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要約 : 醸造酵母は実用面から見ると清酒酵母� ワイン酵母� ビ�ル酵母などに分けられる� これらの酵母の
多くは Saccharomyces cerevisiaeに属している�この S. cerevisiaeは近年遺伝子工学分野で�繁に使用され
ている , m DNAプラスミドを保持している� 本研究では実用酵母としての観点から見た , m DNAの保持に
ついて調べた� 清酒酵母については� 醸造協会保存の +1株� ATCC保存の +*株� 長期間保存されている 1

株 �IFO及び NI株�� 大手酒造工場から分離された ,,株� 竹田らによって分離された 3-株� 自然界から分
離された .-株の合計 +3,株の全てが , m DNAを保持していなかった�また��盛酵母も同様に +/株全てが
保持していなかった� ワイン酵母は //株中 -.株� パン酵母は ,*株中 +1株� ビ�ル酵母は +.株中 +-株が
保持しており� 高い保持率を示した� 焼酎酵母は -*株中 +*株で低い保持率であった� このように日本独自
の酒類である清酒� �盛� 焼酎の製造に使用されている酵母は , m DNAを保持していないか� または保持し
ていても低率である結果であった� これに対し� パン酵母やビ�ル酵母は高い保持率を示した� また� 本研
究では実験室酵母として使用されている S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus, S. paradoxus及び樹液酵
母も使用した� その結果� 興味あることに S. paradoxusと樹液酵母の保持は確認されなかった�
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緒 言

, m DNAは Saccharomyces cerevisiaeに広く分布する
プラスミドで� 現在� この DNAはクロ�ニングベクタ�
として�繁に使用されている�

A-0.AD/株由来のこの DNAは 0,-+2 bpの塩基から成
り立っている+�� 細胞内における分布についてはその遺伝
的動向から核外遺伝因子として認められていた� しかし�
, m DNAの複製は核 DNAを複製するのに使われるある
種の遺伝子産物を要求することなどが知られている,��
実用酵母はビ�ル酵母� ワイン酵母� 清酒酵母などに分
類される� , m DNAの分布について実用酵母という側面か
らの報告はほとんどない� 本研究においては実用酵母にお
ける , m DNAの分布について報告する�また�実用酵母の
ほとんどが Saccharomyces cerevisiaeに含まれるので� 併
せて Saccharomyces sensu stricto �S. cerevisiaeと性状は
似ているが� DNA類似度から近年 S. cerevisiaeを含む S.

bayanus, S. pastorianus, S. paradoxusに分離された種の
グル�プ� における分布についても報告する�

実験材料と方法

使用菌株
本研究では� 協会清酒酵母 +1株� ATCC登録清酒酵母-�

+*株� 発酵研究所 �IFO� と長尾研究所 �NI� で長期間に
わたって保存� 分譲されてきた清酒酵母 �IFO *,.., IFO

*,.3, IFO *-*., IFO *-*3, NI 1,./, NI 1./3, NI 1.10� 1株
�以下� 長期保存株�� 酵母無添加の大手清酒工場よりの分
離株.� ,,株� 竹田ら/�が +31*年までに清酒醪より分離し
た 3-株� 清酒酵母と同様の性状を持つ自然界から分離し
た酵母 .-株を使用した�この .-株は自然界の土壌�樹木�
花卉� ゴミ等から清酒醪と同組成の培地を使用して分離さ
れ� S. cerevisiaeに同定された株である� これらの株は清
酒酵母の特性である清酒醪中での ,*�以上のアルコ�ル
生成能� 高�の形成� イ�ストサイジンに対する抵抗性に
ついて実験した結果に基づき供試した株である0�� 清酒酵
母以外ではビ�ル酵母1� +.株� パン酵母1� ,*株� 代表的ワ
イン酵母1� +0株� 野生ワイン酵母/� ,1株� 東京大学分子細
胞生物学研究所 �IAM�保存ワイン酵母 +,株�アルコ�ル
酵母1� 1株� 代表的焼酎酵母1� ,株� 野生焼酎酵母/� ,2株�
代表的�盛酵母1� ,株� 野生�盛酵母/� +-株の合計 ---株
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を使用した�
また� 実用酵母ではないが小玉らによって Saccharo-

myces cerevisiae に同定された樹液酵母2� -*株および
Saccharomyces sensu strictoのうち S. cerevisiae3� +0株�
S. bayanus3� 1株� S. pastorianus3� /株� S. paradoxus+*� 0

