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PCR法による清酒酵母の判別
PCR法は微量な DNAの特定部位を増幅する方法であり，今日ではそれぞれの生物に特異な DNA部位の

検出法として食品をはじめ多くの分野で用いられている。これまで醸造酵母の判別はおもに特定な培地での

生育や染色性に基づいてきたが， PCR法によれば，これまで不可能であった種の判別がしかも短時間で可

能となる。特に清酒酵母は種聞での DNA配列の相向性が高く，その判別は困難であったが著者らの研究に

よってそれが可能となった。ここでは PCR法による清酒酵母聞の判別を中心に解説し，さらに清酒酵母，

ワイン酵母および焼酎酵母聞の判別についても言及していただいた。将来はこの方法が単に微生物管理にと

どまらず天然からの優良酵母の選択・育種への活用も期待される。

はじめに

焼酎，清酒及びワインの醸造酵母として多くの菌株

が使用されている。これらの酵母は，日本醸造協会を

初め各地域の公設研究機関，組合等が菌株の保存，頒

布を行っており，菌株の保存と維持及び新規な醸造酵

母の選択や育種は日本醸造協会，公設研究機関，組合

等にとって重要な業務の一つである。また，製造者に

とっては，微生物管理の視点から製造工程での醸造酵

母の純度の問題は重要な課題の一つである。

菌株の保存と維持，新規な醸造酵母の選択や育種及

び使用している醸造酵母を管理していくためには醸造

酵母の判別が重要でLあり，そのための技術が求められ

るが，従来は主に酵母の生理的性質を利用した培地組

成の異なるプレート上での生育，プレート上のコロニ

ーの染色性及び糖の発酵性等を検討することにより行

われてきた 1-5)。

例えば， TTC染色は，野生酵母と清酒酵母の判別

に使用されてきた 3)。しかし TTC染色法には清酒

酵母と少なくとも同種の Saccharomycescerevisiaee 

に属する野生酵母の検出には限界があった。これを改

善するため，清酒酵母が培地中の無機リン酸濃度を上

げると酸性ホスファターゼを生産しない性質を利用し

た高リン酸培地による判別法が開発された 2，4)。なお，

高リン酸培地による判別法が開発された当時は，頒布
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されている協会酵母で問題はなかったが 2) 2005年

に当該手法を改善した際には，頒布されている協会酵

母の一部には野生酵母と似た挙動を示す株があること

が確認されている 4)。清酒酵母聞の判別方法としては，

既に普及しているF司アラニン培地による協会 7号酵

母の判別の他，吟醸酒の製造工程では複数の協会酵母

を混合して利用していることから，これらの酵母を判

別するための色素混合培地を利用する手法も開発され

ている 5)。このように，酵母の生理的性質を利用した

手法は，先人たちのみならず現在においても現場的な

利便性ゆえに改善されてきた。しかし，これらの方法

は培養に時間もかかる他，生理的に似通った性質の酵

母は判別できない危慎もある。

PCR法を利用した生物種の判別法 6)

一方，生物種の判別に従来の方法とは異なる PCR

法を利用した報告例もされている 7，8)0 PCR法 (Poly-

merase chain reaction) は， 1985年に Mullisによっ

て考案された DNAの増幅法で， 1988年に耐熱性

DNAポリメラーゼが導入されたことにより実用化さ

れた。 PCR法は設計した合成プライマーを利用して

微量の DNAから特定の DNA断片を短時間で増幅で

き，その後の遺伝子解析に多大に貢献した技術である。

DNA断片の増幅は半日程度で可能であることから，

DNA配列情報を元に望む DNA断片の簡便な取得が
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可能である。このように PCR反応は容易であるため

