菌体成分の漏出量の測定

遠心洗浄した菌体を 0'"'-20% エタノールに 10mg dry weight / 3rnl になるように懸

濁し， 35 0C に 2時間，または 15 0C に 24 時間静置後，ただちに水冷し，遠心土怖を

フィルター (Shodex MT) でろ過して試料とした.菌体を蒸留水に懸濁し 10 0C にお

いたときの上清をブランクとして， 260nrn における吸光度.カリウム濃度および

全リン濃度の測定を行った.なお，カリウムは原子吸光光度計(日立 Z 8LOO) を用

い炎光分析により，全リンは過ヨード酸法により定量した (3 1) . 

第 3 節 実験結果

1 .温み取り耐性に及ぼす脂肪酸の影響

生献の酵母は，温み取りと呼ばれる加温操作に対して強いと言われている.ま
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た，上原，山村は ， S. cerevisiaeが増殖できない 40 0C においても，パノレミチン酸，

またはオレイン酸の添加により菌体増殖が可能になることを報告している (4) .そ

こで，菌体膜脂質の脂肪酸組成が耐熱性に及ぼす影響を見るために.脂肪酸を含

む培地で培養された菌体の耐熱性を調 べ た.蒸留水中で 52 0C ， 5 分間処理した後の

において著しく低下した. 60 
ま

司=・ー~、

4コ
ctl 40 

\口

>

生存率は， Table 2 1 に 示 すように 二価不飽和脂肪酸であるリノール階を含む菌体

Table 2-1. Effect of fatty acid on the viability 
of S. cerevisiae after lethal heat shock. 

Fatty acid Vi山lility(%)

2 も 2 3 4 5 
16:0 2.3::!::0.4 

18:0 7.8 土 5.0

18: 1 2.9::!::0.4 

18:2 0.29士 O. 15 

T im e (h) 

Fig. 2-1. Effec t of fatty acid on the viabi 1 i ty 
of S. cerevisiae K-7 after raising the ternperaturc 
from 150C to 30oC. Symbols: () , palrnitic acid; 
~， stearic acid; マ ， oleic acid; 口 ， linoleic acicl. 

混み取りは，エタノール存在下における加温処理であるので，脂肪酸を含む完

全 合成培地を用いた発酵試験の途中で発酵温度をシフ卜して，培地中の脂肪酸が

牛存率の低下に及ぼす影響をみた.すなわち， 二 階化炭素の生成量から換算して

発酵途中における高温シフトによって認められた生存率の違いが，菌体の脂肪酸

組成の違いに起因することを確認するため，脂肪酸を添加して培養した菌体を洗

エタ ノール濃度が 12.8"-' 13.0% にな っ た時 15 t から 30 0C に移し，生菌数の経時変

化 を 測定した. Fig. 2 1 に 示 す よ うに. 二 価不飽和脂肪酸であるリノール酸を添

加 した場合には， イ面不飽和脂肪酸のオレイ ン 酸，飽和酸であるパルミチン酸，

浄後， 0"-' 12% のエタノールを含み脂肪酸を含まない GYP培地に懸濁し， 30t , 1 時

問処理後の生存率を求めた.結果を Fig. 2 - 2 に示す.パル ミ チン酸添加培地で培

ステアリ ン 酸に比べて牛A 荷数の低ドが顕著であった.

養することによりパルミチン酸を多く含む菌体では，実験範囲において生存率の

違いは認められなかった . 他方， リノール酸添加培地で培養することによりリノ

ール酸を多く含む菌体では，エタノール濃度 9% 以上において平均値の差の検定を

行うことにより有意な生存率の低下が認められた.
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エタノール温み取り温度に近い 35 0C に 2時間おいた際には，出が認められたが，

エタノール濃度が高くなるに従い漏出量は増大し0 % に お いても漏出が認められ，(8 ) (A) 

パ ル ミ チ ン 酸に比較しでほぼ

C 

リ ノール酸を添加して培養した菌体は.
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Fig. 2-3. Leakage of pottassiullJ. Lotal phosp hor us , and 
substances absorptive at 260 n刷 froill yeast in the presence 
of ethanol. 10 mg portions of yeast cells grown in medium 
supplemented with palmitic acid(open bars) or linoleic acid 

(striped bars) were suspended in 3 rnl of ethanol solution at 

varlous concentrations , and allowed to stand for 2 hours at 

35
0

C. Leakage of potassi um (A) , total phosphorus (8) , and 
substances absorptive at 260 nrn(C) were rcad against blanks 
of suspensions in distilled water at lOoC. 
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F ig. 2 2. Effec t of cthanol concen tr行tion on viability of yeast 

at 300C fo1' 1 hour. Cells grown in GYP broth supplemented with 
0.5 rnM pa Jm t t. tc 注cid (A) or Jj noleic ac id (日) were resuspended in 

GYP broth conLaining 12% ctha ll ol , and incubated at 300C for 1 
hour. Diluted sarnples wcrc plated by Lhc sp reはd plaLe rnethod 

in fOUI司- fo ld experimcnts. Vertical bars indicate 95q令 con fid cn ce

limi ts. 

高温下また炭素鎖長が長 い ほど，リン脂質膜の脂肪酸不飽和度が 小 さ い ほど，

で膜の流動性は低く保たれ ， そこ膜透過性の 小 さいことが 一 般に知られている .

ノミ /レ温み取り操作のような条件において同僚のことが 言 えるかを検討した.で ，

温み取りに よっ て 誘 導される エ タノール耐性2. ごチン酸またはリノール酸を添加した培地で生育した酵母菌体からの物質漏出の

l 時1 2% エタノー ル存在下に 30t ，パ ル ミチン酸を添加して培養した菌体を，全種々の濃度のエタノール存在下に静置したときのカリウム，違 い をみるため，

生存率の経時変 化 を見エタノ ー ル耐性試験に供し，

対照としてエタノールを含まない条件で温み取 り 処 理

間温み 取 り処理を行った後 ，

2 - 4 に示す .た結果を Fig. 

1 5t に

高濃度エタノール ( 1 4"-2 0 %) の存在するときにはじめて漏

2 - 3 に示す結果を得た .F ig. リン お よび 2 60nm吸収 物質の漏出量を 測 定し ，

24時間お い た際には ，



を行ったが，この場合の死滅曲線に比べて，エタノール濃度 18% ， 20% のいずれ

の培地中においても死滅曲線の勾配は緩やかになった.なお，温み取り処理時聞

が 30分以下では明瞭な効果が認められなかった(データ省略) .これらの結果から，

エタノール存在下に 一 過的に高温に曝すことは菌体にエタノール耐性を付与する
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Fig. 2-5. Effect of ethanol concentration in nuklJmitori 

。 4 8 12 

Tim e (d) 

16 

treatrnent on the viability of yeast cells in the presence 

of 20% ethanol. Experimen t condi tions sint i lar to those 
described in the legend to Fig. 2-4 were used except that 

various concentrations of ethanol(・ ， 0%; 0 , 3%; 6 , 6%; 
0 , 12%) were used for the nukumitori treatrnent. 

-40 - -41 -

0.1 

Fig. 24. Effect of nukumito.ri tratment on ethanol tolerance 

of S. cerev isiae・ Cultures were incubated at 20"C in growth rnedium 
supplcmentcd wiLh 0.1% deffated albumin ancl 0.5mM palmitic acid for 
4 days. Harvensted cells were suspencled in GYP medium conLaining 1 2~令

ethano l , incubatecl at 30"C as nukumito.ri treatment or at 15
0C as a 

control for 1 hour ‘ and resuspended in the same medium except for a 
higher ethanol content. Thp ratc of survival at a concentration of 

18 ( .À. , nukumi tori; ム， control) and 20% ethanol (・ ， nukumitori; 0 , 
control) was expressed as the percentage of the viable.to the initial 

cell count by the spread plate methocl. 

温み取り処理によって，あ らたなタンパク質が合成された結果エタノール耐性

が増大することを確認するために，タンパク質の生合成阻害斉IJ であるシクロヘキ

シ ミド (2μg/ m l)の添加の影響をみた. Fig. 2 - 6 に示すように，温み取り処理前に

添加した場合は，エタノール耐性試験におけるメチレンブルー非染色率(生存菌の

比率)が温み取りを行わない場合と同じ推移を示したが，温み取り処理後に添加す

ると，シクロヘキシミドを添加しない場合とほぼ同様の高い非染色率を示した.
つぎに 0'"'-' 12% エタノールの存在下で温み取り処理を行い，この時のエタノー

これらのことから，温み取り処理によって誘導されるストレスタンパク質が，エ
ノレ濃度がエタノール耐性試験での生存率に及ぼす影響について検討した.結果は

Fig. 2 - 5 に示すように，実験範囲内ではエタノール濃度が大きいほど，エタノー
タノール耐性試験における死減速度の減少に寄与しているものと考えられた.

ル耐性も大きくなる傾向が認められた.
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Fig. 2-6. Effect of cycloheximide on methylene blue non-staining of 

nukumitori-treated cells in the presence of 20% ethanol. Exper imental 

conditions similar to those described in the legend Lo Fig. 2-4 were 

used except for the addition of cyclohexirnide. The degrees of rnethylene 

blue non-staining of the cells 1n 20% ethanol were exalU�ed over a 

41 h period. Symbols: O. control cells; ・ ， fJukumitori-treated cells; 
企， cycloheximide(2μg/mJ) was aclded 3 hours afLer fJUklll11itori treatlUent; 

・ ， cyclohexilUide was adclcd jusL beCore flllkumitori Lratment. The means 

of four fold cxperiments wcrc plol tccl. 
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Fig. 2-7. Time course of ethanol procluctiotl ancl viabiUty of yeast 
in 1110to(seed mash) during the resling period. Ripencd 1110{0 was 

preserved at 10oC, and the ethanol concen trat 10n (0) and number o[ 
surviving yeast cells(t�) was determined for 9 wceks. 

(A) , Sokujo-l11oto(conventional procedure); (B) , kimoto(tracli tional procedure). 

3. 生翫酵母の長期保存性

工業規模において製造され，酵母が最大増殖量に達した生翫と速醸翫を 10 0C に

て保存し，約 2 ヶ月間にわたって酵母生菌数とエタノール濃度を測定した.結果を

Fig. 2 - 7 に示す.いずれの酒母においても指数的に生菌数の減少が認められたが，

速醸翫中の酵母の生存率が 9週間後には 0.6% にな っ たのに対し，生翫中の酵母の

生存率は 12 .6 % ときわめて高い値を示し，生翫の長期保存性を確認できた.それ

と同時に，生猷においては菌体あたりのエタノールの生成速度の小さい傾向が観

4. 発酵力に及ぼす脂肪酸の影響

Fig. 2 - 7 において速醸献と生翫では菌体あたりのエタノール生成速度に違いが

認められた . 第 1 章で述べたように，速醸翫酵母と生翫酵母ではリン脂質脂肪酸

組成に大きな違いがあることから，酵母の発酵力に及ぼす脂肪酸組成の影響につ

いて検討した.脂肪酸を含む麹汁培地で培養した菌体について，その発酵力を 10

。C において測定した.結果を Fig. 2 - 8 に示す.不飽和脂肪酸であるオレイン酸，

リノール酸を含む培地で培養された菌体の Q t32 は対照に比 べ て大きな値を示した

察された . のに対し，飽和脂肪酸であるパルミチン酸の場合には Q~ は小さな値になった .

-42 - -43 -
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Fig. 2-8. Effect of f九tty acid on fcrmentative activity of ycast 
cells. Cclls grown in koji ex lract (Brix 8) supplemnted wi th 0.5 叫1

fatty acid , were harvestcd , washed with distilled water Lwice, and 
reslIspended in 1/ 15M phospha1.e buffcr inc luding 2% glucose (pH 4.2) 

to 辻bout 108 v Lable cells per ml. Air in the flask was replaced by 
pure nitrogen gas , ad 1.he C02 gas libera1.ed was read a1. 10"C with 
agitation. The Qlil>2 was calucultecl froUl thc out put on the basis 
of fermentative activity per viabe cell nUOlbcr. 

5. エタノール耐性に及ぼす脂肪酸の影響

培養菌体をエタノールを含む GYP培地に置換培養したとき， Fig. 2 - 9 に示すよう

に， 16% 以上のエタノール存在下においてパルミチン酸添加培養菌体はリノール

酸添加培養菌体に比べてメチレンブルー染色率が低く，高い生存率を示した .

-44 -
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Fig. 2-9. Viability of cells after incubating in GYP medium 
supplemented with ethanol over a range from 0 to 20 0/0 , with a 

cell density up to 2 x 108/ml. Viability of cells enriched 

with palmitic acid(dark bar) or linoleic acid(blank bar) was 

measured by methylene blue staining after incubation aL 15'C 
for 72 hours. Vertical bars indicated 95% corlficlence limi1.s 
for four-fold experiruents. 

