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研究の目的 

清酒酵母は、分類学上は出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae に属する菌株群であるが、

他の出芽酵母菌株と比べて清酒もろみにおいて高いエタノール生産性を示す。この現象

に関わる新規メカニズムを明らかにするために、本研究では、出芽酵母の細胞形態情報

をハイスループットに解析するための CalMorph システム 1)を用いて、清酒酵母細胞に

固有の形態学的特徴を発見する。さらに、そのような細胞形態をもたらす遺伝子・変異

を手掛かりとして、出芽酵母の発酵力の調節に重要な役割を果たす原因を明らかにする。 

 

方法 

 YPD 培地において対数増殖期まで生育させた清酒酵母きょうかい 6 号、7 号、9 号、

10 号及び実験室酵母 X2180 をホルマリン固定し、細胞壁・アクチン・核の三重染色後、

CalMorph 解析に供した。 

発酵試験については、50 ml の 20％グルコース含有 YPD 培地において初期植菌量

OD660 = 0.1 となるように各菌株を加え、30℃で静置培養した。清酒小仕込試験について

は、40 g のα化米、10 g の乾燥麹、20 l の 90％乳酸、80 ml の仕込水を混合し、初期

植菌量 OD660 = 1.0 となるように各菌株を加え、15℃で静置培養した。発酵に伴い発生

する二酸化炭素発生量を、ファーモグラフを用いて測定した 2)。 

 細胞あたりの DNA 含量測定については、細胞をエタノール固定後ヨウ化プロピジウ

ムにより染色し、フローサイトメーターにより蛍光強度を測定した。CLN3 mRNA 量の

分析は、アクチンをコードする ACT1 遺伝子を内部標準とした定量リアルタイム PCR

法（qRT-PCR 法）により行った。 

 

結果 

 CalMorph システムを用いたハイスループット細胞形態解析の結果、対数増殖期の清

酒酵母は実験室酵母とは異なる固有の形態学的特徴を有することが明らかになった。具

体的には、未出芽の細胞の割合（パラメータ C119）が尐ない点や、出芽細胞における

母細胞の長軸（パラメータ C103_A1B）が短い点が見出された（図 1）。 

これらの特徴はいずれも、細胞周期の G1 期が短い変異株と共通であることから、清酒

酵母では G1 期の進行が亢進されていることが示唆された。 

 次に、発酵環境においても清酒酵母は細胞周期制御に何らかの異常を示すかどうか確

認するため、20％グルコース含有 YPD 培地において発酵試験を実施し、発酵途中の酵

母細胞の DNA 含量を測定した。その結果、実験室酵母と比べて清酒酵母は、対数増殖

期においてだけでなく、発酵期においても G1 期の細胞の割合が低いことがわかった（図

2A）。また、G1 期サイクリンとして知られる CLN3 遺伝子の発現量についても、発酵期



 

間を通して清酒酵母は高い値を示した（図 2B）。通常、出芽酵母細胞は、増殖を終える

と G1 期で細胞周期を停止することが知られているが、発酵途中の清酒酵母は G1 期停

止に欠損を示すことが明らかになった 3)。 

 このような清酒酵母における細胞周期調節の異常の原因を明らかにするために、近年

報告された清酒酵母のゲノム情報 4)を活用して、G1 期制御に関連していることが知ら

れている遺伝子上の変異を検索した。その結果、細胞増殖後の G1 期停止に必須な役割

を果たす Rim15p プロテインキナーゼの機能欠失を引き起こす新規のフレームシフト変

異（rim15
5055insA変異）が同定された 5)。ワイン酵母やビール酵母などを含む様々な実用

酵母菌株についてこの変異の有無を調べたところ、興味深いことにきょうかい 6 号、7

図 1 清酒酵母の形態学的特徴。 (A) CalMorph データの主成分分析結果の 3 次元マッピ

ング。各点は、1 回の実験に由来するデータ（200 以上の細胞の平均値）に対応する。

清酒酵母きょうかい 6 号、7 号、9 号、10 号（K6、K7、K9、K10）及び実験室酵母 X2180

を実験に用いた。 (B) 清酒酵母と実験室酵母の代表的な細胞形態。バーの長さは 3 mm

に対応する。 (C) 清酒酵母と実験室酵母間で有意な差を示した形態パラメータ。 

 

図 2 発酵条件における細胞周期関連解析。Phase I が対数増殖期、Phase II～IV が発酵期、

Phase V が発酵終了時点に対応する。 (A) DNA 含量。(B) qRT-PCR 法による CLN3 

mRNA の解析。相対発現量については、ACT1 を参照遺伝子として、X2180 の Phase I

における発現量に対する比を示す。 



 

号、9 号、10 号を含む清酒酵母菌株群にのみ特異的に分布することがわかった。さらに、

清酒酵母において正常なRIM15遺伝子を発現させるとG1期停止欠損の表現型が抑圧さ

れたことから（データ省略）、この rim15
5055insA変異が清酒酵母の G1 期停止欠損の原因

であることが突き止められた。 

 最後に、清酒酵母の G1 期停止欠損が発酵力に及ぼす影響を明らかにするために、正

常なRIM15遺伝子を有する実験室酵母BY4743と、そのrim15遺伝子破壊株・rim15
5055insA

変異株を用いて発酵試験を行った。その結果、Rim15p の欠損により発酵速度が有意に

向上することが明らかになった（図 3）5)。さらに、清酒小仕込試験でも同様に発酵力

の大幅な改善が見られ、発酵終了時のエタノール濃度は親株では 11.19 ± 0.17％であ

ったのに対し、rim15 遺伝子破壊株では 17.03 ± 0.44％、rim15
5055insA変異株では 16.76 

± 0.18％にまで達した。これらの結果から、清酒酵母に特異的なこの rim15
5055insA 機能

欠失変異が高エタノール生産性をもたらす主要な原因であると結論づけられた。 

 

結論 

 以上をまとめると、細胞形態学的解析手法を清酒酵母研究に新たに適用することによ

り、清酒酵母の新規表現型として G1 期調節の異常を見出し、その原因である rim15
5055insA

変異が、清酒酵母の高エタノール生産性を生み出した中心的な要因であることを解明し

た。今回の成果を含む清酒酵母の高発酵性原因変異の同定 5-7)は、酵母の代謝プロファ

イルの人為的改変のために重要な知見を与えてくれるだろう。今後は、この Rim15p を

介した細胞周期調節機構が発酵・エタノール生産を制御する分子メカニズムに関する研

究の進展が期待される。 
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