当該技術の生物種の判別への利用は，従来の生理的・

形態的特徴に基づく方法に比べ簡便にできる可能性を

有している。

PCR法を利用した判別手法としては，ゲノム全体

をPCRの対象とする方法として RAPD法と AFLP

法がある。 RAPD(Randomly Amplified Polymorphic 

DNA)法は，任意に合成した 10個程度の塩基配列を

プライマーとし，ゲノム DNAを鋳型として PCR反

応を行い，ゲノム DNA複数の部位から得られる増幅

された多様な増幅 DNA断片の多型を検出する方法で

あり，ゲノム DNAに個体問差が存在した場合，増幅

DNA断片の数や大きさに違を検出できる。しかし

当該手法は簡易な手法ではあるが再現性に問題がある

などの欠点を有している。 AFLP(Amplified Frag-

ment Length Polymorphism)法は，制限酵素で断片

化したゲノム・フラグメントにアダプター配列を結合

させ，このアダプター配列をプライマーとして PCR

反応を行う方法で， AFLP法は RAPD法よりも再現

性が高い利点がある。

ゲノムの特定領域を PCRの対象とする方法として

はRFLP法， STS法等がある。 RFLP(Restriction 

Fragment Length Polymorphism)法は， PCR法で増

幅した DNA断片を制限酵素で切断する手法で，制限

酵素によって切断された DNA断片の長さが，同一種

内の株や個体問等で異なることを利用して判別する方

法である。一塩基多型によって違いが現れることもある。

STS (Sequence Tagged Sites)法は， RAPD法を行

い，判別に有用な増幅 DNA断片の塩基配列を決定し，

当該増幅 DNA断片に特異的なプライマーの再設計に

より，求める増幅 DNA断片のみを増幅する方法で，

これにより品種特有の DNA部分を増幅できるため，

再現性も向上し効率的な判別が可能となる。

醸造酵母の判別への PCR法の利用

酵母でも RAPD法， AFLP法及びRFLP法等によ

る判別が報告されたト12)。

例えば，安住らは，実験酵母も含め広範囲な醸造酵

母を AFLP法により分類を試みている。その結果，

清酒酵母と焼酎酵母は近縁であり，また清酒酵母聞の

差はほとんどないことを報告している 10)。また，

AGAl， DAN4， HSP150及びSEDlの ORF由来の

第 109巻 第 4号

プライマーによる市販醸造酵母の判別の検討でも，焼

酎酵母及びワイン酵母では増幅 DNA断片の長さに多

型性が認められ，供試したワイン酵母はすべて，焼酎

酵母は 8株を判別できるものの清酒酵母で、は多型'生の

程度が低い結果となっている 13)。

これらの結果は， PCR法を利用した判別は醸造酵

母(ワイン酵母，焼酎酵母)にも利用できる優れた方

法であることを示す一方，遺伝的均一性が高い清酒酵

母の判別は PCR法を用いても難易度の高い課題であ

ることを示唆している。

生物種の判別では，通常はゲノム全体を PCRの対

象とする RAPD法と AFLP法などにより，判別に使

用できそうな増幅 DNA断片に当たりをつけ，更に当

該 DNA断片を詳細に解析することで STS法による

解析を試みるのが一般的である。しかし，清酒酵母の

判別では， RAPD法を試みても増幅 DNA断片に差異

がなかったことから，このようなアプローチが不可能

であった。幸い Saccharomycescerevisiae S288C株の

ゲノムの DNA配列が公開されており，各種の解析が

可能であった点や，清酒酵母の高泡形成能に関与する

遺伝子AWAlは高度に繰り返し配列を有し清酒酵

母問で多型性があること及びSaccharomycescerevisi 

mの判別に有用な DNA配列は繰り返し配列を有し

ていることなどの知見が， PCR法による清酒酵母の

判別の足掛かりとなった。

1. Awa1タンパク質の利用 14)

清酒酵母の高泡形成能に関与する遺伝子AWAlは

K-701を宿主としてクローニングされた。 Awalタン

パク質は N末端に分泌シグナル， C末端に GPIアン

カーシグナルを有しており，細胞壁グルカンに結合し

全体としては実験室酵母の YIL169C又は Y0L155C

遺伝子産物と類似しているが， N末端付近に他の遺伝

子 YJR151Cと相向性を持つ配列が挿入されているこ

と，繰返し配列の長さが異なるなどの点で実験室酵母

と異なっている。

このような繰返し配列を持つ遺伝子は菌株間で多型

を持つ可能性があることから，清酒酵母のAWAlの

N末及びC末をプライマーとして PCR法により清酒

酵母 DNAを調べたところ多型を示した(第 I表)。

AWAlの増幅 DNA断片により醸造協会で頒布さ

れている K-6，K-7， K-9を判別でき，更に K-12，

K-13， K-14は， K-9系の酵母と推定され， K-ll， 
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第1表清酒酵母のAWAl遺伝子の増幅DNA断片長 告を参考にし，酵母染色体上から 1)酵母で多型性の

菌株 高泡形成能
‘一 一 -，_、 程度が比較的高いと認められた ORFとして 17種類
増幅 υNA断庁長 ¥bp)

p4E') + 5142b
) 