さらに， 20% エタノールを含む McIlvaine緩衝液 (pH4.2) 中に，パルミチン酸添

加培養菌体，またはリノール酸添加培養菌体を懸濁し， 15 'C において生存率の経

時変化を見たところ， Fig. 2 10 に示す結果を得た.パルミチン酸添加培養酵母は，

リノール酸添加培養菌体に比べて明らかに小さな比死減速度を示した . エタノー

ルを含む緩衝液中でこのような差異が認められることから，酵母の細胞構造の違

いがエタノール耐性の差異となって現れていると考えられる.すなわち，低温下

でも高エタノール存在下において膜ノ《リア一能に違いが生じて，エタノール耐性

の差異となっている可能性が考えられる.

-45 
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リノ ー ル酸添加に比 べ て膜バリア一能を高パルミチン酸添加が，れらのことは，

増殖温度においても耐熱性を与える要因となっていることを示している.し，く

パル ミ チン酸添加培養菌体のみが細胞内物質の漏出量エタノールの存在下では ，

ノ住翫醇母が温み取りに強い要因とな っ て高い生存率を維持しており，は小さく，

高温効エタ ノ'ー ル の 膜脂質に も た らす作用が ，このことは，いると考えられる.

局115 'C においても，さらに，果に類似していることを示していると考えられる.
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同様に パ ル ミ チ ン 酸 添加培養菌体がリノール酸添加培養濃度エタノール中では，4 
In c u b a ti 0 n ti m e (h) 
2 

一つ の要因に

。 "'10% の プロ バ ノールに よって

生翫酵母が枯らしに強いことの

Ouchi は，Tak e uchi と

菌体より有意に高い生存率を示し，

なっていると考えられた.

無機リ ン 酸を補った脱マグネ シ ウム ，NAD +, ATP , 解糖系酵素は影響されるが，

cell ではいっそう プロバ ノールに対して感受性が大きlntact 膜細胞に比べて，

Fig. 2-10. Survival curves for cells of S cerθ visiaθin buffered 
ethanol. Cells cultivated in thc mediul゚ supplemented with 0.5 mM 
palmitic acid(・ ) or linolei じ acid(() ) were suspended in McIlvaine 
buffer containing 20% ethanol and incubated at 150C. The viable 

cell count was measured by spreading dilutions of cells on GYP agar 

medium. Vertical bars indicate 95% confidence llmits for four-fold 

ex per imen ts. エタノールZymomonas mobjJjsにおいては，また，いことを報告している (38) . 

こ れ らの 物質 のれ.必須のコファクターやコエ ン ザイムの漏出が観棋lこより

考察第 4 節
漏出によってエタノールによる発酵間審を説明できると考察され て い る (39) . 

れらのことから， 高濃度エタノールの存在 F において膜 の バリア 一 能の大きい こ

必須のコファクターやコエ ン ザイムの漏出を抑えることによりとは，
酵母の高生翫では枯らし中のエタノール濃度は低く推移し，速畷翫に比べて，

菌体の 生

/、リノール酸に比 べ て，したがって，存率の維持に貢献していると考えられる.
同様の現象を佐藤ら も

酒母の成分でエタノール濃度が酵母の生存率に最も大きく影響するこ

2-7) • い生存率の維持に寄与していると考えられる (Fi g. 

ルミチン酸を多く含む菌体が高濃度エクノールのもとで高い生存率を 示 すのは，
認め (32) , 

エタノール存在下での膜ノ《リア一能の差異を反映した結果である可能性が考えら
Hayashida らも報告しているようリノール酸は，また，とを報告している (33) . 

ノ ミ /レ ミエタノーノレ存在下に酔母が増殖するとき，第 1 章に述べたようにーれる .
2-

菌体膜脂質の脂肪酸組成の違い

パ ル ミ チン酸は減少させることから (Fi g. 

酒母の枯らし中にみられる発酵量の違いは.

に (3) 培養菌体の Q ~2 を増大させ，

8) , 
チン酸を供与すると著しくリン脂質脂肪酸に占める パ ル ミ チ ン 酸含量が増大し，

この可能性を支持していると殆どエタノールによる増殖阻害を示さないことも.
によって説明されると考えられる.

エタノールによる膜透過性の増大とリン脂質脂肪酸の影響について考えられる.
適正な膜の流動性を維持するために酵母は高温下では脂肪酸組成を変化させ，

は第 3 章で検討する .

温み取り処理を行った菌体はその後のエタノール耐性試験において高い生存率

-47 -

脂質 二 分子膜の物

アシル鎖の不飽和度とともに増大することが知られている (37) . 

-46 -

また，不飽和脂肪酸が減少することが知られている (34 - 36) . 

質透過性は，



を示し (Fig. 2 - 4) ，生翫における温み取りも枯らし中の生存率に影響を及ぼして

いるものと考えられた.シクロヘキシミド添加実験から，エタノール耐性に関わ

るタンパク質の合成は大部分温み取りの間に行われていると考えられ，この長期

間にわたってエタノール耐性に寄与するストレスタン パ ク質についても，今後の

検討課題と考えられる.

第 5 節要約

パルミチン酸を添加して培養した酵母菌体は， リノール酸を添加した培養菌体

に比べて，大きな耐熱性を示した.同様に，エタノーノレ存在下に 30 0C においたと

きにも高い生存率を示し，この時の菌体からの物質漏出量は， リノール酸添加培

養菌に比べて顕著に小さかった.これらのことから，生翫で行われてきた温み取

りを速醸翫で行ったとき，酵母の死滅率が増大する理由として，酵母の脂肪階組

成の相違による細胞内物質の漏出量の差異が示された.

温み取り処理によって，酵母のエタノール耐性は大きくなり，温み取り処理の

問にシクロヘキシミドにより蛋白合成を阻害すると，エタノール耐性の増大は消

失することから，温み取り処理によって誘導されるストレスタンパク質の苓与が

考えられた.

速醸翫に比べて，坐翫では長期保存によっても高い酵母生存率を維持すること

を酒造現場の酒母を用いて確認した. 9週間の枯らしの後に速醸翫では 0.6% の酵

母生存率になったのに対し.生翫では 12.6% の生存率を示した.また，速醸翫の

発酵経過に比較して，生翫ではエタノープレ濃度の穏やかな上昇が認められた.不

飽和脂肪酸であるオレイン酸. リノール酸を含む培地で培養された菌体の Q 弘は

対照より大きな値を示すのに対し，飽和脂肪酸であるノミルミチン酸の場合には

Q 払は小さな値となることから，酒母の発酵経過の違いは，酵母の発酵力の違い

-48 -

を反映していると考えられた.また， 16'"'-' 20% エタノール中で， リノール酸添加

培養酵母に比べて，パルミチン酸添加培養酵母は高い生存率を示し，酒母醇母の

長期保存性の違いは，脂肪酸組成の差異によると身えられた.

-49 -



第 3 章 膜のバリアー能に及ぼすリン脂質脂肪酸の不飽和度の影響 菌数は， 28 0C において GYP寒天培地に平板培養して計数した. 4回の重複実験にお

ける生存菌数の測定を 60時間にわたって行い，生存率を求めた .

3. 細胞内ヌクレオチドの拡散の測定:

培養菌体を 4 0C において遠心集菌し，上清の 260nmにおける吸収が無視できるま

で蒸留水で洗浄した.その後，菌体を 0~20% エタノール溶液に定容になるよ う に

懸濁して， 15 0C において経時的にサンプリングを行った.低速遠心分隊により細

胞を除去した後，上清の 260nm と 280nmにおける吸光度を.光路長 1cmで測定し，測

定値がほぼ一定の値を示すまで継続した.リボヌクレオチド濃度は以下の式によ

り算出した (40) . 

リボヌクレオチド (μg/m l) = (11. 87.;\ 260- 10.4 ・;\ 2f o )xlOO / 9 (3-1) 

4. 脂質抽出と脂肪酸分析

既往の方法により，凍結乾燥菌体から全脂質を抽出して TLCにより分離し，脂

肪酸メチルエステルを調製後 GLC分析を行った.

5. カルセイン封入リポゾームの調製

リン脂質については，大豆製ホスファチジルコリンおよびホスファチジルエ タ

ノールアミンは Shigma Chemical Company より， dipalmytoyl phosphatldyl 

choline と dipentadecanoyl phosphatidyJeLhanolaminel土 Av 九日 Li Biochemical 

第 1 節緒言

生翫と速醸翫では，酵母の脂肪酸組成が異なり，それによって生翫酵母の特性

である長期保存性が，エタノール耐性および発酵量の違いから説明できることを

不した.また，脂肪酸組成の違いによって，温み取り条件下では細胞膜のバリア

一能が異なり，温み取りに対する耐性の差が現れることを示した.この章では，

高エタノールに対するエタノール耐性にも，酵母の脂肪酸組成が影響しているこ

とを確認し，これが細胞膜のバリア一能の違いによるかどうかについて検討した.

さらに， リポゾームを用いて，高エタノール存在下におけるバリア一能におよぽ

すリン脂質脂肪酸の不飽和度の影響について検討した.

第 2 節 実験方法

1 .供試株と倍養条件:

GYP培地(グルコース 5% ，酵母エキス 1 %，べプトン 1%) を基本培地として用い

た.酵母は清酒酵母協会 7号株を月]い，特に述べない隈り， l! 100 量を GYP培地に

接種し， 20 "C, 4 日培養した.添加脂肪酸の効果を見るときには， Chen の方法 (8) 

により脱脂した O. 1 %牛血清アルブミン( シ グマ)を分散斉IJ として， O. 5mM脂肪酸を

培地に加えた.さらにステロールの添加効果を見るときには，完全に分散させる

ために O.1%Brij58 を分散斉IJ として 1mMエルゴステロールを加えた.

2 . 生存率の測定:

培養菌体を 4"Cにおいて遠心集菌し.蒸留水で 2 回洗浄した.菌体を 20% エタ

ノールに懸濁し.スクリューキャップをゆるめて懸濁液を 15 0C に静置した.生存

Inc . より購入した.カルセイン (2' , 7' 一 [ (bis[carboxym 仔 thyl] - amino)methyl] ­

fluorescein) は和光純薬工業より購入した.多重膜リボゾームは標準的な方法

により調製した (41). PC と PE (合計 5mg) のクロロホルム溶液を窒素ガス気流下に

乾燥し，スクリューキャップ式試験管内にリン脂質の薄膜を作成した. これに

100μMカルセインを含む 10mM トリス緩衝液 (pH7. 3) 500μl を加え. 40秒間隔に 20秒

ずつ 10回ボノレテックスミキサーを用いて撹枠し，カルセインの封入された多重膜

リポソームを形成させた後， 3000 x g , 10分間遠心分離して沈澱させ，緩衝液で

洗浄して用いた.
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リポゾーム懸濁液 50μl を， 0"-'17.5% のエタノールと 200μM COC1 2 を含む 10mM

素鎖長が大きくなるにともなって勾配が大きくなるのは， リポソームのアシル基

聞の疎水的相互作用におよぼすアルコールの影響がその炭素鎖長に依存して大き

くなり，バリアー能が低下した結果と考えられる.

6. リポゾームのカルセイン透過性の測定

トリス緩衝液 (pH7. 3) 2. 55m1 に希釈し， 16 0C における懸濁液の蛍光強度 (Fn )を蛍

光分光計 PF - 5000 (島津製作所)を用いて連続測定した.この際.カルセインの励 つぎに， 0'"'-17.5% エタノールを含む緩衝液中での蛍光強度(% )の経時変化を

起波長として 490nm，蛍光波長として 5201101 を用いた. リボソームに封入されてい 見たところ， Fig. 3-1 (B) に示すように，エタノール濃度が大きくなるにしたがい

ないカルセインは C0 2 + とキレートを形成し蛍光が消失するので.蛍光はリポソー

ム内部および外部の非消光画分から検出される合計となる.引き続き， 20% トリ

勾配が大きくなった.小さなサイズのリポソームに依存すると考えられる大きな

減少が初期に認められたが，その後勾配は片対数グラフ上に直線で示された.そ

トン X- I00 を 50μ1添加し，蛍光を再度測定した.これによって， リポソームは破

壊され，残存する蛍光 (F Q )は消光されないカルセインの平衡濃度によるものであ

る. したがって，封入カルセインの蛍光強度は以下の式によって示される.

こで以下の実験では，エタノール濃度が 17'"'-18% に達するとき清酒謬における発

酵が急、に緩慢になることを考慮にいれて， 17.5% のエタノールを含む緩衝液中で

蛍光強度の 測定を行い， 20分以降の蛍光減少の経過を直線に近似して，その勾配

(Fn -FQ.r)/(Fo - F Q ・ r) x 100 = trapped calcein (%) (3-2) を減少速度定数として評価することにした.

(A) (8 ) 

100 a 100 
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ここで， F o は初発蛍光 Fn をあらわし， rはトリトン X - 100 の添加による希釈ファク

ターをあらわしており， この場合1. 02 となる.

