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 報 文  

この研究は、「産学官連携新品種産地化促進事業」の予算で実施した。 
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愛媛酵母（EK-1 株）から、自然変異したアルギナーゼ欠損株を CAO 培地により取得することを試みた。EK-1 株培

養液を CAO 培地に塗布し、30℃で３週間培養したところ、3.3×10-6 の頻度でコロニーが生育した。大きめのコロニ

ー120 株を分離し、Arg 培地と Orn 培地を用いて選抜し、４株のアルギナーゼ欠損変異株を得た。この４株について、

総米 200g で小仕込み試験を行い、製成酒に含まれるウレア（尿素）を、酵素法により測定したところ、分離した４株

のうち３株で検出限界の 1 mg/L 以下であることが確認できた。残りの１株も 1.1 mg/L と元株の 1/10 以下であった。

発酵経過及び製成酒の成分から、優良株として CAO-003 及び 004 株を選抜した。この２株について、総米 1kg にスケ

ールアップした仕込み試験でも、その性質の再現性を確認し、その製成酒の成分から CAO-004 株を最も優良な株とし

た。  

 

キーワード：日本酒、酵母、EK-1、ウレア非生産性、カルバミン酸エチル  

 

は じ め に 

 酒類を含む発酵食品中には、発がん性について疑いの

あるカルバミン酸エチル（ECA）が少量含まれているこ

とが知られている  1) 。1985 年カナダにおいて、このこ

とが報告されて以来、ECA の生成機構や低減化に関する

研究が精力的に行われてきた。その結果、ECA はウレア

とエタノールから生成すること  2) やウレアを減少させ

る方法として、原料処理  3) 4) やウレアーゼの使用  5) 6) 、

低ウレア生産性酵母を利用する方法  7) 8) が報告されて

いる。北本らは、アルギナーゼ遺伝子を破壊することで、

尿素非生成の酵母を育種できること、また CAO 培地を

用いて効率よくアルギナーゼ欠損変異株を取得できるこ

とを報告している  9)～12) 。  

 本報では、EK-1 酵母のアルギナーゼ欠損自然変異株を

CAO 培地により取得し、その性質について調べ、優良な

酵母を得ることができたので報告する。  

 

実 験 方 法 

１．使用酵母  

愛媛酵母 EK-1 株を親株として使用した。  

 

２．アルギナーゼ欠損変異株の取得  

北本らの方法  11) に準じて実施した。すなわち、YPD

液体培地で、30℃で振とう培養し、定常期に達した酵母

細胞を集菌、滅菌水で２回洗浄し、適当な酵母密度にな  

 

るように滅菌水に懸濁した。CAO 寒天培地（0.17% 

Yeast Nitrogen Base W/O Amino Acids and Ammonium 

Sulfate (Difco), 10ppm L-Canavanine (SIGMA), 5mM 

L-Ornithine Hydrochloride (WAKO), 1mM L-Arginine 

Hydrochloride (WAKO), 2% Glucose, 2% Agar）上に 100μ

L 塗布し、30℃で培養した。約３週間後、生育してきた

コロニーを再度 CAO 寒天培地でシングルコロニーに単

離し、出現してきたコロニーを Arg 寒天培地（0.17% Yeast 

Nitrogen Base W/O Amino Acids and Ammonium Sulfate, 

5mM L-Arginine Hydrochloride , 2% Glucose, 2% Agar）及

び Orn 寒天培地(Arg 寒天培地のアルギニンの代わりに

5mM L-Ornithine Hydrochloride を含む。）に移植し、Arg

培地では生育できず、Orn 培地で生育できるものをアル

ギナーゼ欠損株とした。  

 

３．分離株の Arg 培地と Orn 培地上での生育 

前項で分離した株について、YPD 培地を用いて 30℃で

振とう培養し、得た培養液を Arg 培地及び Orn 培地に滅

菌した爪楊枝でスポットし、30℃３日間培養後、生育し

たコロニーの状態を観察した。  

 

４．小仕込み試験  

定法  13) に従い、表１に示す仕込み配合で総米 200 g

の小仕込み試験を行った。α 米は YA-50、乾燥麹は TG-50 

(両者とも徳島製麹株式会社製)を使用した。  

 麹汁培地(Brix. 10, pH 5.4）10 mL を入れたＬ字試験管

に酵母を植菌し、バイオフォトレコーダ(TN-2612，  
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ADVANTEC東洋㈱)を用いて28℃、30 rpmで振盪して前