X2180 3000 
K-6 + 6300 
K-601 6000 
K-7 + 6500 
K-701 6300 
K-9 + 4000 
K-901 4000 
K-10 + 5500 
K-1001 5000 
K-ll + 6500 
K-12 + 4000 
K-13 + 4000 
K-14 + 4000 
K-15 - 6500 

a) AWAl遺伝子を含むプラスミドを保持している。
b) p4E株のAWAl遺伝子の塩基配列から計算。

K-15号は育種過程から K-7系であるが，いずれも良

い一致を示した 15-19)。

AWA1遺伝子中にはセリンリッチな配列をコード

する多くの繰返し配列が存在している。実験室酵母の

YOLl55CとK-7のA防TAlでもこの繰返しの数が異

なっていることから，菌株間でセリンリッチな配列の

繰返し数が異なっているものと考えられる。

したがってA防TAl以外でもセリンリッチな配列を

コードする多くの繰返し配列が存在するタンパク質の

遺伝子を利用により清酒酵母の判別が期待できる。し

かし，後述のミニサテライト配列の利用で多型が期待

される ORF22種類の内 YIR019C(MUCl)， 

YDR420W (HKRl)， YKR092C (SRP40)， 

YAR050W (FLOl)， YHR211 W (FL05)， 

YAL063C (FL09)， YDR534C (FITl)， 

YOR009W (TIR4)， YNL327防T(EGT2)，

YKRI02W (FLOIO)及び YDL037C(BSCl)の 11

種類の ORFはセリンリッチな配列をコードする繰返

し配列を有しているが，多型が認められない又は認め

られたとしても A防'Alほどではない。なお現在のと

ころ，AWAlに顕著な多型が認められる理由は不明

である。

2. ミニサテライト配列の利用 20)

酵母 Saccharomycescerevisiaeには多くのミニサテ

ライト配列を含む遺伝子があり，それに関して Ver-

strepenらにより詳細に報告されている 21)。彼らの報
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(YIR019C (MUCl)， YAR050W (FLOl) ， 

YHR211W (FL05)， YAL063C (FL09)， 

YMR173W (DDR48)， YLL021 W (SPA2)， 

YDR534C (FIT 1)， YOR009防T(TIR4)， 

YDR420W (HKRl)， YDR150W (NUMl)， YN-

L327防T(EGT2)， YKRI02防r(FLOIO)， 

YDL037C (BSCl)， YKL163W (PIR3)， YN-

Ll9りW， YKLl6ヨC (PIRl) 及び YIL080W) を.

2) Verstrepenらの報告では酵母の多型性を確認して

いないものの， 40塩基以下のミニサテライト配列を 4

種類以上有する ORFを5種類 (YKL054C(DEFl)， 

YGL066防r(SGF73)， YMR273C (ZDSl)， 

YKR092C (SRP40) 及び YNL054W(れ4C7)) の

計 22種類について清酒酵母の PCR解析を試みた。

PCR解析の結果，増幅DNA断片に差が認められ

ない場合が多いものの，下記の 3組のプライマーでは

特定の株に特徴的な増幅 DNA断片が検出された。

YOR009W (TIR4)由来のプライマーの場合，清

酒酵母及びS288C株は各々 940bpまたは 910bpの増

幅DNA断片が検出された。なお， K-10及びK-1001

には 940bpの他に 890bpの特異的な増幅 DNA断片

が検出された(第 l図A)。

YDL037C (BSCl) 由来のプライマーの場合，清

酒酵母及びS288C株は各々 620bpまたは 630bp付近

の増幅DNA断片が検出された。また， K-9には

620bpの他に 600bpの， K-10では 560bpの特異的に

増幅する DNA断片が検出された。なお， K-1001で

は560bp及び660bpのDNA断片が検出された(第 l

図B)。

YNLl90W由来のプライマーの場合，清酒酵母及

びS288C株はいずれも 500bpの増幅 DNA断片が検

出された。なお， K-1601には 440bpの特異的に増幅

する DNA断片が検出された(第 1図C)。

このように， ミニサテライト配列を有する遺伝子の

反復回数の違い等により遺伝子の多型性が検出されや

すいと推測したものの，清酒酵母での多型性の程度は

低い結果となった。1)細胞壁タンパク質遺伝子

(AGAl， DAN4， HSP150， SEDl)由来のプライマ

ーを用いた PCR法は焼酎酵母及びワイン酵母では多

型性が高い一方，清酒酵母では多型性の程度が低いこ

醸協 (2014)