第 3 節 実験結果及び考察

高濃度のエタノールが存在するとき， リン脂質膜のバリア一能におよぼすリン

1 . リポソームのバリア一能に及ぼすリン脂質アシル基の飽和度の影響

脂質脂肪酸組成の影響を， リポソームを用いて以下のように検討した.

大豆 PC-dipentadecanoyl PE(1: 1) からなるリポソームに封入されたカルセイン

の蛍光強度(% )を，炭素鎖長の異なる種々のアルコール存在下に経時的に測定し，

リポソーム膜のバリア一能に及ぼすアル・コーノレの効果を見た. O. 86M メタノール，

Fig. 3-1. Effect of alcohol on fluoresence of trapped calsein. 

(A) Liposomes composed of soybean phosphatidylcholine , diｭ
pentadecanoyl phosphatidylethanolamine(weight ratio 1:1) formed 
in Tris-HCl buffer(pH 7.3) containing 100μM calcein were added 
to 2.55 ml of Tris-HC1 buffer containing 200μM COC12 and 0.86 
M n-alcohol(a:methanol , b:ethan01 , c:propanol , d:buthanol) at 
zero time. Incubation continued for 60 min at 16t. (B) Liposomes 

were added to the buffer containing ethanol(a:O% , b:l0% , c:15% , 
d:17.50~). Other conditions were the s細e as described above. 

エタノール，プロパノール.ブタノールを用いた際の蛍光変化を Fig. 3 - 1(A) に示

す.蛍光減少の勾配はアルコーノレの鎖長に依存しており.プタノールによる急激

な蛍光減少はリポソームが破壊されたことによると考えられた.アルコールの炭
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リポ ソ ーム中 での 飽和 脂 肪酸 のみをアシル Jk とする リ ン 脂質 の 割3 - 3 に，Fi g. 17.5% エタノールの存在の有無種々の比率で PC と PEからリポソームを調製し，

ア シ ル 基として 飽和脂肪酸を持蛍光強度の減少速度定数との関係 を示 す.合と，大 豆 PCおよび大 豆町はりノール酸をが蛍光強度の経時変化に及ぼす影響を見た .

P C - PE 二 重膜また ，速 度定数が 急 に小 さくなった .ン脂質の増加にともない，つリPEはそのアシル基に飽和脂PC と dipalmi t oyldipalllitoyl 含むりン脂質として，

se para t i o n ) を起こすphase 膜内におけ る 相分離(l at e ralは PC / PE比に よ っては，ン 脂質の脂肪酸組成を大 豆 由来のリン脂質として用いた.肪酸のみを持つリ

P C / PE 比 は 速 度定数 に用いた 実'験条件 の 範囲 では，ことが報告されているが (42) , エタノール3- 2にカルセイン保持率の変化の 一 例を示す.Fi g. Table 3 - 1 に示す.

ほとんど影響しないようにみえた.
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いずれのリポソームもア シ ル基の不飽和度の違いに関わらず，が存在しないとき，

リン脂質17.5% エタノールの存在下では，しかしながら，高い蛍光を維持した.

の違いによって経時変化に顕著な差が認められた.

Table 3-1. Fatty acid composition of PC and PE 

originated from soy bean. 

10 Fatty acid composition(%) 

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 

13. 1 0 3. 8 11. 3 65. 7 6. 1 

17.8 0 2.5 9.0 63.4 7.2 

PC 

PE 

1020406080100 
Saturated phospholipid( %) 

Fig. 3一3. Relationship betwccn the percentage of acyl saturatcd l 
phospholipid and the velocity coe[ficient of fluorescencp d ecrでas C:' .

Liposom目les composed of PC and PE as described below werc addcd to 

the buffer containing 17.50/0 ethanol. 
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f 

Fig. 3-2. Effect of fatty acyl residues of phospholipids on the 

fluoresence of trapped calsein. Liposomes were added to the buffer 

in the presence and absence of 17.5% ethanol (heavy 1 ine and light 

line , respectively). Solid line is di-palmitoyl PC: di-penatdecanoyl 
PE (1:l), dashed line is soy bean PC: di-pentadecanoyl PE(1:2) and 

dotted line is soy bean PC: di-pentadecanoyl PE(2:1). Other 

conditions were the same as described in the legend of Fig.3-1. 
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リポソーム実験から，高濃度のエタノール存在下ではリン脂質アシノレ基の不飽

それぞれ別に培養した菌体を用いて，細胞懸濁液上清にみられたヌクレオチド

の平衡濃度と細胞密度の関係を求めると， Fig. 3 - 5 に示すように直線関係が認め

られた . このことから，用いた条件下では，再現性のある結果が得られると考え

られた. しかしながら， t2% エタノール存在下に 30 0C で観察すると，初期の急激

な増加につづいて平衡に達する傾向を示したが，その後併び砲やかな増加が観察

され，被酸の酵素分解とそれにともなう生成ヌクレオチドの膜透過が起こってい

ると考えられた(データ省略) . 

2. 細胞膜透過係数に及ぼす脂肪酸の影響

和度によって，膜透過性に著しい違いのあることがわかった.そこで， リポソー

ム実験でみられたと同様の違いが， リン脂質以外の構成成分を含む細胞膜の膜透

過性においても認められるか検討した.細胞膜にヌクレオチドの輸送系は見いだ

されていないので，細胞膜を透過した細胞外ヌクレオチドを測定することにより.

細胞膜透過性に及ぼすリン脂質アシル基の不飽和度の影響を見積もることができ

ると考えられる . Fig. 3 - 4 に，エタノール溶液に細胞を懸濁し 15 0C においたとき

の，上清のヌクレオチド濃度の経時変化を示した .ヌ クレオチド濃度の増加は初

期に大きく，徐々に緩やかになり平衡値に達して，単純拡散に従っているように 150 

。

見えた.
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I n c u b a ti 0 n ti m e ( h ) Fig. 3-5. Relation between cell density and the equilibrium in 

nucleotide concentration. The equilibriuw in nucleotide concentration 

were obserbed and proportional to cell density over a wide range 

(r=0.9144 へ n== 2 1)， when cell suspension in 20% ethanol were incubated 
at 15t. 

Fig. 3-4. Tjme course of extrace-llular nucleotide concentration in 

cell suspension. Yeast cells were suspended in aqueous solution of 

ethanol (.: 10%, 0 :20%) and incubated at 150C. 
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拡散モデルでは，細胞外溶質濃度と時間との関係は次 の式で示さ れる. で， 20% エタノール中における平衡濃度を用いた.エ タノ ール濃度 20% において，

直線の勾配は他のアルコール濃度に比べて大きく，エタノール濃度が 15% から 20

1 n (C. 国 一 C.) = ln(C. 同 一 C. O ) (I + v)(刈 / V I ) P' t (3 -3) %の間で膜透過性が急激に大きくなると考えられる.

つぎに脂肪酸の種類の影響を見るため， 0.5mMパ ルミチ ン 酸，またはリ ノ ール酸

を含む GYP培地にて培養した菌体を用いだ.この実験デー タのプロッ ト の' 例を，ここで，

t :time(h) Fig. 3-6 (6) に示す.それぞれ直線関係が得られ 、 リノール酸に比 べ .ハルミ チン

Ce :extracellular solute concentration(凶 01 / cm 3 ) 酸の方が直線の勾配が小さい傾向にあ った .このことか ら， 7. 0% エタノール存住

w h e n t= 0, C. = C e 0 下における両者の膜透過性を比較することが可能と考えて，数回の実験デー タか

らそ れぞれ膜透過係数を算出し， Fig. 3 - 7 に示す結果を得た.

Fig. 3-6. Relationship between ln (Ce同 一Ce) and time accoding 

to Eq. (3-3). (A) The effect of varing ethanol conccntration in 

cell suspcllsioll on cell membrane permeabili ty was studied. 

Ethanol concen tration: O. 0%; ム ‘ 10%; 口 ， 15%; ・ ， 20%. 
(6) Cultures were prepared in basal medium supplemented with 0.5 mM 
palmi tic acid (.) or linoleic acid (0) for the examination of a 
difference between palmitic acid and linoleic acid with respect 
to cell membrane permeabi li ty. Experimental data were obtained 
from cel1 suspension in 20010 ethanol. 

wh en t = ∞ ， C. = C. ∞ 

A :total surface area of cell membrane(cm
2
) 

V, :total intracel1ular liquid volume(cm3) 

Ve :extracellular liquid volume(cm3) 

V :V , / V. ( ) E
~
m
i
)
 P' :cocfficicnt of mcmbrane permeability(cm/h) 
-、Q) 
。
1
8
uQ) 2 
c:: 

ここで，細胞の長径と短径を顕微鏡下で測定し，それらの平均値を用いて，細

胞を楕円体と見なしたときの体積を公式から.また表面積を積分により求め，そ

れぞれ 5.71 x 10 10c m3 , 2.88 x 10 -" c m 2 とした.さらにトーマ氏血球計を用い oj 
10 20 
Time(h) 

て求めた 4回の計数の平均細胞数を乗じて求められる全体積と全表面積を，それ

ぞれ Vi ， A とした.

エタノール濃度が 0'"'-20% の範囲において細胞懸濁液を用いてヌクレオチド濃

度を経時的に測定したところ.式 (3-3) は， Fig. 3-6 (A) に示すようにヌクレオチ

ド濃度の実験データをよく表すことができた.ただし， 20% より低いエタノール

濃度条件でのヌクレオチド平衡値は，実験を行った時間内で観察されなかったの
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Table 膜透過係数の差異が顕著に認められたが，Brij58 を用いた場合の方が，

Brij58の使用添加脂肪酸が菌体リン脂質に取り込まれる量が，3 - 2 に示すように，
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さらに 1mMエルゴステロールを添によって大きくなったためであると考えられる.

パルミチン酸とリ膜透過係数は幾分小さくなる傾向が認められたが，加すると，

ステローノレがリン脂質 二 重膜の状態ノール酸の添加効果の関係は同様であった . ••• 
@
。
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本自転移点以上の液晶状態によって異なった性質を示すことはよく知られており，
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リノール酸とともにステロールを添加49) . 膜透過性は減少する (48 ，れ (43-47) ，

KH2P04 中で高30 0C において1. OMエタノールを含む 67mMして培養した菌体では，ー

この実験で用いた 15t の温度でいエタノール耐性を示すことが報告されており，ー
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膜透過性に及ぼすエルゴステロールの効果が十分に現れなかったと考えられは，
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酵母の脂質中にステロールはほとんど検出嫌気的環境にある清酒醸造では，る.

ステロールの添加効果は考慮しなくてよいと考えられ1- 2) , されないので (Fig. 

る.Fig. 3-7. Effect of fatty 臘id on Illembrane perlllcabiJity coefficient 

(f'). Cells cultiv凡 r ed ill thc mediuw containing palmitic acid(l6:0) or 
linoleic acid(18:2) , supplcmcnted with or without ergosterol(ES) , 
werc assigned to the experiuren Ls at 150C, as described in F j g. 3-6B. 
Oefatted albumin(O) or Brij 58(.) were used as thc elllulsifier for 

lipids in the cultivation media. 
Table 3-2. Fatty acid courposition of phospholipids 

extracted from yeast grown on different fatty acid supplements 

Fatty acid composition(%) 

14:1 16:0 L6:1 18:0 18:1 
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�/lllo1 18:2 14:0 PL Emulsifier 

0.39 

0.39 

1. 30 

1. 36 

ND 

ND 
63.5 

66.4 

5.6 

5.8 

1.7 

1. 1 

4.8 

2.3 

6. 7 

3. 1 

33.3 

43.9 

1.4 

2.5 

54.5 

46.5 

16.9 

21. 4 

0.3 

O. 2 

O. 1 

ND 

PC 

PE 

PC 

PE 

16:0 

18:2 

Brij58 

平均パ ルミチン酸に富む細胞とリノール酸に富む細胞の膜透過係数の聞には，

0.47 

0.44 

0.62 

0.71 
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17.0 

10.2 

14.4 

11. 8 

8.8 

8.8 
8. 7 

18.4 

23.6 

15.7 

17. 1 

34.2 

42.9 

39.4 

31. 5 

11. 8 

3.3 

6.9 

7.7 

6.6 

4.4 

4.4 

4. 7 

16:0 

Defatted 

albumin 

また脂肪酸分散斉IJ としてアルブミン ，値の差の検定によって有意差が認められ，

18:2 パノレミチン酸に富む菌体の方が膜のバリアーは Brij58のいずれを用いた場合も.