培養した。660 nmの吸光度でモニターしながら、吸光度

2.0でほぼ一定になったところで前培養終了とした。900 

mLのガラス製の瓶に、70 mLの水（0.2 g/L塩化ナトリウ

ム、0.04 g/Lリン酸二水素カリウム、1.5 ml/Lの食添用乳

酸を含む。）と乾燥麹40 gを加え、15℃で2時間保持した。

前培養酵母を1.0×109  個添加し15℃で45時間保持した。蒸

留水270 mLを加え、7 ℃で2時間保持後、α米を160 g加え

た。7 ℃でさらに６時間保持後、1 ℃ /日で昇温し15 ℃に

達したら、そのまま保持した。  

 

表１ 小仕込み試験の仕込み配合  

 

 

 

 

 

 

 

１回目は 15℃、２回目は 7℃で仕込んだ。  

仕込み終了後は、15℃になるまで１℃/日で昇  

温した。  

 

５．総米 1kg の仕込み試験  

小仕込み試験等により選抜した菌株の実用化を目的

に、菌株の性質の再現性を検討するため、総米 1kg の仕

込み試験を実施した。前項の小仕込み試験と同様の方法

で、仕込み配合を表２にスケールアップした。  

 

表２ 総米 1kg の仕込み試験の配合  

 

 

 

 

 

 

 

 

６．製成酒中の尿素量の測定  

製成酒に含まれる尿素及びアンモニアを、酵素法  ( F-

キット 尿素／アンモニア（Roche Diagnostics GmbH, 

Germany）により測定した。  

 

７．製成酒の香気成分及び一般成分  

香気成分は、ヘッドスペースガスクロマトグラフ法で

測定した。一般成分は、国税庁所定分析法（第４回改正）

に従い分析した。  

結 果 と 考 察  

 

１．アルギナーゼ欠損変異株の取得  

10mL の YPD 培地で 30℃、21 時間培養した。このと

き、吸光度が 2.1で生菌数が 1.6×108 cells/mL となった。

培養液を、CAO 寒天培地上に 6.0×106 cells / シャーレに

なるように塗布し、３週間培養後、直径 1mm を超える

比較的大きめのコロニーを計数すると、１シャーレあた

り約 20 個であった。出現率は、3.3×10-6 であった。コ

ロニーの大きさにはばらつきがあり、小さなコロニーが

多数発生した。大きめのコロニーから、１シャーレあた

り２個ずつ計 120 株を CAO 寒天培地上で単離後、Arg 培

地と Orn 培地に移植したところ、120 株中４株が、Arg

培地ではわずかにしか生育できず、Orn 培地で良好な生

育を示したため、アルギナーゼ欠損株として分離した。  

 

２．分離株の Arg 培地と Orn 培地上での生育  

単一コロニーに分離後の性質を確認するため、YPD 培

地培養液を Arg 培地と Orn 培地に植菌し、生育状態を観

察した。その結果、表３に示すとおり、分離した４株は

すべて Arg 培地に生育せず、Orn 培地に生育することが

確認できた。  

 

表３ 分離株の Arg 培地と Orn 培地での生育状態  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．小仕込み試験の経過  

図１に経過図を示した。分離した４株は、元株の EK-1

株に比較してやや発酵が遅い傾向にあった。分離株のな

かでは、CAO-003 株の発酵経過が最も元株に近かった。 

 

４．尿素測定条件の最適化  

F-キットを用いた測定において、試料量は 0.1 から 2.0 

mL まで変えることができる。試料量が多いほど検出限

界の濃度を下げることができるが、日本酒を試料とした

場合、アルコール等による測定の阻害が生じる可能性が

ある。そこで、試料量の最適化を図るため、試料量と測

定値の関係を検討し、図２に示した。  
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図１ 小仕込み試験の経過図  

Symbols：△，CAO-001；▲，CAO-002；  

□，CAO-003；■，CAO-004；○，EK-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 試料量と測定値の関係  

Symbols：●，EK-1 株；○，CAO-001 株  

 