して de!ta配列を， Ty3はLTRとして sigma配列を，

Ty4はLTRとして tau配列を， Ty5pはLTRとして

omega配列を有している 24)。染色体上には， LTRは

トランスポゾン Ty因子の両端の他，当該配列のみが

単独でも存在しており， Ty因子の転位履歴を示唆し

ている。以上のことからワイン酵母の判別 ・同定に

LTRのデルタ配列の共通配列で設計されたプライマ

ーを利用した報告もあるおお)。 この場合 LTRの外側

にDNA合成するようにプライマー設計され， d巴!ta

配列が近接している場合に de!ta配列聞の DNAを増

幅しその差異で酵母の判別を試みている。

清酒酵母を対象として LTR聞の距離または個別の

LTRの有無に対応する増幅 DNA断片を検討するた

め，既報を参考にプライマーを設計し増幅 DNA断片

を比較したところ， 1500bp付近の DNA断片の有無

にのみ差異が認められる程度であり，他に特徴は認め

られなかった。このような結果は，ワイン酵母に比べ

て清酒酵母聞の DNAの相向性が高いことを反映して

いると考えられる。また， PCR反応条件のアニーリ

ンク・温度が低いためか，不明瞭な増ITNiDNA断片が認

められるなど，結果の安定性に不安な面も残ったこと

から， LTRのデルタ配列の共通配列で設計されたプ

ライマーは清酒酵母の判別に十分で、はないと考えられ

fこ。

より明確な増幅 DNA断片の差異による判別を試み

るため，個別の LTRに着目し，染色体にある 383の

LTRの内， LTRが偏在している領域や LTR付近に

DubiousORFがある領域を中心に 100組のプライマ

ーを設計し，清酒酵母 DNAの増幅 DNA断片を検討

した。その結果， 5組のプライマーで清酒酵母の菌株

間の差異が認められ，いずれも増幅 DNA断片の長さ

の違いではなく，有無という明確な差異が認められた。

なお，使用した清酒酵母の遺伝的な関係であるが，

K-6， K-7， K-9， K-10は5虫立していると考え られ，

K-llは， K-7のアルコール耐性株であり， K-14は

K-9の由来と推定され，K-1501はβアラニン培地で

35t:で生育できない性質を有していることから K-7

の自然突然変異と推定されている 15.18.19)0 K-1601は

K-7とK-1001株との交雑株， K-1701はK-1001を親

株として育種され， K-1801はK-1601とK-9との交雑

株から選抜されてきた 29-32)0 KT-901はK-901を親株

として育穫され， No28はK-1001と日本醸造協会保

一一
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第 1図 YOR009W(TIR4)(A)， YDL037C(BSC1) 

(B)，及び YNL190W(C)由来のプライマー

による増幅 DNA断片の電気泳動

レーン lとレーン 13はマーカー(長さは上から順に

7kbp， 5kbp， 3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， O.7kbp， O.5kbp， 

O.3kbp)。レーン 2から 12は各， K-6，K-7， K-9， K-10， K-ll， 

k・13，K-14， K-150l， K-160l， K-1701， S288C。 レーン 14か

ら19は各， K-601， K-701， K-901， K1001， K-1401， S288C. 

と 13) 2) Verstr巴penらが酵母で多型性の程度が比較

的高いと認められた ORFでも清酒酵母では多型性が

認められない場合が多いこと 21) 3)清酒酵母で多型

性の認められないプライマーでも焼酎酵母では多型性

が認められたことなどから，清酒酵母の遺伝子レベル

の差異が他の用途の醸造酵母に比較して小さく，極め

て均一性の高い集団であることが確認された。

3.長鎖末端反復配列の利用 22)

以上のように，一般的に DNA配列上に差を認めや

すいと予想されたミニサテライト配列でも清酒酵母の

判別では芳しくなかったことから，少し視点を変えて

トランスポゾンに着目することとした。

酵母S288C株の染色体には， 383の長鎖末端反復配列

(Iong t巴rmina!repeat，以下 LTRと略す)がある 23)。

トランスポゾン Ty因子には，Ty1， Ty2， Ty3， Ty4 

及びTy5pの5種類があり， Ty1及び Ty2は LTRと
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られた(第 2図E)0 K-6とほぼ同様の遺伝的背景を

