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徳島県産の花および果実からの有用酵母の分離
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地域の特産品としてビ:一ルや酒な醸造力垳われるようになり，商品に特徴を与えることができる

酵母の分離が求められるようになった。このため,花などを分離源とした多くの分離の試み力垳わ

れてきた。しかしながら，助α力aZnmy℃巴s鯉rPv恋なeの自然界での分布は極めて少なく，分離の成
功例は極めて少なし＄

RE培地による集積培養を行う方法を用いて，徳島県の特産品であるイチゴ,すだち，レンコン

の花，およびゆず，ゆこうの果実と葉から有用酵母の分離を試みた。その結果,mNA5.8S-IIS

領域の長さが助α力azamJ""r汐w恋なeと類似した2株の酵母をゆず果皮から分離し， これらの
株のmNA5.8S-rlS領域の塩基配列を決定した。これら2株は，パンやワインの製造に使用され

る酵母であるnm胞郭ﾌα没prWarmnsあと塩基酊例が99%一致したことから,ゆずからあらたに分

離したこれら2株を乃ZTZ腹郵mrapz℃mmnsおと同定した。
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保存培養にはそれぞれ平板と斜面に調整した

PDA培地①.4%馬鈴薯デンプン,2%グルコー

ス， 1.5%寒天）を用いた。

酵母の分離源には,何れも徳島県内産のイチ

ゴの花，スダチの花ハスの花，およびユズ，

ユコウの果実,葉を用いた。花と葉は直接,果

実は予め滅菌した濾紙で表面をふき取り，ふき

取った濾紙をRE培地に加えた｡試験管数の内

訳は，イチゴの花2本，スダチの花2本,ハス

の花120本,ユズ30本,ユコウ30本の計184

本であった｡30℃で7から14日間静置培養し，

白濁または白色沈殿を生じた培養を酵母生育

陽性と判断した。なお,ハスの花は全120本の

うち70本は30℃で,50本は22℃で培養した。

RE培地の陽性試験管から,ⅦA寒天平板培地

に一部を画線し30℃で培養後,生じた酵母コロ

ニーから3度繰り返して画線培養を行い酵母細

胞の繩準分離を行った。

緒言

酵母は様々な発酵食品の製造に不可欠な微生

物であるが,生物学的な分類をあらわすもので

はなく, '""hammJ"g属の他い"mね属，

勿召n頭"hammJ花巴g属など多様な属にわたる
生物種が含まれる｡釣MammJ"s属には食品
製造における重要な種が多く含まれており，

釣α畑znmJ℃Bg"Z色w恋なeは代表的な種であ
る。この種は，パン， 日本酒ビール， ワイン

などの製造に用いられる産業微生物であり， 目

的に応じた性質を保有する株が選抜されてき

た。例えば， 日本酒酵母は発酵力や芳香などの

優れた醗豈特性を持つjg"rPv恋なeであり，協

会酵母として日本酒の醸造に使用されている。

また，ビール酵母は,優れた発酵力，適度な凝

集性を有する株が選抜されてきた結果,清酒も

ろみの発酵試験ではほとんどアルコールを産

生しないが，マルトースおよびマルトトリオー

スなどの資化性が高いことが知られている!)。

このような優良酵母は,製品の品質向上に大き

く寄与してきたと言える。しかし近年,消費者

の嗜好が多様化するに伴い,地域特産品として

の日本酒やｩ地ビールの醸造を行うマイクロブ

ルワリーが登場するようになった。このように，

酒類の多様化を目指した取り組みが盛んにな

ってきたことから,製品に好印象を付与できる

花や果実を分離源とした新たなSmz℃w盃zae

が求められている。しかしながら， 自然環境中

での勘α力aznmy"の存在は極めてわずかで
あり，多くの時間と労力が費やされているにも

かかわらず,その分離は極めて困難であり分離

成功例は極めて少ない近年,RE培地を用い

た集積培養の後に酵母を分離することにより，

比較的高効率に助"hammJ"属酵母株を分
離できることが報告されたかl)。そこで,RE培

地を用いて徳島県の特産品でもあるイチゴ；ス

ダチの花，ハスの花，およびユズユコウの果

実と葉を分離源とした助"hamm)℃巴s属酵母
をはじめとする有用酵母の分離を試みた。

’