株の合計 -.株も使用した�
くわえて� , m DNAを保有するATCC ,,,,..株 �a,

ade+, ade,, ura+, tyr+, his1, lys,, gal+, , m DNA�++�を対照と
して使用した�

試料の調製
まず供試菌株をYPD液体培地 �yeast extract +�,

polypepton ,�, glucose ,��で ,.時間培養し�その一部
を +./ ml のマイクロチュ�ブにとり� 2,***�g� +分間
�.��遠心集菌した�その菌体をサンプルとしてアルカリ�
SDS法と STRUHLらの方法の変法+,, +-�に準じてプラスミド
DNAの抽出を行った� ペレットを乾燥させた後� T+* E+

buffer �+* mM Tris-HCl, + mM EDTA, pH 2.*� に溶解し�
-1�� ,時間 RNase �和光� Ribonuclease Mix, Solution�
処理を行った�

アガロ�スゲル電気泳動
泳動用緩衝液として ,*�TAE Buffer �*.2M Trisami-

nomethane, *.2M Acetic acid, *.*+M EDTA, pH 2.*� を
,*倍に希釈して使用した� 泳動はアガロ�ス +.*�� 電圧
3* v� 泳動時間 ,時間 -*分の条件で行なった� 泳動後� エ
チジウムブロマイドまたは SYBR green �FMC BioPro-

ducts製� で染色し� プリントグラフ �アト�社製� AE-

03++CX� を用いて撮影した�

結果及び考察

各種実用酵母のアガロ�ス電気泳動の一例を図 +に示し
た� IFO ,,.3 �ワイン酵母�� IFO ,*++ �ビ�ル酵母�� IFO

,*., �パン酵母� はATCC ,,,..株が保持している , m

DNAと同位置にバンドが確認された� このことからこれ
らの株は , m DNAを保持していると考えられた�以下�同
様に -31株の供試株について , m DNAの保持を調べた
�表 +� 表 ,�� 検出されたバンドは同位置に確認されたた
め� ほぼ同程度の大きさの DNAと考えられるが� 詳細に
ついては今後検討の余地がある� また� バンドが確認され
なかった株に対する実験の信頼度については核 DNAが検
出されていることから確保されたと考えられる�
清酒酵母以外の実用酵母において� ビ�ル酵母は +.株

中 +-株が , m DNAを保持していた� パン酵母は ,*株中
+1株がそれを保持していた� ワイン酵母は代表株� IAM

株で /*�の保持率を示し� 野生株は 1.�で保持率が高
かった�
焼酎酵母については� 代表株は ,株で少ないため判断材
料とならなかったが� 野生株は ,2株中� +*株が保持して
いた��盛酵母は代表株�野生株を含めて , m DNAを保持
している株はなかった�
酵母別の保持率を見るとビ�ル酵母� パン酵母の , m

DNA保持率は 2/�以上と高かった� ワイン酵母� アル
コ�ル酵母の保持率は 0*�前後であった� 焼酎酵母は低
く� �盛酵母はその保持を確認できなかった� �盛と焼酎
は�の使用量で異なるが� 製造方法がよく似ている� しか
し� , m DNAの保持に関しては異なる結果であった�
一方� 清酒酵母は協会株� ATCC株� 長期保存株� 大手
工場よりの分離株� 竹田らによって清酒醪より分離された
株� 自然界からの分離株の合計 +3,株が , m DNAを保持
していなく非常に特徴的であった�
以上のように実用酵母のうち� ビ�ル酵母やパン酵母の
ようにアルコ�ル濃度が低い環境で使用されている酵母は
, m DNAの保持率が高かった� 清酒酵母や焼酎酵母� �盛
酵母のようにアルコ�ル濃度の高い環境で生育している酵
母の保持率は低かった� 特に� 清酒酵母と�盛酵母は全て
の株が保持していなかった� この点は醪の比較的高いアル
コ�ル濃度と�を使用する点から興味が持たれる� 実用酵
母のうち , m DNAを保持していないグル�プは清酒酵母
と�盛酵母であった�
実用酵母以外の株について� 樹液酵母は供試した -*株

全てが , m DNAを保持していなかった� 樹液酵母は�を
使用する環境には生育しておらず� 清酒酵母や�盛酵母の
場合と同様の考察はしにくいが� 生態的に興味ある点であ
る�
また� Saccharomyces sensu strictoに含まれる S. cere-

visiaeは +0株中 ++株が� S. bayanusは 1株中 .株が , m

DNAを保持していた� S. pastorianusは /株中 .株が , m

Fig. + Electrophoresis of , m DNA in industrial

yeasts. Above number of the photo indi-

cates next strains : +. l-Hind III digest, ,.

ATCC ,,,.. (, m DNA retention strain), -.

K1 (sake yeast), .. IFO ,,.3 (wine yeast), /.

IFO ,*++ (brewer’ s yeast), 0. IFO ,*., (ba-

ker’ s yeast), 1. IFO *,-- (alcohol yeast), 2.