有すると考えられる K-60lで増幅 DNA断片が認めら

れ，同様の結果は，育種過程から K-10と同様の遺伝

的背景を有する K-1701の場合でも 32) YDRWdel-

ta25のLTR領域由来のプライマーでの増幅 DNA断

片で両菌株に差異が認められている。この理由として

は， Ty因子の転位頻度は l世代当たり 10一7_ 10-8 

存株 M-1-7との交雑株， No77はK-7とK-100l株との

交雑株である 29，33)。また， K-60l， K-701， K-901， 

K-1001及びK-1401は各々 K-6，K-7， K-9， K-10及び

K-14を親株としている。以上のことから， K-6は

K-601に， K-7はK-ll，K-701， K-1501， K-1601， 

K-1801及 びNo77に， K-9はK-901，K-14， K-1401， 

K-1801及 びKT901に， K-10はK-1001， K-1601， 

K-170l， K-1801， No28及びNo77に，各 DNAが継

承され，交雑株でない場合にはほぼ一致していると考

えられる。

一一ーーー電器亀

一一
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D) 

一
一

YDRWdelta25のLTR領域由来のプライマーの場

合， K-10， K-1001， K-1601， K-1801， No28及び

No77は約 2500bpの増幅 DNA断片が認められるなど，

K-1701株を除く株に親株である K-10と同様の結果と

なった(第 2図A)。

YELWdelta5のLTR領域由来のプライマーの場合，

No28を除き約 1800bpの増幅 DNA断片が認められ

た(第 2図B)。

YGRWdelta21のLTR領域由来のプライマーの場

合， No28にのみ約 3000bpの増幅 DNA断片が認めら

れた(第 2図C)。

このように No28のみに増幅 DNA断片の有無が認

められるなど，他の清酒酵母とは異なる結果となった。

No28は， K-1001と日本醸造協会保存株 M-1-7との交

雑株であり，増幅 DNA断片の有無について K-100l

を含む他の清酒酵母では No28と同様の結果となって

いない。以上のことから，増幅 DNA断片の有無は，

No28の親株である M-1-7の性質を反映したと推定さ

れる。
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 1920 

E) 

第 2図 YDRWdelta25(A)， YELWdelta5(B)， 

YGRWdelta21 (C)， YLRWdelta20(D)，及

び YPLWdelta7(E)由来のプライマーによる

増幅 DNA断片の電気泳動

レーン lとレーン 14はマーカー(長さは上から順に，

7kbp， 5kbp， 3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， 0.7kbp， 0.5kbp， 

0.3kbp)。レーン 2から 13は各， K-6，K-7， K-9， K-10， 

K-ll， K-14， K-60l， K-701， K-901， K100l， K-1401， K-1501. 

レーン 15から 20は各， K-1601，K-170l， K-1801， KT-

901， No28， No77。

醸 協 (2014)

YLRWdelta20のLTR領域由来のプライマーの場

合， K-6， K-7， K-10， K-ll， K-601， K-701， K-1001， 

K-1501， K-1601， K-1801， No28及びNo77に，約

1700bpの増幅 DNA断片が認められた(第 2図D)。

他方， K-9， K-901， K-14， K-1401， K-1701及びKT

901には増幅 DNA断片が認められないことから，

K-1801を除く株は親株の K-9と同様の結果となった。

以上の結果から YDRWdelta25及び YLRWdelt，σ20

のLTR領域由来のプライマーを用いた増幅 DNA断

片の有無は，各々 K-10及びK-9のDNAの継承を比

較的良く反映しているように思われる。

YPLWdelta7のLTR領域由来のプライマーの場合，

K-6以外の株に 1100bp付近の増幅 DNA断片が認め
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とされていることから 34) 植え次ぎや育種・選抜過