• The values of unsaturation C6./mol) were calculated as C%monoene+% [diene]) /100. 
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生翫を用いて仕込んだ情酒穆が，穏やかな発酵経過ではあるが，謬末期もよく

発酵するという事実がある.これは， リン脂質脂肪酸の不飽和度の小さいことが，

高エタノール存在下で大きな膜バリア一能を示すということによって説明できる

と考えられる. しかしながら， Beavan らは ， S. cerevisi・ ae NCYC431が脂肪酸を含

まない培地でエタノール存在下に増殖するとき.パルミチン酸が減少しオレイン

酸が増えて， リン脂質の脂肪酸不飽和度が増大することを報告しており(18) ，エ

タノールに対する適応現象と考えられている.他方，同様の現象は E. col iにおい

ても見られ，飽和脂肪酸合成の減少によって飽和脂肪酸レベルが下がった結果で

あり，パルミチン酸を添加することでこの減少がみられなくなることが示されて

いる(1 9 ， 20). したがって，エタノール存在下に増殖した酵母菌体に見られるリ

ン脂質脂肪酸組成変化においても，パノレミチン酸の増大することが，高エタノー

ルに対してより耐性をもたらす変化であることを確認しておく必要があり，次項

において検討する.

3. エタノール存在下での噌殖により誘導される酵母細胞ののエタノール耐性

第 1 章において示したように，増殖培地中のエタノールの有無によって， リン

脂質脂肪酸組成は大きく相違しており，エタノール環境下で増殖適応をした結果

と考えられる. しかも，培地中に添加された脂肪酸の種類により，その変化は著

しく異なり， リノール酸添加によってリ ン脂質脂肪酸組成中にオレイン酸が増加

したが，培地中にパルミチン酸があればパルミチン酸の大きな増大が観察された.

いずれの脂肪酸変化によって，高エタノールに対する耐性がもたらされるかを知

るために，それぞれ添加脂肪酸とエタノール濃度の異なる培地で生育した菌体を，

18% エタノーノレを含む GYP培地に懸濁し， 15t における生存率の経時変化をみた.

結果を Fig. 3-8 に示す.
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Fig. 3-8. Survival curves for cells of Saccharomvces cθrθ v isiae in 
the presence of 18% ethanol. Cells of 丘 cerevisiae K 7 grown in GYP 
皿 edium containing 0.5 mM palrniUc acidC.) or linoleic acid( O ) , 
supplemented wi th 0% (A) , 4% (B) , and 8% (C) ethanol respecti ve ly , were 
suspended in GYP rnedium containing 18% ethanol and incubated at 1 5 じ.

The viable cell numbers was measured by sprcacling dilul iOll5 of ceLls 011 

GYP agr mecliurn. Vertical bars indicate 95% confidencc ] irnl t5 for four 

fold experiments. 

いずれの脂肪酸添加培養菌体においても，増殖培地中 のエタノール濃度が大き

くなるにしたがい， 18% エタノール中における菌体の死減速度定数は小さ くなる

傾向が認められた.また，パルミチ ン酸添加培養菌 体 の死減速度定数 k (d 1 ) は ，

培養時のエタノール濃度が O. 4. 8% のときそれぞれ O. ~ï. 8. 0.269 , 0.142 となり，

リノール酸添加培養菌体のそれはそれぞれ， 0.506 , 0.453 , 0.161 となって，い

ずれの場合もパルミチン酸添加培養酵母が高い生存率を示した.この事実は，エ

タノールを含む培地中で増殖した菌体のエタノール耐性の増大を，菌体のリン脂

質不飽和脂肪酸の増大の結果として(18) . 一義的に説明できないことを示 唆して

いる.また，培養時のエタノーノレ濃度が 4% と 8% では菌体のリン脂質脂肪酸組成

はほとんど変わらなかったが， 8% エタノール存在下に増殖した菌体の死減速度
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定数は急激に小さくなり， 8% エタノール中で増殖することによって，脂肪酸組

成以外のエタノールに対する耐性機構が誘導されたと考えられる.

4. エタノール存在下に増殖することにより誘導される酵母細胞のバリア一能

菌体を 20% エタノールに懸濁したとき，細胞からのヌクレオチド漏出は拡散に

従うと考えて .ヌ クレオ チド漏出量の平衡値と初期の漏出量との差の経時変化を

そこで，直線の傾きと懸濁液中の細胞密度から，膜透過係数 P' を算出し ，

Table 3 -3 に示す結果を得た.いずれのエタノール濃度における増殖菌体を比較し

た場合も，パルミチン酸添加培養酵母の方がリノール酸添加培養酵母に比べて，

直線の傾きと懸濁液中の細胞密度から算出した膜透過係数Yは小さな値を示した.

示したものが ， Fig. 3 - 9 である.種々 の 濃度のエタ ノ ール存在下に， パ ルミチン

酸またはリノール酸を添加して培養した菌体か ら得られたいずれのデ ータも.片

対数グラフ 上で直線に結ぶことができ.ヌ ク レオチドの漏出は (3-3) 式によって示

Table 3-3. Effect of ethanol and fatty acid in growth 

medium on membrane permeability coefficient P of 
SaccharOJJJyces cerevisiae 

される ことがわかった. Culture condition 

P (cm/h) 

3 

4.02 X 10-6 

7.95 X 10-6 

3.66 X 10-6 

4.27 X 10-6 

1. 19 X 10-6 

3.47 X 10-6 

a 0.5 皿M fatty acid, palmitic acid(16:0) or 
linoleic acid(18:2) added to the medium. 

Ethanol (%) FFAa 
。 16:0 

18:2 

4 16:0 

18:2 

8 16:0 

18:2 

F
O
R
M
a

斗

由
。1
8

円4

由
。

このように，ヌクレオチド漏出の初期過程を単純拡散に近似して評価できたが，

は， Fig. 3 - 10に示すように，著しく異 なった.すなわち，エタ ノールを含まない

培地中のエタノールの有無によって，漏出量が平衡に達するまでのプロフィール

10 5 

Time(h) 

10 培地で培養した菌体からのヌクレオチド漏出は，平衡値に達するまでほぼ一様な

拡散に近似することが可能なように見えた. しかしながら，エタノールの存在下

Fig. 3-9. Diffusion of intracellular nucleotide through cell 

membrane. Cells were suspended in 20% ethanol and incubated 

at 15"C. Extracellular nucleotide concentration were measured 

over a time course. Differences between the equilibrium and the 

measured during the early period were plotted against time. 

Cultures were prepared in GYP medium containing 0.5 凶 palmitic
acid(open symbol) or linoleic acid(colsed symbol) , supplemented 

with 0%(0 , . ), 4%(ム， "'), and 8% (口 ， ・ ) respectively. 

に培養された菌体を用いたときには，ヌクレオチドの漏出は，およそ 10数時間の

あいだ著しく抑制されていた.この傾向は，パルミチン酸， リノール酸のいずれ

の脂肪酸を添加して培養した菌体にも認められることから，月旨肪酸組成に依存し

ない一過的な膜透過性の低下が，エタノール存在下に培養することによってあら

われたと考えられる.
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を示唆していると考えられる.

20 

10 

(
一ε~仏
』
四
→
ニ
ω
百
一
吉
田
一
U
コ
Z

a
u
T
n

，
ι
 

一E
九
n
-
t
O
4
4
)

由
百
五0
2
Uコ
Z

100 

Fig. 3-11. Effect of iodoacetamide on barrier-[orming-abi li ty j nduced by 
glucose. Cells grown in GYP medium containing 8% ethanol were suspcnded in 
20% ethanol in the presence of 50 mM glucose(O ) , and 1 mM jodoacetamide was 

added (6 , \7, 0) at the time when arrows indicated. The concentrations of 
extracellular nucleotide were measured over the wholc time coursc. 
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要約第 4 節Fig. 3-10. Time course of extracellular nucleotide concentration 
in cell suspension. Yeast cells incubated in GVP medium containing 
pal・itic acid(A) or linoleic acid(B) , in the absence(circle) and 

presense(triangle) of 80/0 ethanol were resuspended in 200/0 ethanol 
and incubated at 15~. The cell density in Fig.3-10(A) was 5.8xl07 (・ ) , 
4. 9x107 (企 ) per ml , and that in Fig.3-10(B) was 2. 7xl07 (0 ) , 7. 5x106 (ム)
per ml respectively. 

コバルトイオンを含むエタノー蛍光色素カルセインを封入したリホソームを，

0'"'-'17.5% の範囲でエタノール濃度の増大にともなっル緩衝液に懸濁したとき.

蛍光強度の顕著な減少が認められ，て， リポソーム膜透過性がエタノール濃度に

PC - PE リポソ17.5% エ タノールを含む緩衝液中で，依存することが示された.

蛍光強度の減少ーム中に飽和アシル基を持つリン脂質の割合が増大するに従い50mM グノレ3-11 に示すように，Fi g. 初期に認められた漏出量の低下は，さらに，

20% エタノールを含む細胞懸濁液を 15t においたとき，速度定数は小さくなった.解糖系のグリセルアルデヒこのとき，コースを添加することによって継続した.

ハルミチン酸添加培養菌細胞内ヌクレオチドの溶出は (3-3) 式で示すことができ.ドを添加すSH阻害剤モノヨードアセトアミドロゲナーゼのドーホスフェートデヒ

リノール

パルミチン酸添加培養酵母に比べてエタノール存在下におけ

ノール酸添加培養菌体に比べて小さな膜透過係数 P' を示した.

酸添加培養酵母は，

リ体は，この漏出

膜タン パク質が 関与していること

このことから，ほぽ同時にヌクレオチド漏出量が大きくなった.

の抑制はエネルギー依存的であると考えられ，

ると，
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る生存率が低く，膜透過係数の影響を示唆していた.

エタノール存在下で増殖させることにより，高濃度エタノール中での菌体の膜

透過係数Yは小さくなり，同時に生存率も向上した. しかしながら，この場合に

も，パルミチン駿添加培養酵母の方がエタノール耐性，細胞膜ノくリア一能の.い

ずれにおいても上回っていた. 8 %エタノーノレ中で増殖した酵母菌体を用いたと

き，高濃度エタノール中で菌体内ヌクレオチドの漏出が初期には抑制され，グル

コースを添加することにより漏出量の 抑制が持続した.このとき解糖系を阻害ーす

るためにそノヨードアセ トアミド 1 1ll M を添加すると，ヌクレオチドの漏出抑制は消

失し， リン脂質膜脂肪酸組成に依存したバリア一能とは別に，エネルギー依存的

に膜透過性を 抑制する機構が誘導されたことが示唆された.
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第 4 章 乳酸菌による蒸し米溶解促進と作用因子の分画

第 1 節緒言

生翫中のミクロフローラや，成分の特徴について多くの研究が見られるが，生

翫中に存在する種々の微生物の死滅菌体が酵母，または醸造に及ぼす影響につい

ての検討は見あたらない.そこで，死滅菌体が清酒醸造に対して何らかの効果を

持つものと予想し，この事を生翫より分間I された乳酸菌について検討したところ，

麹による蒸米の溶解を促進する現象が見出された.ここでは，この現象を惹起す

る作用因子の分画，同定を試み，清酒醗造における有効性について検討する.

第 2 節 実験方法

1 .使用菌株

自社生翫より分離した LactobacilJus sake L5株を用いた.他に ， L. sake IFO 

3541 , Leuconostoc mesenteroidesとして自社 生翫より分離した L74，および IFO

3832 を 用いた.また ， L. casei subsp. ramnosans IF03863 も供試した.

2. 乳酸菌培養条件

GYP培地(酵母エキス 0.5% ，ポリベプトン 1 %，グルコース 2% )を用い， 30t. 

24時間培養した.

3. 菌体消化被の調製

乳酸菌菌体を集菌後， 2xl0 1o /ml になるように無菌水に懸濁し， 40t , 3 日間静

置した.懸濁液を 27 ， OOOxg ， 10分遠心分離し，上清を自己消化液とした.また，

蒸留水に菌体を懸濁後. 120 oC , 10分オートクレープし，菌体懸濁液，またはそ

の遠心上清を供試する事も行った.
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4. 作用因子の分画

自己消化被を 4t において蒸留水に対し 3回透析し，透析内被を得た. 3容の

エタノールを透析内液に加え， 4t に l晩静置後，遠心分離により沈殿を得，エタ

ノールで洗浄後蒸留水に再溶解し，この遠心上清を粗多糖とした.粗多糖画分に

除タンパク質，除核酸のため 5% トリクロロ酢酸を加え， 4 "Cにおいて蒸留水に対

して透析し， トリクロロ酢酸を除去した.さらに 5%酢酸ナトリウムを含む 0.5N

酢酸中に溶解させ， 50ml の溶液に対し O. 1 gカオリン， 0.3g ロイド試薬を加えて撹

枠し，残存タンパク質を可及的に除去した.この上清に再び 3容エタノールを加

え，沈殿する画分を多糖画分とした. 0.0 1M硫酸ナトリウムに多糖画分を溶解し，

セチルトリメチルアンモニウムブロミドを添加し， 37 "C, 5 時間静置後遠心分離

により，上清と沈殿をそれぞれ得た.沈殿は lN NaCl に溶解後， 5容のエタノーノレ

を加えて 4t に 1晩置き，遠心分離により得られた沈殿を蒸留水に溶解した後，蒸

街水に対して透析し，酸性多糖画分とした.他方 ， 1二清は 7容のエタノールを加え，

tt "C に l晩静置後，遠心分離により得 られた沈殿をエタノール，ジエチルエーテル

で洗浄し，蒸留水に溶解して中性多糖|両分とした.