IFO ,++* (awamori yeast), 3. No. +, (sho-

chu yeast, Kagoshima), +*. KSC , (tree

exudates yeast).
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DNAを保持しており� これらの多くはビ�ルから分離さ
れた株であった3, +*�� 先に述べたビ�ル酵母においても , m

DNAを保持している株が多く� 同様の結果となった� S.

paradoxusは 0株全ての株が , m DNAを持っていなかっ
た� これらの株は樹液から分離されたものが多く� 樹液酵
母として供試した -*株と同様の結果となった�
この実験に使用した Saccharomyces sensu strictoの中
には S. cerevisiaeの基準株である IFO +*,+1, S. bayanus

の基準株である IFO ++,1, S. carlsbergensisの基準株で現
在 S. pastorianusとされている IFO ++01, S. paradoxusの

基準株である IFO +*0*3も含まれている� このうち -種の
基準株である IFO +*,+1, IFO ++,1, IFO ++01はいずれも ,

m DNAを保持していた� また� S. pastorianusは S. cere-

visiaeと S. bayanusの雑種ではないかという報告+.�もあ
り� -種の , m DNAがどのようなタイプなのか興味あ
る+/�� IFO +*,+1 �CBS ++1+�� IFO ++,1 �CBS -2*�� IFO

++01 �CBS +/+-� はいずれも分離源がビ�ル+0�であり� 棲
息場所が共通していた点からも興味が持たれる�
一方� S. paradoxus の基準株である IFO +*0*3 �CBS

.-,� は樹液から分離されたとされ+0�� 上記 -株とは異な

Table + Distribution of , m DNA in the various yeast
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り� , m DNAも持っていなかった� この実験においては過
去に小玉ら2�によって S. cerevisiaeに同定された樹液酵母
も使用した� その結果� , m DNAを保持している株はな
かった� このことから樹液から分離されたとされる S.

paradoxusの基準株と今回使用した樹液酵母は , m DNA

を保持していない点で共通する結果となった�
小玉らがこの樹液酵母を分離した当時は� Saccharo-

myces sensu stricto という考えは浸透しておらず S.

cerevisiaeと同定されたが� 再同定によって S. paradoxus

とされる株が出てくる可能性もある�
次に実用醸造酵母の観点からみると� 協会 1号� IFO

*-*.等清酒酵母は米を原料とする酒あるいは�から分離
され� この点がビ�ル酵母や S. cerevisiae, S. bayanus� 現
在 S. pastorianusとされている S. carlsbergensis 基準株
など麦を原料とする酒から分離された酵母とは異なる� ま
た� 清酒酵母は�菌 �Aspergillus oryzae� が生産する抗菌
性物質 �イ�ストサイジン� が添加された培地で生育でき
るが� ビ�ル酵母やワイン酵母は生育できない0�� また�
我�は S. cerevisiaeの基準株など上記 -種に属する酵母
もイ�ストサイジンに対して抵抗性がないことを確認して
いる� さらに清酒酵母はビ�ル酵母や上記 -種の基準株な
どとは異なった環境から分離されており� 元�� 清酒酵母

として分離された酵母が , m DNAを保持していない酵母
であったとも考えられる� この点は +3,株全ての清酒酵母
に共通しており信頼性が高いと思われる�
以上のように実用酵母� 樹液酵母� S. cerevisiaeとその

sibling speciesである S. bayanus, S. pastorianus, S.

paradoxusの , m DNA保持について調べた� その結果 , m

DNAを保持していないグル�プは清酒酵母� �盛酵母�
樹液酵母及び S. paradoxusであった� また� S. cerevisiae,

S. bayanus, S. carlsbergensis �現在は S. pastorianus�� S.

paradoxusの .種の基準株のうち , m DNAを保持してい
ないのは S. paradoxusのみであった�
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Summary : Existence of , m DNA in industrial yeasts, those found in tree exudates, and Saccharomyces

sensu stricto was examined. Regarding the yeast used for production of sake, none of the strains

examined, i.e., the strains kept by Japanese Sake Association, ATCC strains, long-term-stored strains,

strains isolated from the major sake factories, strains isolated from the natural soil and cultivated

ornamental plants, retained , m DNA. Further, the proportion of , m DNA harboring strain was low in

the yeast used for production of shochu, while it is fairly high in wine yeast and high in brewer’ s yeast

and baker’s yeast. Thus, the rate was characteristically low in the yeast used for production of liquor

utilizing koji. Other than the industrial yeasts, neither the yeast found in tree exudates nor S.

paradoxus carried , m DNA. Among Saccharomyces sensu stricto, all the reference strains of S.

cerevisiae, S. bayanus and S. pastorianus retained , m DNA, distinguishing these three strains from the

reference strain of S. paradoxus.

As mentioned above, the group that did not retain , m DNA were sake yeast, awamori yeast, tree

exudates yeast and S. paradoxus. In particular, it was extremely characteristic that none of the +3,

strains of sake yeast retained , m DNA.

Key Words : Industrial yeasts, Saccharomyces sensu stricto, , m DNA
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