2．勘α力aZnmy"属酵母を基準とした分離
酵母の選択

ホ僻分離分離した酵母のmNA5.8S-rlS領

域をP(呪により増幅し, 880伽の増幅長を示

す株を鐙"hammJ花巴g属酵母の候補株として
選択した。なお,対照として協会酵母7号株を

用いた｡酵母瀬菌株を10"Lの減雪水に懸濁

し95℃で10分間加熱して得た菌液を鋳型

DNAとし, rlS-1プライマー(5･TCCGIIA

GGTGAACCTGCGG-3ウおよびTS-4プラ

イマー(5'-TCCTCCG(yr'IWTTUAT班r

GC-3)5)とMiJItyAmpポリメラーゼを混合
し, PCRを行った｡Pu3の温度条件は,98℃

2分の反応の後,40サイクルの98℃10秒,56℃

15秒， 6脱1分,最絢申長反応を98℃2分と

した。PCR反応物は全量を1.5%アガロースゲ

ル電気泳動により分離して, 100伽ラダーマー
カーと上嗽して増幅塩基長を調べた。

3．選択酵母の同定

mNA5.M-rlS領域が,協会酵母と同様およ

そ880坤であった酵母株のリボゾーム領域を，

rrS-1およびrlS-4プライマーで増幅後，塩

基配列を決定した。得られたDNA断片の遺伝

子配列とNCHの塩理蔽リデータをもとにホ

モロジー検索を行い，酵母株を同定した。

鋤法

1．酵母分離に用いた培地と酵母の分離原

酵母の選択培養にはRE培地(0.67%イース

トニトロゲンベース， 1％ラフィノース，

0.05％クロラムフェニコール， 8%エタノール）

2)を試験管に3m1分注して用い,糸僻分離と

－28－



実験結果および考察

1. RE培地を用いた集積培養

スダチの花勧ⅡえたRE培地2本は何れも酵

母陽性であり，これら2本の試験管から計38

株の純粋分離株を得た。これら分離株の

IDNA5.8S-TS領域をPCRで増幅し，電気泳

動により増幅産物長諭噺したところ,全ての

株からほぼ500bpの増幅産物が得られた（図
1)｡ ]DNA5.8S･nS領域長は酵母の属あるい

は種により異なることが報告されている。スダ

チから分離した酵母株が全て同様の増幅塩基

長を示したことは,分離した酵母株が何れも同

じ属あるいは種であることを示しており,RE

培地中で多様な酵母種が優占するのではなく，

ほぼ単一の酵母のみが優占することを示して

いる。したがって,""hammJ℃eg属酵母の分

離には,同一試験管から多くの株を分胤けるの

ではなく，多くの試験管からそれぞれ1株程度

分離することが有効な方法であると考えられ

た。なお,イチゴの花勧ﾛえた2本のRE培地

からは酵母増殖陽性の試験管は得られなかっ

た。

陽性試験管は得られなかった。このことは，気

温が高い自然環境から採取したハスの花への

低温性酵母の付着が少なかった可能性を示し

ている。

ハスの花勧ﾛえたRE培地の隙生試験管のうち

10本からそれぞれ1株の計10株を，また，ユズ

およびユコウ由来の陽性試験管1本からか2株を

分離し,ユズ由来の30株とユコウ由来の12株を

得た。繩準分離した酵母株は合計52株である。

2. ]DNAの増幅

分脅緋の]DNA5.8S-rlS慨或をPCRで増幅

したところ,ハスの花由来の酵母株では400Pb

あるいは600bpのバンドを示したが880bpの

株は得られなかった（図2)。また,ユズユコ

ウ由来の酵母株の多くは同様に400bpあるい

は600bpの増厩望吻を示したが,ユズ果皮由来
酵母のZ31,Z32株2株から協会酵母7号とほ

ぼ同様の長さの増幅碧吻が得られ,この2株を

助α力aznzzZJ℃Bg傭謝朱とした（図3)。
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図1． スダチから分離した酵母のrDNA5.8S-ITS領

域長Lanel-14:分凰煙孝母,Lannel5:S"zも漉な。
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以上のようにRE培地での培養試験管数を多