5. 化学分析

消化被の分画を以下の方法により分析した. リンの定量は過ヨード酸法 (31) に

より行い，ヘキソサミンの定量は， Sakurai らの方法 (50) にしたがい，試料を lN

II z S04 中で 120t ， 1 時間加水分解し中和後， B 1 j x 法により行った.ヘキソースは

Anthroner:去により定量し，同定は試料を 0.75N II z S04 中で 100 "C， 3 時間加水分解し，

炭酸ノくリウムにより硫酸を除去後， 1 %アンモニア ー フェノール( 1 : 4) を展開溶媒

とするペーパークロマトグラフィーによりアニリン試薬を発色剤として行った.

グリセロールは，同加水分解液を試料として F キット・グリセロール(ベーリン

ガー・マンハイム山之内)を用いた酵素法により検出した.アミノ酸は， 6N HCl 

により N2 ガス中で加水分解し，アミノ酸アナライザ一 ML203 (アトー製)により頂1]
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定した.

6 細胞壁の調製

Cummins , Harrisの方法 (51 )により，乳酸菌菌体より細胞壁を調製した.すな

わち，菌体のホモジュネートから遠心により粗細胞壁を集め，熱処理後， 0.05M 

リン酸緩衝液 (pH7.6) 中で 37t において下リプシン， RNasc処理を 3 時間行い， 洗

浄後 O.02NHCl 中でペプシン処理を 24 時間行った.水で数回洗浄して得 られた精製

細胞壁標品を蒸留水に懸濁し， 120 oC , 10分オート クレーブを行い ，遠心分離 によ

って得られる上清を可溶化細胞壁を含む試料とした.

7. テイコ酸の調製

Armstrong らの方法 (52) に従って，細胞壁よりテイコ酸を抽出した.すなわ ち，

精製細胞壁を 10% トリクロロ酢酸に懸濁し. 4 0C に l 晩撹伴抽出後，遠心によって

上清を分離した.上清に 3容のエタノールを加え 4 0C に l 晩静置し，沈搬を遠心に

よって分離し，エタノールで数回洗沖したものをテイコ円安とした.

8. モデル酒母中での消化実験

グルコース 2% (W/V) およびエタノール 0 ， 5 , 10 , 15% (W / V) を含む lOOmM乳酸 緩

衝液 (pH3.85) に乳酸菌 L5株の洗浄菌体を 2x]O g / ml になる ように懸 濁し， 10"Cまた

は 20t に静置した.経時的に遠心上清を採取し， 4 0C において蒸留水に対して 4 回

透析後， リンの定量と， 260nm における吸光度の測定を行った. OD u， e， - 0.286( 光

路長 lcm) を全核酸 10μg/ ml とみなして，全リンから核酸態リンをさしひき，テイ

コ酸由来のリンとした.

9. α 化米溶解試験

α 化米 16g，凍結保存麹 10gに対し，菌体消化液またはその分画液を含む 20mM 乳

酸緩衝液 (pH4.0)40ml の組成比からなる仕込を行い， 15 0C または 12.5 0C において

溶解試験を行った.また乳酸緩衝液にかえて井水を用い， 55t での溶解試験も行

った.
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降毎日 1度ずつ 15 0C まで昇温させた.

に加え， 15 0C において α 化米溶解試験を行い，溶解率を経時的に求めた . 汲み水

中の乳酸菌数と基質溶解率との関係を Fig. 4 - 1 に示す.これから，死滅菌体添加

による α 化米の溶解率の増大は溶解の初期に顕著に認められ，菌体密度約 6xl0 8 /

ml までは菌体密度にほぼ比例した.このことから， L5株歯体成分中に α 化米の溶

解を促進する作用物質の存在が示唆された.

1 0 .清酒小仕込試験

Table 4 - 1 に示す仕込配合で，清酒小仕込試験を行った . 添仕込，仲仕込，留仕

込のいずれかの際に. 5.6xl0 1o 細胞 の 乳酸菌 L5株より抽出したテイコ酸(リン含

150μg) を添加し，添仕込温度を 1S 0C ，仲仕込および留仕込温度を 10 0C とし，以

Table 4-1. Feed progr制 for preparation of sakθ mash es. 

1st 2nd 3rd 

Material (ha tsuzoe) (nakazoe) (tomezoe) Total 

α -rice (g) 24 43 87 154 

Rice-koji (g) 13 12 23 48 

Well water (ml) 62 77 170 309 

1 1 .溶解率の算出

ま
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色白その上
ζコ

α 化米溶解試験，および清酒小仕込試験の穆を経時的に遠心分離して，

1IT ;をニトロセルロース製メ ン プラ ン フィルター(ポアサイズ 0.45μ) でろ過後，密

度比重計 DA - 210(京都電子工業)で測定した . 清酒小仕込試験のろ液は国税庁所定

分 析法注解に従い蒸留後，開液のアルコール度を密度比重計で測定した.ろ液の

比 重とアルコール度から永谷の方法によって (53) 基質溶解率を求めた .こ の際に

水分については α 化米 11 %.麹 22% ，溶解基質については α 化米 83% ，麹 69%

と して算出した . ここに言う基質とは， α 化米および麹中の全固形物のうち麹菌

の 酵素に よ って溶解可能な成分を指す.

o 5 10 

C ell num ber(x1 0 8/m 1) 

Fig. 4-1. Relation between celJ nuruber of lactic acid bacteria and 

dissolution rate of substrate. 40 rnl of 20 皿M lactate buffer(pH 4.0) , 
including autoclaved cell suspension , was added to 16 g of α -rice and 

10 g of frozen rice koji. Saccharification was carried out at 15'C for 2 
to 12 days. 

2. 種々の菌株による溶解促進作用

第 3 節 実験結果
L. sake 2 枝、 Leuc. mesenteroides 2 枝、 L. casei subsp. rhamnosans 1株巳

1 . α 化米溶解に及ぼす死滅菌体懸濁液の効果

乳酸菌 L5株の懸濁液をオートクレーブ処理後，種々の菌体密度になるよう汲水

っき，菌 体懸濁被をオート クレーブ処理後，その遠心上清の透析内液を汲水の 一

部とし， 55 'Cで α 化米溶解試験を行った.いずれの菌株を用いた場合も溶解率の

増大が認められ，菌体の違いによらず汲み水中のヘキソース濃度と溶解率の聞に
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は有意な相関が認められた (Fig. 4-2). このことから，溶解促進因子は多糖類で

ある可能性が示唆され，乳酸菌に共通の菌体成分に由来しているものと推察され

て溶出する熱に安定な高分子物質であると考えられた.

さらに溶解率の増大は，多糖画分でも同程度に認められ，その効果のほとんど

た. が酸性多糖画分の添加により引き起こされるものと考えられた.

-74 - 「
「u

ウi

IF 0 3 86 3 _ 
Table 4-2. Effect of subcellular fraction on dissolution 

of αrlce. 

60 Dissolution HcxosE' 

ま Addition Baurne ratlO conten1 
、- • 
.2圃~ IF 03832 

(%) (μg/rn l) 

R‘ーZ・
Control 15.39 79. 7 

c: Autolyzate 16.55 87. 1 54.5 
o Autoclaved autolyzate 
dゐ・4・

55 
16.55 87. 1 54.5 

::::J Oialyzed solution 16.57 87.3 47.9 
Cコ
cn Control 13. 76 69. 6 
υ3 

。
Oialyzed solution 15.42 79. 9 172 

Crude polysaccaride 15. 17 78.3 166 
Control 12.20 60.4 

50 ト
Polysaccharide 13.31 66.9 30 
Acidic fraction 13. 14 65. 9 13 

。 25 50 75 Neutral fraction 12.15 61. 8 14 

P 0 Iys a c c h a ri d e (μ9 hexose/m 1) 40 ml of well water, including the frtlction. WtlS tldded 
to 16 g of α - rice ancl 10 g of frozell rice- kο'.J 1. 

Saccharification was cむ士ied out at 55't [01、 scveral hours. 
Fig. 4-2. Effect of polysaccharide frorn various lactic acid bacteria 

on dissolution of α-rice. 4 g of α-rice and 2.4 g of frozen rice 

koji were added to 10 ml of 10 mM lactate buffer(pH 4.0) , including 
10% of dialyzed solution, and incubated at 55't for 5 hours. Dialyzed 
solution was prepared from the supernatant of the autoclaved cell 

suspension as the polysaccharide fraction. The organisms empolyed were 

Leuconostoc mesenteroides L74 and IF03832, Lactobaci llus sake L5 and 
IF03541 , L. casei subsp. rhamnosans IFO 3863. 

4. 分画成分の化学分析

粗多糖，および酸性多糖画分の分析結果を Table 4 - 3 に示す.粗多糖からは， リ

ン酸，ヘキソ ース，グリセロール， ヘキソサミン，アミノ酸としてアラニン， リ

ジン，グルタミン酸，アスパラギン酸が定量された.これらの組成から，粗多糖

3. 分画被の溶解に及ぼす添加効果

結果を Table 4-2 に示す.乳酸菌 L5株の自己消化液，その透析内液， さらにオー

トクレープ処理を行ったものについて，これを汲水の一部として 55'tにおいて α

化米溶解試験を行った.溶解率は対照が 79.7% であったのに対し，いずれの場合

もほぼ 87% と同様の値を示した.このことから，溶解促進物質は自己消化によっ

画分には .消化により可溶化した細胞壁が含まれているものと考えられる.他方，

酸性多糖については，アミノ酸としてアラニンのみが検出され，ヘキソースにつ

いてはペーパークロマトグラフィーによってグルコースのスポットのみが認めら

れた.これらから，酸性多糖画分はテイコ酸よりなると考えられる.

戸 一一一一一一一一一一一竺士二



テイコ酸の添加効果6. 

精製細胞壁

12. S吃において α 化米溶解試験を行っ

その傾向は溶解初期ほど顕著に認めテイコ酸の添加量に応じ溶解卒は増大し，
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Chemical analysis of polysaccaride fractions. Table 4-3. 

溶解促進因子が細胞壁中のテイコ酸であることを確認寸るために，

から抽出されたテイコ酸を扱水に加えて，

4-4 に示す.結果を Fi g. た.

ほぼ 6x10 8 /ml に相当するテイコ酸抽出に用いた菌体のレベルでみると，られた .

4 - 1 に示した傾F ig. 範囲まではテイコ酸添加量に比例した溶解率の増大があり，可溶化細胞壁の添加効果5. 

向によく一致した.L5株より調製した精溶解促進因子が細胞壁に由来することを確認するために，

その遠 心上清を汲水の 一 部としトクレーブ後.オー裂細胞壁を蒸留水に懸濁し，

13d ン濃度と溶解細胞壁溶出成分中のリて α 化米溶解試験を 12.5'tにおいて行った.

60 

(
ま)
ω
-
E
C
O
ニ
コ
一oω
的
一
口

50 

細胞壁から可溶化してくる物質により溶解率は向上4 - 3 に示す.容の関係、をド ig. 

行った添加量の範囲で溶出成分中のリン濃度にほぼ比例して値は大きしており

くなった.

6d 
50 

きE

'" 
聞

~ 40 
3 

o 
'" 剣町
Eコ

o 1 234  5 
Phosphorus in teichoic acid(μg/m り

o 5 • o 15 20 
Cell num ber (x108/m 1) 

3OL~_ ー
o 0 5 1 1.5 
Phosphorus In eluates 
from cellwa_ll( flg/ml) 

Fig. 4-4. Relation between the concentration of teichoic acid 

and dissolution rate. Sacharification was carried out at 12.5't 

using the same method as described in Fig. 4-3. 
Fig. 4-3. Relation between phosphorus in cell wall fract lOIl and 

dissolution rate. 20 ml of 20 酬 lactate buffer(pH 4.0) , including 

various amounts of soluble cell wall fraction. was added to 8 g of 

α -rice and 5 g of frozen rice-koji. The soluble cell fraction was 

prepared by dialysis of the sup eτn atan t of the autoclaved cell wall 

suspension. Saccharification was carried out at 12.5't. 
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モデル酒母中でのテイコ酸の溶出7 

4 - 5'こ示す.モデル酒母中でのテイコ酸由来と考えられるリンの経時変化を Fi g. 

濃度の上昇にとも10t において種々のエタノール濃度において検討したところ，

Fig. 4-6. Effect of teichoic ac兤l dissolvecl in a model moto on 

dissolution ofα -rice. A model moto including 10% (v/v) of ethanol 

was allowed to stand for 4 days at 20oC. 20 ml of 20 J゚M lac ta te 

buffer (pH 4.0) , including various amounts of dialyzed solut ion of 
the supernatant, was added to 8 g of α -rice ancl lO g of frozen riceｭ

koji. The dissolution rate was measured after 5 days at 12.59し.

o 1 2 

Phosphorus in teichoic Hld (Ilg/m 1) 酒母において湧また，テイコ酸の溶出速度は増大するものと考えられた.ない，

エタノール濃度 10% (V/V) にき付き休み期間に相当する環境と考えられる 20t.