試料量 1 mL、2 mL では、測定値が著しく低くなった。

これは、これらの試料量では、日本酒中の成分により反

応が大きく阻害されているものと推定される。また、試

料量 0.1 mL では、吸光度が 0.0804 と小さく信頼性に欠

ける。これらのことから、測定値の最大値を示す試料量

0.3 mL に決定し、以下の測定はこれに従った。  

 

５．小仕込み試験製成酒の成分  

小仕込み試験製成酒を分析し、表４に尿素量、アンモ

ニア量及び一般成分を、表５に香気成分を示した。  

 

 

表４ 小仕込み試験製成酒の尿素量及び一般成分  

 

 

 

 

 

 

 

 
※N.D.は検出限界 1mg/L 以下を示す。  

 

表５ 小仕込み試験製成酒の香気成分  

 

 

 

 

 

 

 

 

分離した４株の尿素生成量は、元株に比較して明らか

に低くなっていた。今回採用した測定法は、試料量 0.3mL

のとき検出限界が 1.0mg/L であり、CAO-002 株をのぞい

た３株で検出限界以下であった。CAO-002 株も 1.1mg/L

と元株の 1/10 であった。アンモニア生成量には菌株によ

り差が生じた。酸度とアミノ酸度は、元株と大きな差は

なかったが、アルコール分は、CAO-003 株以外は元株よ

りやや低い生成量であった。香気成分については、４株

中３株において元株より酢酸イソアミルとイソアミルア

ルコールの生成量が多く、カプロン酸エチルの生成量が

少ない傾向にあった。CAO-004 株のみが、元株と同様の

香気成分生成能であった。  

発酵経過及び製成酒の成分から、CAO-003 及び 004 株

が良好と考え選抜した。CAO-003 株は、発酵経過、尿素

量が良好だが、酸度がやや高く、酢酸イソアミル及びイ

ソアミルアルコールの生成量が元株より増加していた。

CAO-004 株は、発酵経過がやや遅く、アルコール生成が

低いものの、香気成分生成能が元株と同様に優れていた。 

 

６．総米 1kg の仕込み試験の経過と製成酒の成分  

分離した菌株の性質の再現性を検討するため、総米

1kg にスケールアップした清酒の仕込み試験を実施した。

経過を図３に示した。また、製成酒の尿素、アンモニア

及び一般成分を表６に香気成分を表７に示した。小仕込

み試験の場合と同様、分離した２株はもろみ前半で経過

が遅く、21 日目をすぎる頃に追いつく様な経過となった。

本酵母では、前急型のもろみ管理が必要と考えられる。

製成酒のアルコール分は、３株とも 18 (%,v/v) 程度とな

り、充分な発酵能力を有していた。また、分離株の製成

酒には、尿素は検出されなかった。酸度とアミノ酸度に
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ついては、CAO-003 株ではやや高い傾向にあったが、

CAO-004 株では元株とほぼ同じであった。香気成分につ

いては、小仕込み試験と同様の傾向を示した。これらの

ことから、スケールアップした仕込み試験でも分離株の

性質に再現性があることが示された。また、製成酒の成

分の面から、CAO-004 株が最も優良な株であると思われ

た。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ ウレア非生産性酵母 CAO-003 及び CAO-004 株

の総米 1kg の仕込み試験経過図  

□；CAO-003，■；CAO-004，○；EK-1 

 

表６ 総米 1kg 仕込み試験製成酒の尿素量及び一般成分  

 

 

 

 

 

 
※N.D.は検出されず。  

 

表７ 総米 1kg の仕込み試験製成酒の香気成分  

  

 
 
 
 
 

ま  と  め 

 

１．愛媛酵母（EK-1 株）由来のアルギナーゼ欠損変異株

を取得した。  

２．EK-1 株のアルギナーゼ欠損の自然変異株は、1.1×

10-7 の出現率であった。  

３．得られた４株について、総米 200g の小仕込み試験を

したところ、４株とも尿素生産量は元株の 1/10 以下と

なった。  

４．総米 1kg の仕込み試験を行い、元株と遜色のない経

過と製成酒の成分から CAO-004 株を優良株として分

離した。この株は、もろみ前半の経過がやや遅いもの

の、製成酒の一般成分、香気成分は元株と差がなく、

製成酒から尿素は検出されなかった。  
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