程で、当該染色体領域に変異が入った結果であると考え

られる。

以上，増幅 DNA断片の有無の結果を第 2表にまと

めた。その結果，清酒酵母は YPLWdelt，α7及 び

YELWdelta5のLTR領域由来のプライマーによって

K-6 (グループA)及ぴNo28(グループE)が特定

される。さらに 3組のプライマーによる増幅 DNA断

片の有無から K-7，K-l1， K-601， K-70l及びK-1501

が lつのグループに(グループB)，K-9， K-14， 

K-901， K-1401， K-1701及びKT-901が lつのグルー

プに(グループC)，K-IO， K-IOOl， K-1601， K-1801 

及びNo77が 1つのグループ(グループD) に分けら

れた。

本手法は，清酒酵母の特定は限られた株でのみ可能

ではあるものの，増幅 DNA断片の有無により判断で

きる点が優れており，通常のアガロースゲル電帰泳動

でも清酒酵母の分類が可能となった。

4. FL05及び YHR213Wの利用 35)

用途の異なる醸造酵母の内，清酒酵母，焼酎酵母及

びワイン酵母聞の判別について PCR法の利用を検討

した。

ミニサテライト配列の利用で 20)使用した 22種類の

ORF由来のプライマーを用いて焼酎酵母 MK021と

K2での増幅 DNA断片を検討した。その結果，FL05 

由来のプライマーで増幅 DNA断片が認められなかっ

た。清酒酵母では当該プライマーにより 3.2kbの増幅

DNA断片が認められることから，清酒酵母と焼酎酵

母の判別の利用について検討した。

焼酎酵母及び清酒酵母に対して FL05由来の N末

とC末のプライマー (FL05-N及びFL05-C)による

増幅 DNA断片の有無を検討した(第 3図)。その結

果，清酒酵母や S288Cでは 3.2kbの増幅 DNA断片が

認められたが， H5を除く焼酎酵母に増幅 DNA断片

は認められなかった。また H5の増幅 DNA断片は清

酒酵母や S288Cのものに比べて 2倍程度の長さ

(6.2kbp) を有していた。

次に，FL05の他の領域を利用したワイン酵母とj青

酒酵母及び焼酎酵母との判別について検討することと

した。プライマ-FL05-600及びFL05-1900では，

約 400bpの増幅 DNA断片がワイン酵母で認められ，

他の酵母では焼酎酵母の KFl及び実験室酵母 S288C

でのみ認められた(第4図)。なお，当該増幅 DNA

断片は YHR213W又は YAR062Wに由来すると同

定された。

ワイン酵母と焼酎酵母及び清酒酵母の判別に

YHR213Wの利用が考えられたため， YHR213W及

び当該遺伝子の周辺の塩基配列に基づきプライマーを

第2表増幅 DNA断片の有無の結果一覧

レーン No 菌株

2 K-6 
3 K-7 
4 K-9 
5 K-10 
6 K-11 
7 K-14 
8 K-601 
9 K-701 
10 K-901 
11 K-1001 
12 K-1401 
13 K-1501 
15 K-1601 
16 K-1701 
17 K-1801 
18 KT-901 
19 No28 
20 No77 

0・増幅 DNA断片有り

第 109巻 第 4号

YDRWdelta25 
(第2図 A)

。

。
。
。
。。

YELWdelta5 YGRWdeli匂，21 YLRWdelta20 YPLWdelta7 
グループ

(第2図 B) (第2図 C) (第2図 D) (第2図 E)。 。 A 。 。 。 B 。 。 C 。 。 。 D 。 。 。 B 。 。 C 。 。 。 B 。 。 。 B 。 。 C 。 。 。 D 。 。 C 。 。 。 B 。 。 。 D 。 。 C 。 。 。 D 。 。 C 。 。 。 E 。 。 。 D 
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A) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

B) 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

第 3図 FL05由来のプライマ ー((FL05-600及び

FL05-1900) )による増幅 DNA断片の電気泳動

(A)焼酎酵母 レーン lはマーカー (長さは上から順

に， 7kbp，5kbp，3kbp，2kbp，1.5kbp)。 レーン 2から 13

は各，KFl.KF3， CAN1， MK021， 1-33， C14， C4， H5， K2， 

Aw101. S-2. S-3。
(B)清酒酵母 レーン l及び 13はマーカー (長さは上

か ら順に， 7kbp， 5kbp， 3kbp， 2kbp， 1.5kbp)。 レーン 2

から 13は各，K-6，K-7， K-9， K-10， K-11， K-13， K-14， 

K-1501， K-1601， K-1701， S288C。レーン 2から 13は各，

K-601， K-701， K-901， K1001， K-1401， S288C。

設計し醸造酵母の判別を検討した。 プライマー

YHR213W-N及びYHR213W-Cによる PCRの結果

(第 5図)から，ワイン酵母は 640bpのDNA断片が，

清酒酵母では 1200bpのDNA断片が共通して増幅さ

れ，長さで 2倍近い差が認められた。プライマ-

YHR213W-100及び YHR213W(300) Sによる PCR

の結果 (第6図)から，ワイン酵母では 430bpの

DNA断片が，焼酎酵母では KF1及びH5で430bpの

DNA断片が増幅したが，清酒酵母では DNA断片は

認められなかった。

以上の結果から，清酒酵母と焼酎酵母の判別につい

ては第 3図又は第4図において，清酒酵母または焼酎

酵母とワイン酵母との判別については，第 4図又は第

6図で増幅 DNA断片の有無又は増幅 DNA断片の長

さが 2倍以上異なり酵母の判別が容易となった。焼酎

酵母は KF1とH5を除き第 3図，第4図及び第 6図

においても増幅 DNA断片が認められない。 しかし

第5図では焼酎酵母で、増幅 DNA断片が認められ，

KFl. 133， C14を除いて 930bpの増幅 DNA断片が

共通していることから，第 4図及び第 5図の結果より

実験系の確認と効率的な判別が可能となる。

YHR213Wは第 8染色体のテロメア近くの右腕に

あり ， YAR062Wは第 l染色体のテロメア近くの右
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第 4図 FL05由来のプライマー (FL05-600及び