同菌から抽出c e 11 s と最大溶出量に達し，μg- P/2xl0 9 ほぽ 4 日で 4. 51 おいては，

の 97% にあたる値を示した .cell s μg- P/2xl0 9 
により得られたテイコ酸量 4.63

12.5t において 5 日間 α 化米溶解試4 日後の上清の透析内液を汲水の 一 部として，
清酒小仕込試験における効果の確認8. 

テイコ酸濃度と溶解率の聞に，4 6 に示す結果が得られ，F ig. 験を行ったところ，
留仕ま Tこは，仲仕込，テイコ酸の添加を添仕込み，清酒小仕込試験において，

同菌から抽出したテイコ酸を添加した際とほぼ同様の関係が認められた.
テイコ酸の添加時期が早いほ込に行った際の成分の経時変化を Table 1 - 1 に示す.

6 
穆末期まで認め ら れた.

Table 4-4. Effect of teichoic acid on the changC' of ethanol concenlration , 

specific gravity, and dissolution ralc(今も) duri ng fe rJII ('11 t 川 i 011 of 

laboratory-scale mashes. 

溶解率は謬初期から顕著に増大し，ど，

5 

Phase of Ethanol Sake metcr Dissolution ratc 

Fermentation time本 addition (%v/v) (%) 

Control 2.8 -57.3 43. 1 

Tomezoe 3.3 -54.8 44. 1 

Nakazoθ3.3 -57. 1 45. 1 

H'atsuzoe 3.7 -57.0 46.9 

Control 12.5 25.9 74.7 

Tomezoe 12.9 27.8 77.9 

Nakazoe 12.4 -29. 8 76. 5 

H'atsuzoe 13.0 -27.6 78.7 

Control 17.8 -2. 1 91. 8 

Tomezoe 17.9 -2.5 92.2 

Nakazoe 18. 1 -2. 8 93. 6 

H'atsuzoe 18.0 -3.4 93.4 

Teichoic acid(phosphorus content 150μg) ， extracted from approximately 

5.6xl010 cells , was added to the fed water for preparation of sake mash. 

The specific gravities of the supernatants and the distillates from 

the supel~atants were measured by a density/specific gravity meter, and 
their values were converted to the sake meter and the concelltration of 

ethanol. The dissolution rate was calculated according to the method of 

Nagatani et a1. 

* Days after the last feed(tomezoθ) . 
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Fig. 4-5. Effect of ethanol concentration on elution of teichoic 

acid fraction in a model moto. L. sake L5 was suspended in 100 

酬 lactate buffer (pH 3.85) including 0% (0) , 5% (ム)， 10% (マ)， or 
15% (口) ethanol , supplernented wi th 2% (w/v) glucose. The suspension 
was incubated at 10t. Teichoic acid was incubated as the difference 

between total P and nucleic acid-form P in dialyzed solution of the 

supernatant after centrifugation. 
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第 4 節考察

生翫においてミクロフローラに関する多くの研究があるにも関わらず，これら

の菌体の死滅消化後の酵母あるいは醸造への影響についての報告はなかった.本

草において，乳酸菌を材料に蒸米溶解促進効果が示され，死滅菌体成分の影響に

ついて今後さらに検討する余地のあることが示唆された.

蒸米溶解促進作用はテイコ酸によると考えられ，数種の乳酸菌においてその効

果が確認された. したがって，この効果はグラム陽性細菌について一般に期待さ

れるものと考えられる. しかしながら，米と米麹からなる系での溶解試験でのみ

検討しているので，今後他の系で同様な効果が現れるかどうかを見ることは，そ

の作 用機作を推察する上でさらに有用な手がかりになると考えられる.乳酸菌梓

国の自己融解活性がプロトプラスト形成に関与することや (54) ，自己消化にとも

ない細胞喧成分の熔出 j ることが寸でに知られている (55) .モデノレ酒母中の消化

夫験において，テイコ般の溶出はエタノール濃度に大きく影響されたが (Fi g. 4 

;:;) ，透析内 J伎の糖含量はいずれの場合もほぼ同様の経過を示した(データ省 略) . 

二のことから，細胞壁の消化にともない ，その組成を保った高分子化合物が溶出

するのではなく，エタノー ルの存在によりテイコ酸画分の溶出が促進されるもの

と考えられる.

清酒小仕込試験におけるテイコ酸の添加量は ，酒母を用いる標準的な仕込配合

において，酒母中に乳酸菌 1. 6xl0 9 / g 由来のテイコ酸が存在すると考えた場合の

値に相当し.実際的な量と考えられる.テイコ酸の添加を添仕込の際に行った場

合に最も溶解率が噌大したことから，溶解促進効果は段仕込において継続的に現

れていると考えられる. したがって，蒸米溶解促進のためには，テイコ酸の溶出

が枯らし中に完了していることが望ましい.酒母の湧付き休みは 22'"'-'24t におい

て 2"-'3 日間進められるが，エタノール濃度 10% のそデル酒母において 2 OoC , 4 日で

-80 -

おおむねテイコ酸が最大溶

出量に達することから，温み取り(酒母の品温を 30t 近辺まで昇温する操作)後ま

でに大部分の溶出があるものと考えられる.

テイコ酸のような高分子電解質が蒸米溶解を促進する機作については，次章で

検討する.

第 4 節要約

生翫より分離した乳酸菌 LactobacjJJus sake L5株を自己消化に供したところ，

自己消化液は，麹による α 米の溶解を促進することがわかった.実験に供した数

種の乳酸菌のいずれについても溶解促進作用が見られた.溶解促進活性は，消化

液中の酸性多糖画分にあり，この画分は成分組成からテイコ酸と考えられ，さら

に精製細胞壁から調製したテイコ酸を添加することにより， α 米溶解が促進され

た . L. sake L5 を 100mM乳酸緩衝液 (pH3.85 ， 2% グルコースを含む)に懸濁した

とき，テイコ酸の溶出は温度とエタノーノレ濃度の影響を受 1)， 10% エタノール存

舟下に 20 oC ， 4 日間おいたとき，ほとんどのテイコ駿が溶出した.泊舟中の乳酸

菌に対応する抽出テイコ酸を仕込み水に添加した清酒小仕込み試験において，溶

解促進による基質溶解率の向上が認 められた .また，段仕込みの初期に添加する

ほどその効果は大きかった.
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第 5 章 乳酸菌に由来するテイコ酸の α 化米溶解促進

第 1 節緒言

前章において，乳酸菌から自己消化により溶出するテイコ酸が α 化米の溶解を

促進し，生翫を使用した際にその効果が期待されることを述べた.本章では，高

分子電解質であるテイコ酸が，どのような作用機作で α 化米の溶解を促進してい

るのかについて検討した.

清酒醸造においては，蒸米の溶解に阻害的に働く高分チとして，米タンパク質

オリゼニンがあり (56) ，黄麹菌由来の α -アミラー ゼと静電的に吸着することが

その原因であることが明らかにされている (57) .ここでは，黄麹菌由来 α ー アミラ

ーゼの，オリゼニンへの吸着に及ぼすテイコ酸の影響と， α 化米の溶解の関係に

つ いて検討した.

第 2 節 実験方法

1 .酵素

Aspergijlus oryzae 起源の結晶ア ミラー ゼ(三共製 : K A A と略称する) , 

a゚cijjus subtijis 起源の α ーアミラーゼ(和光純薬製: BAA と略称する)および

Aspergillus oryzae 起源のジアスターゼ(東京化成工業製)を用いた.

2. イオン交換樹脂

アンバーライト 1RA4 01 (強塩基性陰イオ ン交換樹脂)およびアンバーライト

IR120B (強酸性陽イオン交換樹脂)を使用した.

3 . タンパク質

米タンパク質として平成 1年度産の日本晴(精米歩合 70% )から，石) 11 ，布川の方

-82 -

法 (5 8) に従 って分画したオリゼニン函分(オリゼニンと略称する)を用いた.その

他のタンパク質は，仔牛胸腺のヒスト ン (シグマ製)および絹フィブロイ ン (和光純

薬製)を用いた.

4. テイコ酸

Cummins , Har ris らの方法 (51 )により得られた La ctoba cj jJus sake L5株の精製

細胞壁から， Armstrong らの方法 (52) に従ってテイコ酸を調製した.また第 4 章

で用いた方法に従い，乳酸菌自己消化被を調製し，それ より得られるテイコ酸画

分も用いた.

5 . α ーアミラーゼ，およびテイコ酸の米粉またはオリゼニン への吸着

α 一アミラーゼの，生米粉またはオリゼニンへの吸着におよぼすテイコ酸の影響

を検討するため，生米粉(1 00'"'-200 メッ シュ) .またはオリゼニンを吸着体として，

これに実験ごとに 一定量の α ーアミラーゼおよび種々の濃度のテイコ酸を含む各種

緩衝液を加え，十分に撹枠した 後， 4 0C にて l 晩 放置し， α ーアミラーゼおよびテイ

コ酸を吸着させた.懸濁液は撹搾した後遠心分離(1， 700 x g , 10分)して，得られ

た上清の α ーアミラーゼカ価，およびリン濃度の測定から， 。ァミラーゼおよ び

テイコ酸の吸着量(率)を算出した.

6. 不溶性タンパク質への吸着

不溶性のフィブロイン 100mg ， ヒスト ン 10mg に対して， 22.4 un its の KAA を含ん

だ pH4.0 ， 20mM乳酸緩衝液 2ml を加えて撹枠し ， 4 0C で一晩吸着させた.この際に

テイコ酸画分(リン含量にして 15. 9μg) を 含む緩衝液も用い， α ーアミラーゼ吸着

率は，添加した α 一アミラーゼと上清の α 一アミラーゼ力価の差を吸着量として，

添加した α 一アミラ ーゼ に対する百分率で示した.

7. イオン交換樹脂による吸着

再生した樹脂を， pH4.2 , 20ml酢酸緩衝液で平衡化した後，水分を可及的に除

いた樹脂 100mg に 364unitsの KAA を含んだ酢酸緩衝液 2ml を加え， 40Cで l 晩吸着さ
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せた.この際に，さらにテイコ酸画分(リン含量にして 39. 7μg) を含む酢酸緩衝

液も用い，遠心上清の α 一アミラーゼ力価とリンの測定を行った .

2. 米溶解試験における 液中 α ーアミラ ー ゼ活性

3980 unitsのジアスターゼ，および乳酸菌自己消化被または透析内液 10% を含

8. 分析法

α 一アミラーゼの力価は国税庁所定分析法注 解 (59 ) に従って測定し ， 1% 可溶性

む 20 mM コハク酸緩衝液 (pH4.4)25ml に， α 化米 10g を加え， 1 5 0C に 24 時間溶解後，

α ーアミラーゼ吸着量(率)を調べた.対照が 2446 unitsの吸着量を示したのに対

デンプンを基質として， 40t , 30分間反応を行ったと きの Wohlg e muth価で示した. し， 自己消化液または透析内液を添加すると，それぞれ 1146 units(47%) , 1403 

リンは過ヨー ド酸法 (31) により，タン パク 質は Lowry らの方法によって測定した . units(57%) と低減した.

第 3 節 実験結果
3. 起源の異なる α 一アミラーゼによる溶解

1 . α 化米溶解試験における基質残存率の経時変化 4480 units の KAA または BAA を含む 20mM乳酸緩衝液 (pH4. 0) 16ml に， α 化米 10g を

α 化米 16g，凍結麹 1 0g に対して. 20 mM乳酸緩衝液 (pH4.0)40 ml を加え ， 12.50C 加え， 15t において 2週間溶解を行った.結果を Table 5 - 1 に示す. BAA 添加では，

にお いて溶解試験を行った.この条件下におけるテイコ酸(リン含量にして 200μ

g) 添加が溶解率の経時変 化に及ぼす影響を Fig. 5-1 に示す.初期に麹中の基質が

非酔素的に念、速に溶解することによると考えられる残存基質の低下 (60) があ った

が， 測定範 fÆ 内では 一定の 溶解速度を示し，溶解速度を表す直線の勾配は，テイ

コ酸を添加 した際にもほぼ同じであった . このことから測定範囲内では溶解速度

にほとんど差 はなく，溶解量の違いは溶解初期に現れていると考えられた.

テイコ酸画分の添加の有無に関わらず同じ溶解率を示したが， KAA添加では， テ

イコ酸画分の添加により溶解率が 54.2% から 60.5% に増大した.