くすることが鈴"hammWagの分離に有効で
あると考えられた。そこで，ハスの花勧ﾛえた

RE培地120本，ユズおよびユコウの果実，葉

をもとに，それぞれ30本のRE培地で集積培
養を行い，それぞれ21本， 18本， 22本，計

‘"･嘩鍔雪§…“錘‐
～宅

診 、オ竺癖“

Lanel 2 3456 789101112131415

図1．ゆずから分離した酵母の]DNA5.8S-ITS領或

長(Lanel-14:分轆膵母,Lanel5:Scel℃画怠な。

Sampaioらは，広葉樹の樹皮147試料から
Smz℃v恋"a5株を含む砧"ZIamzzZ)"gag属酵

母を計53株分離しているの｡また,Semgowsln
らは樹皮や土壌などの84討料から計18株の

SseI忽応なeおよびSpama"xzzgの分離を報
告している3)。 これらの報告での

"ccllamzzUぞ巴g属酵母分離の確率はそれぞれ，
36および21％である。また、安田らは，花を

採集して培養した130本のRE培地から16株，

12％の助"hamzzZJ花eS属酵母株を分離してい

る2)。今回我々ぱ種々の花や果実などを加えて

63本の陽性試験管を得た｡なお,ハスの花を加

えた培地の陽|生試験管は全て30℃の培養で得
られたもので,22℃の培養から酵母陽性試験管

は得られなかった｡鈎"hammymsの分離を目

的とした集積培養は一般的に25～30℃で行わ

れる。Sampaioらは, 10℃で集潰若養を行う
ことにより,Scer巴画S1aeの他,低温で増殖す

るSku由廼wzeZiとjgzzvarzzmを分離してい

る4)。このように，集涜春養の温度に依存した

錨α力aZりnU℃Bgが分離される例があるものの，
本実験では22℃で培養した50本の試験管から
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培養した184本の皿培地から分離できた

艶α力aznmy堀廻s属酵母はRE培地を含む同一

の試験管から分離した2株のみであり，分離の

確率は1％と極めて低かった。Sampaioらは，
楢や樫の樹種の違いにより分離酵母株数が異

なることを報告しており4)，今回実験で分離率

が低かったことは，はすの花，ユズやユコウ果

実および葉への酵母の付着が少ないことに起

因する可能性が考えられた。

酵母の分離には,温度条件の変更銅若養期間を

調節することなど,集積培養条件の変更で,増

殖の速い酵母株や低温に適した酵母株が効率

よく分離できる可能性があると考えられる。

調僻

ハスの花は徳島祠ll内町藤原俊茂氏のレン

コン田より採取していただいた。また，ユズお

よびユコウの果実と葉は,徳島県勝浦郡上勝町

より採取されたものを分与いただいた｡記して

児鬮寸の意を表します63．分離酵母の塩基酉蔽囎蜥

分離酵母Z31およびZ32の2株の塩基配列

角蜥を行い,Z31株の784塩基,Z32株の741

塩基を決定した。この結果をもとにホモロジー

検索を行ったところ，これら2株の塩基酉例は

何れも乃ZTZ胸郭”rapz℃mmngf5.8SmNA
geneandrlS1andrlS2と塩基闘例の99%が

一致した。同一種の菌株間では, rlS領域の塩

基酊例の相同性が99％以上であることが示さ

れており，この数値が同定の目安とされている

6)。このことから，今回分離した2株は

nrYzな鄙旭zapl℃mz企z遁由であることが明らか

になった。両株の塩基酉蔽1を比較すると，その

塩基酉蔽ﾘは100％一致し両株は同一試験管から

分離した同一株であることがわかった。このこ

とはRE培地中では異なる起源を持つ細胞が優

占するのではなく，単一の細胞力堰占すること

を示していると考えられた。 ZhrYz“プロと属は
現在"pI℃mFtnsおの他野〔ため、α越勿
鋤加盟の3種が知られている｡野m泡麺施"E
勿(ため、α耐は,冷凍耐性や高い糖濃度への

耐性などの特徴からパン酵母として利用され

るだけでなく，ワインの発酵に関与することが

知られている酵母である7-8)。
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