FL05-1900)による増幅 DNA断片の電気泳動

(A)ワイン酵母:レーン l及び14はマーカー(長さは上か

らJII買に，3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， 0.7kbp， 0.5kbp， 0.3kbp)。

レーン 2から 13は各，協会 l号，協会 3号，協会4号，

L2323， BM45， 71B， K1 Vll16， CS2， CEG， S1HA7， W-3， 

S228C。レーン 15から 22は各， L27， EC1ll8， T73， 43， BC， 

S田A4.BDX. S228C。
(B)焼酎酵母 レーン Iはマーカー(長さは上から順に

3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， 0.7kbp， 0.5kbp， 0.3kbp)。 レーン

2から 13は各， KF1. KF3， CAN1. MK021. 1-33， C14， C4， 

H5， K2， Aw101， S-2， S-3。

(C)清酒酵母・レーン lとレーン 13はマーカー(長さは

上から }II~ に， 3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， O.7kbp， 0.5kbp， 

0.3kbp)。レーン 2から 12は各， K-6，K-7， K-9， K-10， K-11， 

K-13， K-14， K-1501. K-1601， K-1701. S288C. レーン 14カ、

ら19は各， K-601.K-701. K-901. K1001. K-1401， S288C。

腕に同一配列を有している。また，清酒酵母と焼酎酵

母の判別に利用した FL05も第 8染色体の右腕にあ

るお)0 FL05はセリンリッチな配列の繰返し配列を

有する細胞壁タンパク質遺伝子であり ， YHR213W 

の機能は特定できないが，FL05と相向性を有する遺

伝子である。これらの遺伝子は酵母に求められる醸造

環境との関連性に乏しいことから，当該プライマーに

よる用途の判別は地理的要素や清酒酵母の遺伝的均一

性などを反映した結果であると考えられる。清酒酵母

及び焼酎酵母は主に日本圏内で分離 -育種されたが，

醸協 (2014)
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第6図 YHR213W由来のプライマー (YHR213W-100

及び YHR213W(300)S)による増幅 DNA断

片の電気泳動

(A)ワイン酵母 レーン l及び 14はマーカー (長さは

上から順に， 3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， 0.7kbp， 0.5kbp， 

0.3kbp)。 レーン 2から 13は各，協会 1号，協会 3号，協

会 4号，L2323，BM45， 7lB， K1 Vll16， CS2， CEG， SIHA7， 

W-3， S228C。 レーン 15から 22は各，L27， ECll18， T73， 

43. BC. SIHA4. BDX. S228C。
(B)焼酎酵母 レーン lはマーカー (長さは上から順に，

3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， 0.7kbp， O.5kbp， 0.3kbp)。 レー

ン2から 13は各，KFl. KF3， CANl. MK021， 1-33， C14， 

C4， H5， K2， Aw101. S-2， S-3。

(C)清酒酵母。レーン lとレーン 13はマーカー (長さ

は上から順に， 3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， 0.7kbp， 0.5kbp， 

0.3kbp)。 レーン 2から 12は各， K-6， K-7， K-9， K-10， 

K-ll， K-13， K-14， K-1501. K-1601. K-1701. S288C. レーン

14から 19は各， K-601.K-701. K-901. K1001. K-1401. 