Table 5-1. Effect of teichoic acid on enzymatic dissolution of α -rice 

0.2 

Dissolution rate 
Enzyme source Teichoic acid Baume (%) 

Asp. oryzae 11. 46 54.2 

+ 12.50 60.5 
B. subti1is 13. 13 64.4 

+ 13. 12 64.3 

0.9 
0.8 
0.7 
0.6 

0.5 

o 4 
u) 

u) 0.3 

16 ml of 20 酬 lactate buffer(pH 4.0) containing α -amylase(280 units/ml) and 

teichoic acid fraction(hexose content 13.7μ g/ml) ， was added to 10 g of 

α -rice and allowed to stand at 15t for 2 weeks. 

内
H
V

-
A
H
V
 '0 

Tlm e (d) 

Fig. 5-1. Effect of teichoic acid on changes in the content of residual 

substrate(S/So). 40 ml of 20 叫{ lactate buffer(pH 4.0) was added to 16 g 

of α -rice and 10 g of frozen rice koji. Saccharization was carried out 

at 12.5t. Symbols: ・ ， teichoic acid; O. not added. 



α ーアミラーゼの吸着に及ぼすテイコ酸量の影響4. 

Adsorption of α -amylase and teichoic acid onto oryzenin. Table 5-2. ここでは黄麹菌の α ーアミラーゼが蒸米に吸着することは知られているが (61) , 

Adsorbed teicholc acid 

(μg P) 

amylase Adsorbedα 

(U) 

Teichoic acid α -Am ylase 平成 l 年産)に α ーアミラーゼ 317 units を含む 20mM乳酸緩衝液40llgの米粉(日本晴，

5 - 2に示すF i g. 結果は，吸着率に及ぼすテイコ酸濃度の影響を調 べた.を加え，

n. t. ,. 

29.2(100%) 

29.3(100%) 

371(99%) 

11. t. .j 

45 (12%) 

+ 
+ 
4 

テイコ酸添加量と吸着量の対数の聞には直線関係が認められた.ように，

+ 

To 5 mg of oryzenin , 1 ml of 20 mM Jactate buffer(pll 4.0) containing 375 

units ofα -amylase and teichoic acid fri:l ction(29.3μg P) was added , and 

each suspension was mixed throughly and allowed 10 stand overnight a1. 40C. 

The suspension was centrifuged(l. 700 x g, 10min).α -Amylase and phosphorus 
in the supernatant were measured. 

本 Not tested. 

100 

20 つぎにオリゼニンのテイコ酸吸着量を種々の量のテイコ酸を含んだ p 1l 4. 5 , 10 

添加テイコ5 - 3 に示した よう に，F i g. 結果は，mM乳酸緩衝液を用いて検討した.

まではほぼ添加量の 90% が吸着された .ン含量が約 10μg/ mgーオリゼニン酸中のリ
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Fi~ 5-2. Effect of teichoic acid onα -amy lase adsorption onto rice. 

To 40 mg of rice powder, 1 皿 L of 20 mM lactate buffer(pH 4.0) containing 

317 uni ts ofα -amylase and various amounts of teichoic acid(phosphorous 

content 0.5~39. 7μg) was added , and the suspension was mixed thoroughly 
and allowed to stand overnight at 40C.α -amylase activity in the superｭ

natant was measured. 

オリゼニンへのテイコ酸の吸着5 . 

。;

ン含量;units またはテイコ酸画分(リKAA357 不溶性のオリゼニン 5mg に対し，

10 

Added teichoic acid (μg-P/mg-oryzenln) 
α ーアミラーゼとテイコ29.3μg) を含む 20mM乳酸緩衝液 (pH4. 0) lml を加えた際の，

Fig. 5-3. Adsorption profile of teichoic acid onto oryzenin. 

To 1 mg of oryzenin , 0.5 ml of 20 mM lactate buffer(pH 4.5) 

containing various amounts of teichoic acid was added , and each 

suspension was mixed thoroughly and allowed to stand overnigh1. 

at 5"C.πle suspension was centrifuged(l , 700 x ι10 min) and 
the phosphorus content in the supernatant was measured. 

テイコ酸画分を含まない場合には α 一アミラーゼ酸の吸着量を Tab]e 5 - 2 に示す.

テイコ酸が存在すると吸着率は 12% と著しく低下した.

テイコ酸は α ーアミラーゼの有無に関わらずほぼ 100% が吸着された.

はほぼ 100% 吸着されたが，

他方，
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酸濃度の影響7 pHの影響6. 

酸濃度に左右されるこ有機酸の種類，蒸米や白米の α ーアミラーゼ吸着能は，オリゼニおよびテイコ酸の吸着に及ぼす pHの影響の違いを，α 一アミラーゼ，

オリゼニンのテイコ酸吸着に及ぼす有機酸濃度の影響を，とが知られている (57) . テイコ酸(リン含量にしunltsまたは，ン(タンパク質として 2 mg) に対して KAA604

α ー アミラーゼの場合と比較検討しオリゼニン(タンパク質として 2mg) を用いて，5-4 に示すよ結果は F ig. て 15.3μg) を含んだ 10mM の乳酸緩衝液を用いて調べた.

584units またはテイコ酸(リン含量にして L5. 1μg) を含んだ pH4.5乳酸緩KAA た.pH4付近でもα}アミラーゼについては椎木ら (56) と同様の結果が得られ，うに，

乳酸緩衝液濃度の増大にともな5 - 5 に示す.衝液を調製して得られた結果を Fig. テイコ酸につい他方，pll3 または pH6ではあまり吸着しなかった.っとも吸着し .

α ーアミラーゼに比 べ てテイコ酸の場合には緩やかであり，う吸着率の低下は，pl15 では 25% まで低下しpH の k 昇とともに漸減し，pH3 でもっとも吸着し，ては，

テイコ酸は 63100mMにおいて α ーアミラーゼはほとんど吸着されないのに対して，た.

クエン酸緩衝液を用いた場合 α ーアミラーゼの吸着率また，%の吸着率を示した.

クエン酸緩衝液についても行っが 10mMにおいても低いと報告されているが (56) , 

テイコ酸は α 一アミラーゼに比べて高い吸着率を示した(データ省略) . 
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Fig. 5-5. Effect of buffer concentration on adsorption. 

To 2 mg of oryzenin fraction , 1 ml of lactate buffer(pH 4.5) 
containing 584 units ofα-amylas e or teich01ic acid(phosphorus 

content 15μg) was added , and the suspension was mixed thoroughly 
and allowed to stand overnight at 4~.α -Amylase activity and 

phosphorus in the supernatant were measured. 

Symbols: ・， teichoic acid; 0， α-amylase . 

Fig. 5-4. Effect of pH on adsrption. To 2 mg of oryzenin , 1 ml 

of lactate buffer containing 604 units of α ー拙ylase or teichoic 

acid(phosphorus content 15.5μg) 向s added. The supernatant was 

mixed throughJ y and allowed to stancl overnight at 4~.α -Amylase 
acti vi ty ancl phosphorus in the supernatant were measurecl. 

Symbols: ・ ， teichoic acid; 0， α-aruy lase. 



8. 塩濃度の影響

オリゼニンのテイコ酸吸着に及ぼす塩濃度の影響について， α ーアミラーゼ吸

着と比較するために，種々の濃度の食塩を含んだ pH4.5 ， 20mM乳酸緩衝液を用い

て検討した.結果は Fig. 5 - 6 に示すよ うに，食塩濃度の増加に伴うテ イコ酸の吸

着率の低下は， α ーアミラーゼの場合に比べて穏やかで， α ーアミラーゼが食塩濃

度 100mMで吸着されないのに対し，テイコ酸は 28% が吸着された.
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Fig. 5-6. Effect of NaCl concentration on adsorption. To 1 mg of 

oryzenin fraction , 1 ml of lactate buffer(pH 4.5) containing 290 units 

ofα -aaylase or teichoic acid(phosphorus content 14.8μg) ， supplemented 

with various amounts of NaCl , was added. The suspension was mixed 
thoroughly and allowed to stand overnight at 4~.α -amylase activity 

and phosphorus in the supernatant were measured. 

Symbols: tþ , teichoic acid; ()， α -amy lase. 

9 .不溶性タンパク質への吸着

α ーアミラーゼは各種の塩基性アミノ酸を含むタ ンパク 質やポリアミノ酸には

吸着されるが，塩基性アミノ酸を 含まな いタン パク質やポリアミノ 酸には吸着さ

れないことが知られている (5 7) . 不溶性タンパク質としてヒストンとフィブロイ
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ンを用いて， α 一アミラーゼの吸着に及ぼすテイコ酸の影響を調べた. ヒストンは

α ーアミラーゼをよく吸着したが，テイコ酸画分が存在すると吸着率は 68% に低

下した.フィプロインには， α アミラーゼおよびテイコ酸のいずれも吸着されな

かった.

1 0 .イオン交換樹脂への吸着

α ーアミラーゼは疎水性吸着体であるオクチルセフアロース CL - 4Bや水素結合ク

ロマトグラフィーに用いられるセフアロース パ ウダーには吸着されず，陰イオ ン

交換樹脂にはよく吸着されることが知られている .α アミラーゼとテイコ酸画

分を含む緩衝液を用いて，イオン交換樹脂への両者の吸着能を比較した.結果 は

Table 5-3 に示したように，いずれも陰イオン交換樹脂に吸着されるが，テイコ酸

は α 一アミラーゼの共存によって吸着量がほとんど変化しないのに対し. α ア ミ

ラーゼはテ イコ酸が共存する事により吸着量が 290 units から 117 unÌts と低下し.

40% の吸着率となった.陽イオン交換樹脂にはどちらも I没者されなか っ た.

Table 5-3. Adsorption of α -amylase and teichoic acicl onto iOll exchange resin. 

Resin Teichoic acid 

十

lRA401 

+ 
lRA120B + 

本not tested. 

第 4 節 考察

α -Arny]ase 

+ 
十

十

Adsorbed teichoic acid 
(μg-P) 

9.4 

n. t. 坤

8.8 

0 

11. t. 本

Adsorbedαamylase 

(U) 

n. t. γ 

290 

117 
11. t . 米

。

テイコ酸添加の有無による溶解量の違いが溶解初期に認められ (Fig. 5 - 1) ，同

時に液中の α-アミラーゼ力価はテイコ酸添加により増大した.また，これらの現

象は B. subtijis 起源の α ーアミラーゼを用いた際には認められなかった (Table
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5 -1) . 清酒謬における α 一アミラーゼの蒸米への吸着現象についての詳しい検討が

なされているが (57).テイコ酸の添加によって観察される現象は.黄麹菌由来の

α ー アミラーゼの米タンパク質への吸着をテイコ酸が阻害することにより現れてい

ると推察された.テイコ酸はオリゼニンによく吸着し，脱離させるためには， α 

ァミラーゼの場合に比べてより高い緩衝液濃度または塩濃度を要した (Fig. 5-5 , 

5-6) .また，テイコ酸は α ーアミラーゼと同様に，塩基性アミノ酸に富むヒスト

ン や陰イオン交換樹脂に吸着され， α ーアミラーゼと共存するとき， α ーアミラー

ゼのこれらへの吸着量を低下させた (Table 5 - 2). このことから，テイコ酸の吸着

も α ーアミラーゼと同様に静電的結合によるものと考えられる.

Fig. 5 - 4 に示した pHの吸着量への影響については， α ーアミラーゼは p l-l 3や p l-l 6 で

は あまり吸着されないが，テイコ酸は pH3 においても荷電状態にあり，吸着能は

オ リゼニンの解離度に強く影響を受けると考えられた.このことは，オリゼニン

の アミノ基やイミダゾール基に対するテイコ酸の吸着サイトがリン般基であるこ

とによると考えられる.

米粉 へ の α 一アミラーゼの吸着率に及ぼすテイコ酸濃度の影響を見ると，テイ

コ 酸の添加重の増大にともない吸着唱は指数的に減少した (Fig . 5 3). このこと

か らも α ー アミラーゼ吸着率の低下を，テイコ酸の増大による物理的な吸着部位.の

減少だけで説明する事は出来ない .低い濃度でテイコ酸がより効果的に作用する

の は.イオンポリマーであるテイコ酸が相互間の反発力に影響されずにオリゼニ

ン の複数の吸着部位と結合し，オリゼニン表面の荷電状態を変えるためと説明す

ることができる.

以上の結果をまとめると，テイコ酸は・リン酸基を介して α 一 アミラーゼより強

くオリゼニンと吸着し，オリゼニン表面の荷電状態に影響を及ぼす結果， α ー ア

ごラ ーゼの吸着量が減少す ると考えられる.清酒謬中においては，テイコ酸は生

猷中乳酸菌の自己消化により可溶化し，米タンパク質と吸着することにより，液
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中に遊離 α ー アミラーゼを増大させ，溶解率が大きくなるものと与えられる.

第 4 節要約

α 化米を麹によって溶解させるとき，テイコ酸は j存解畦を初期に噌大させ，液

中の α ー アミラーゼ力価が増大した .α 米溶解に及ぼすテイコ酸添加効果は，

Aspergillus oryzae由来の α 一 アミラーゼを使用した際には現れたが， BaciJlus 

subtilis由来の α ーアミラーゼを使用した際には現れなかった lmgの米タンパク

質オリゼニンに対して， リン含量にして lOμgまでのテイコ酸を添加したとき，添

加量の約 90% が吸着された.米粉への α アミラーゼの吸着率は，添加されたテイ

コ酸量に対し，指数関数的に減少した. pHや酸濃度及び塩濃度は，オリゼニンへ

の α ーアミラーゼ，及びテイコ酸吸着量に対して異なる影響を及ぼした. α アミ

ラーゼは p H4 でもっ ともよく吸着されるのに対し，テイコ酸は pHが低いほど吸着さ

れた.また，テイコ酸は， α 一アミラーゼに比べ高い酸濃度，塩濃度でも吸着され

た.
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総括 能な乳酸菌である Lactobacil1us sake , Leuconostoc mcsentcrojrfρs が増殖する

本論文は，生翫酵母と生翫仕込の特性の要因について，明らかにしたものであ

る.すなわち，従来生翫によって育成された酵母は，温み取りに強く，長 期保存

によって死滅しにくいこと，また，生翫仕込の謬は発酵は穏やかだが.穆末期で

もよく発酵することは知られていたが，その要因についての検討は殆どなく，謎

めいてとらえられていた.本論文ではじめてそれらの要因が，速醸翫に比べて酵

母リン脂質脂肪酸組成が顕著に相違することに起因し，そのような相違が生翫製

造の前段における乳酸菌の増殖の影響であることを示した.さらに，生翫中で死

滅した乳酸菌が，穆初期に蒸米溶解を促進し，生翫仕込の発酵特性に関わってい

ることを示し，蒸米溶解促進の機作を解明した.

緒論においては，酒母製造の概要を述べるとともに本研究の意義を明らかにし，

本論文の概要を述べた.

第 1 章では，生翫酵母と速酪翫酵母のリ ン脂質脂肪酸組成の相違とその要因，

及び謬中での変化とその要因について検討した.

はじめに，酒母中の酵母のリン脂質脂肪酸組成について検討し，生翫酵母と，

乳酸を添加することで乳酸酸性を実現する速醸猷の酵母では， リン脂質脂肪酸組

成が大きく異なることを示した.原料米由来の主要脂肪酸は 二価不飽和脂肪酸で

あるリノール酸と飽和脂肪酸であるパルミチン酸であるが，速醸翫酵母ではリン

脂質中にリノール酸が顕著に認められたのに対し.生献では殆ど認めることが出

来なかった.

次に，このような相違の現れる要因について検討し，酒母環境中の遊離脂肪酸

組成についても同様の相違のあることを認め，このことから，酵母リン脂質の脂

肪酸組成の違いは，増殖環境が脂肪酸組成に反映した結果であることを示した 。

さらに，このような環境の違いによる遊離脂肪酸組成の差異は，低温下で増殖可

際，選択的にリノール酸を取り込み利用する結果生じたものであることを示した.

また， リノール酸は，これらの生献にみ られる 乳般菌に対 して 増殖促進作用を有

しており，細胞膜の適切な流動性を低温下で維持するために， リノール酸が貢献

して いると考察した.

次に，清酒 E夢中の酵母のリン脂質脂肪般組成について検 討し .再夢中で 4 ， 5 同

の酵母の細胞分裂があるにも関わらず，生翫酵母と速醗猷酵母の聞には脂肪酸組

成において酒母と同様な脂肪酸組成の相違が認められることを 示した.すなわち，

清酒醸造における段仕込の過程で，酵母は 4 ， 5 回の細胞分裂を経るが.その問

に酵母リン脂質の不飽和度は低下するものの，速醸献仕込では酵母ホスファチ ジ

ル Z リン中 lこ 25.........30% のリノール酸が認められ，生翫酵母と速醸翫酵母の聞には

明らかな相違があった.

さらに，穆中で観察される酵母のリ ン脂質脂肪階の不 飽和度 の 低|、の要 閃 を検

討し，穆中では酵母が 4%程度のエタノール存在下に増殖することがその要因 で

あることを示した.すなわち，パルミチン酸を含む情地で酵母が増殖するとき.

エタノールの存在が酵母リン脂質中のパルミチン酸含量を増大させたのに対し，

リノール酸を含む培地で生育した酵母のリノール酸含量は.エタノールの添加に

よって殆ど変わらずにオレイン酸が増加した.これにより，ハルミチン酸の存在

下では脂肪酸不飽和度の減少により酵母が増殖適応していることを示し.不飽和

度の増大がエタノール環境への適応であるという従来の見解に対して， リン脂質

アシル基間の疎水的結合力を大きくすることがエタノールに対する適応であると

考察した.

他方，謬初期には蒸し米の溶解に伴う脂肪酸の遊離は十分でないと考えられる

が，細胞内貯留脂質がリン脂質合成の際の脂肪酸源として寄与することを確認し，

速醸翫仕込の酵母が高いリノーノレ酸含量を保つ要因が，酒母酵母中に著量蓄積さ
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れたトリグリセリドにあることを示した.

このように，速醸翫及び速傾翫仕込みの酵母では，環境に存在するリノール酸

によってリン脂質中のリノール酸含量が増大するが，これによってホスファチジ

ノレエタノールアミン (PE) に対するホスファチジルコリン (PC) の比も増大し， リン

脂質の脂肪酸組成と PC/PE比の両者によって句生翫及び生翫仕込の酵母と判別でき

ることを示した.

第 2 章では，生翫中の酵母が速醸翫の酵母に比べて長期保存に耐えることを確

認するとともに，パルミチン酸またはリノール酸添加培養酵母を用いて，その要

困を検討した.あわせて，温み取りに対する耐性を比較するとともに，温み取り

がエタノール耐性を増強する効果についても検討した.

リン脂質組成中にパルミチン酸含量の高いパルミチン酸添加培養酵母は， リノ

ール酸合量の高 いリノー/レ酸添加培養酵母に比べてエタノーノレ耐性が大きく.発

併能の小さいことを示した.その結果，生献を長期保存した際に観察される，速

幡町t に比べて緩やかなヱタノール JI=. 成と，高濃度エタノール蓄積後の l高い酵母生

イr 本を ， Jlfi ijjj 酸組成の違いから説明することが出来た.

主た. リノール酸を添加して培養した菌体は，温み取りと同様の加温処理にーよ

竹細胞から顕著に物質の漏出が認められ . 生存率が低下したが，バルミチン酸添

加培主主菌体では有怠な生存率の低下が認められず，温み取り耐性も脂肪酸組成の

違いを反映していることを見いだした.その結果，生翫で行われる温み取りを，

i主政翫で実施すると，酵母の死滅率が高くなるということの説明が可能となった.

さらに.温み取り操作を行うことによって， 18"-'20% エタノールの存在する環境

引の 死滅率は小さくなり，長期保存に温-み取りが有効であることが示された. さ

らに，温み取りの際に蛋白合成を阻害するとその後のエタノール耐性の増大は消

失することを示し ， 温み取りによって誘導されるストレスタンパク質の存在を示

唆した.

第 3 章では，その前半部で， リン脂質の不飽和度が膜のバリア一能に及ぼす影

響をリポソーム，及び酵母細胞を用いて検討した.その後半部において，エグノ

ール環境で増殖する際に，添加脂肪酸によってもたらされる脂肪酸不飽和度の変

化と，膜バリア一能，エタノール耐性の関係を検バした.

第 3 章前半部で， リポソームを用いたそデル系において，清酒醸造にみられる

ような高濃度エタノールの存在下では，エタノーノレ濃度に応じて膜の透過能が増

大すること， リン脂質の脂肪酸組成によって透過能が著しく異なることを示した.

すなわち， リン脂質膜中のリノール酸含量が減り，パルミチン酸からなるリン脂

質が増えるにしたがい，高エタノール存在下における膜のバリア一能は急激に大

きくなった.

さらに，酵母細胞においても， リノール酸添加培養菌体に比べて，パルミチン

酸孫加培養菌体では，高エタノール存在 F におりる膜透過係数が小さく保たれて

いることが確認された. このことから，生猷酵母は.高濃度エタノーノレのイメ (E -，、

においても，細胞膜ノくリア一能が大きく，このため細胞の内部環境の恒常性が維

持される結果，エタノール耐性を示すと身察した .

第 3 章後半部では.パルミチン酸，またはリノール酸を添加した培地でエタノ

ール存在下に酵母を培養することにより，ハルミチン酸含量の培大により不飽和

度の減少した菌体と，オレイン酸含量の増大により不飽和度の増大した歯体をそ

れぞれ調製して，検討を行った.エタノール中で増殖することによって，エタノ

ーノレ耐性，及び細胞膜のバリア一能が増大したが，この場合にも，パルミチン 酸

に富む 酵母の方がエタノール耐性，細胞膜バリア一能の，いずれにおいても上回

っ てい た.このことから，パルミチン酸の供与がエタノール中での膜ノ《リア一能

の強化と，それに伴うエタノール耐性の増強に有効であることが明きらかとなっ

た.

一 方， 8 %エタノール中で増殖した酵母菌体を高濃度エタノール中においたと
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き，細胞内ヌクレオチドの漏出は初期には抑制され，グルコースを添加すること

によりこの期間は延長された.このことから， リン脂質膜脂肪酸組成に依存した

構造的なバリア一能とは別に，バリアー能を大きくする適応現象があることを示

した.段仕込みが持つ意義の ー っとして，清酒醸造で高濃度エタノール発酵を実

現するために，エタノール存在下に酵母の増殖を行わせることがあげられよう.

第 4 章では，乳酸菌の増殖による酵母の性質の変化に加えて，さらに死滅乳酸

菌が蒸米溶解を促進する要因ともなっていることを示し，その原因物質がテイコ

酸であることを明らかにした . また ， モデル酒母中で乳酸菌の死滅に伴い，細胞

表層から液相中に溶離するテイコ酸量 をもとに，生翫仕込みの穆中に遊離してい

ると考えられるテイコ酸量を推定した.さらに，清酒小仕込み試験においてテイ

コ酸添加に行い，穆初期の蒸米溶解促進に実効性があることを明らかにした .

第 5 章では，テイコ酸が蒸米の溶解を促進する機作について明らかにした . す

なわち，アニオンポリマーであるテイコ酸は，蒸し米中のタンパク質であるオリ

ゼニンに静電的に強く吸着してオリゼニ ン表面の荷電状態を変え，オリゼニンへ

の α 一アミラーゼの吸着を阻害する.そのため，穆中の α 一アミラーゼ活性が増大

し，蒸米溶解が促進されることを示した.

謬初期にみられる，死滅乳酸菌による蒸米溶解の促進は， r 生翫で仕込んだ穆

は発酵が穏やかであるが，謬末期でもよく発酵する j と言われる 一 因になってい

ると考えられる.また，謬初期に蒸米溶解促進によって液相の割合が大きくなる

ことによって，エタノール存在下に増殖する菌体量が増加し，さらに酵母がエタ

ノール耐性を獲得するためにも有効に働いていると考えられる.

このように，生猷中の乳酸菌は，従来から言われている乳酸生成作用に加えて，

酵母リン脂質の脂肪酸組成と原料米溶解の両面に影響を及ぼして，生翫仕込に.つ

いて言われている特性を支えているものと考えられる.
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使用記号説明

脂質

PL リン脂質

PC ホスファチ ジ ルコリ ン

PE ホスファチ ジルエタノールア ミン

PI ホスフ ァ チ ジ ルイノ シ トール

PS ホスプァチジルセリン

TG トリグリセリド

FS 遊離ステロール

SE ステロールエステル

WE ワックスエステル

FFA 遊離脂肪酸

12:0 ラウリン酸

14:0 ミリスチン酸

14 : 1 ミリストオレイン酸

16:0 パルミチン酸

16: 1 パルミトオレイン酸

18:0 ステアリン酸

18: 1 オレイン酸(またはパクセン酸)

18:2 リノール酸

18:3 リノレン酸

6. / mol 脂肪酸不飽和度， (% monoene + 2[% diene]) /100 
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その 他

ω ~~a 主 崇ガス i買換後の発酵活性 (μ1 COL/hr/2xl01:S yeast cclls) 

KAA バ sprrgijlus oryzae起源の α ーアミラーゼ

B,\ A 8ari lllls δ lI btijis J:f 跡、の α 一アミラーゼ

W ohlgcmuth 価

式

n
 

nド
a

カルセイン封入リボソームの蛍光強度(初発時 F o )

消光されないカルセイ ンの平衡濃度による蛍光強度

トリトン X - 100 による希釈 フ ァ ク ター

ヌ クレ オ チ ドの細胞膜透過係数 C c m / h)

府養時間 Ch ) 

細胞内 の 溶質濃度 Cmol / cm J )

初発時 ( t 0) の濃度 C . 0 平衡時(ド∞ )の濃度 C e 回

全 細胞表而積 (cm 2 ) 

全 細胞内液容積 Cc m j ) 
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