S288C。

-
= 

第 5図 YHR213W由来のプライマー (YHR213W-N

及び YHR213W-C)による増幅 DNA断片の

電気泳動

(A)ワイン酵母 レーン 1及び 14はマーカー (長さは

上から順に， 3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， 0.7kbp， 0.5kbp， 

0.3kbp)。 レーン 2から 13は各，協会 l号，協会 3号，

協会 4号，L2323， BM45， 7lB， K1 Vll16， CS2， CEG， 

SIHA7， W-3， S228C。 レーン 15から 22は各， L27， 

ECll18. T73. 43. BC. SIHA4. BDX. S228C。
(B)焼酎酵母 レーン lはマーカー (長さは上から順に，

3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， 0.7kbp， 0.5kbp， 0.3kbp)。 レ

ーン 2から 13は各， KF1， KF3， CAN1， MK021， 1-33， 

C14， C4， H5， K2， Aw101， S-2， S-3。

(C)清酒酵母。レーン lとレーン 13はマーカー (長さ

は上から}II買に， 3kbp， 2kbp， 1.5kbp， 1kbp， 0.7kbp， 0.5kbp， 

0.3kbp)。 レー ン2から 12は各，K-6， K-7， K-9， K-10， 

K-ll， K-13， K-14， K-1501. K-1601， K-170l， S288C。 レー

ン14から 19は各， K-601， K-701， K-901， K1001， K-1401， 

S288C。

にはタカラバイオ(捕の Genとるくん TM (酵母用)，

PCR反応には同ネ士の TaKaRaTaq， PCRチューブに

エッペンドルフ社の 0.2mlの 8連ストリップを使用し

た。また，増幅 DNA断片の泳動は，アジレント・テ

クノロジー(械の Bioanalyzer2100を利用し，正確な

DNA鎖長の把握に努めた。PCR反応は再現性の良い

手法であるが，それでも使用する機器や反応試薬の影

響 を受ける可能性がある。
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ワイン酵母は海外で分離され，また種類も多く，以前

の報告からも多様性が高いことが推測される 1)。 この

ため清酒酵母や焼酎酵母と同じ増幅 DNA断片を示す

ワイン酵母が存在する可能性もあると言える。

AWAlでの判別を除き，清酒酵母の判別には PCR

機器として Stratagene社の RoboCycler，DNA精製

第 109巻

技術的な留意点

第 4号



例えば， PCR機器としてはアプライド・バイオシ

ステム社製の GeneAmp9700が有名で、あるが，当該機

器は PCR反応に必要な温度変化は lつのパケットの

温度を変化させる方法である。一方， RoboCyclerは

PCR反応に必要な温度を 4つのパケットで設定して

おき，そのパケット聞を PCRチューブが移動する方

法を採用している。系統的に調べているわけではない

が，両者によって AWAlや長鎖末端反復配列で増幅

される DNA断片に差があるようだ。特に長鎖末端反

復配列の報告では，増幅 DNA断片の有無による判別

が簡易であり，今後幅広く活用されるためにも，使用

する PCR機器にも留意した。以上のことからも，

PCR機器以外にも増幅する DNA断片に影響する因

子の存在は否定できない。したがって，使用する器具

や試薬が異なる場合は，既知のコントロールとなる菌

株を使用し，結果を比較検討することが好ましい。

おわりに

PCR法は当初，使用する耐熱性 DNAポリメラー

ゼやプライマーも価格が高いことから，研究の実験技

術として利用され，一般的な手法としての普及が難し

かったが，その後， PCR法のコストも低下し，食品

などの検査技術としても普及しつつある。このような

PCR法を巡る状況変化から， PCR法の清酒酵母の判

別への利用は，時代の趨勢であったように思われる。

今回は，清酒酵母の判別に資する DNA領域を予測

し，多くの増幅 DNA断片のパターンの中から判別に

有用な結果を得てきたが，現在も DNA操作技術の進

展は速く，ゲノム解析にかかる費用も年々低下してい

る。例えば， PCR法による判別では困難な SNP(Sin-

gle Nucleotide Polymorphism) に関しでも，ペプチ

ド核酸を利用した簡易検出技術が開発されるなど新規

検出技術も開発されているお)。清酒酵母の判別は，

生理的性質を利用した培地による方法にしろ PCR法

にしろ何れも，多くの試行錯誤を必要としてきた。し

かし今後はゲノム解析費用の低下も相まって，各清

酒酵母聞のゲノム比較により DNAの塩基配列の差異

を抽出し， PCR法による実験やその他の DNA差異

の検出は確認作業となるアプローチ法も可能と予想さ

れる。

なお最後になるが，当研究のきっかけは，平成 13

年 11月に鹿児島県工業技術センターの安藤義則先生
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が焼酎酵母の判別に PCR法が利用できないかを当研

究所で検討したことから始まっている。また， PCR 

法の清酒酵母の判別に関しては， 日本酒造組合中央会

で補助頂いた PCR法による焼酎酵母の判別に関する

研究の知見も有益で、あった。この場を借りて，両者に

御礼申し上げたい。

〈独立行政法人酒類総合研究所)
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