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シンクロトロン光を変異原とした突然変異法による酵母の育種事例として、清酒中カルバミン酸エチル

低減化を目的に、その前駆物質である尿素非生産性の酵母の育種を試みた。酵母 M1-12 株にシンクロト
ロン光を照射して変異を誘発した後、CAO 培地上で培養し、良好な生育を示す株から、Arg 培地では生
育できず Orn 培地で生育できるアルギナーゼ欠損株を分離した。照射試験区は未照射試験区と比較して、
アルギナーゼ欠損株の取得率が高くなり、シンクロトロン光が変異原として利用可能であることがわかっ

た。取得したアルギナーゼ欠損株の発酵試験を行った結果、尿素非生産性酵母を取得することができた。

1. はじめに
酵母育種法の一つとして、突然変異法が挙げられる。

本法は自然突然変異の発生が低頻度であることから、人

工的に突然変異を誘発する手法である。従来は物理的変

異原である紫外線や化学的変異原である EMS 等の薬剤
が変異原として用いられてきた。近年、植物育種の分野

において、物理的変異原としての有効性が明らかにされ

た重イオンビームを酵母育種に活用した事例が報告され

1)2)、新たな変異原の開拓が始まっている。

一方、愛知県では 2013 年にあいちシンクロトロン光
センターの共用が開始され、その利用が進められている。

シンクロトロン光は広い波長範囲を持ち、高輝度、高指

向性といった特徴を有しているため、微細構造の解析等

における最先端の分析ツールとなっている。しかし最近

では、植物育種の際の変異原としての利用が活発に進め

られており 3)、酵母育種においても有効な変異原となる

ことが期待される。

そこで本研究では、シンクロトロン光を変異原とし

た突然変異法による酵母育種を検討した。具体的には、

清酒の海外輸出において、一部の国で規制値が設定され

ているカルバミン酸エチルの低減化を目的に、その前駆

物質である尿素を生成しない尿素非生産性の酵母を育種

することとした。北本らが清酒酵母のアルギナーゼ遺伝

子を破壊することで尿素非生産性酵母を作出できること

を報告 4)していることから、シンクロトロン光変異によ

るアルギナーゼ欠損株の取得を試みた。

2. 実験方法
2.1 供試菌株
萬三商店(愛知県半田市)敷地内の半田市指定天然記念

物「萬三の白モッコウバラ」から分離 5)・育種した酵母

Saccharomyces cerevisiae(M1-12株)を使用した。
2.2 使用培地
酵母の培養は麹汁培地(ボーメ 5.0、pH4.0)を使用し

た。シンクロトロン光照射による変異処理前後の酵母の

生存率の評価には YPD 平板培地(1%酵母エキス、2%ポ
リペプトン、2%グルコース、2%寒天)を使用した。ア
ルギナーゼ欠損株の単離には CAO 培地(0.17%イースト
ニ ト ロ ゲ ン ベ ー ス (YNB) w/o amino acid and 
ammonium sulfate、10ppm カナバニン、5mM オルニ
チン、1mM アルギニン、2%グルコース、2%寒天)を使
用した。アルギナーゼ欠損性の確認には Arg 培地
(0.17%YNB w/o amino acid and ammonium sulfate、
5mM アルギニン、2%グルコース、2%寒天)および Orn
培 地 (0.17%YNB w/o amino acid and ammonium 
sulfate、5mM オルニチン、2%グルコース、2%寒天)を



45  

使用した。

2.3 シンクロトロン光照射による変異誘発
2.3.1 照射試料

M1-12株を麹汁培地 25mL で 30℃、48時間培養後、
遠心集菌し、滅菌水で菌体を 2 回洗浄した。滅菌水
25mL を加えて懸濁し、ポリプロピレン製容器(1.5mL 
容)に 0.5mL ずつ分注した後、遠心分離し、上清を除い
た酵母菌体をシンクロトロン光照射試料とした。

2.3.2 シンクロトロン光照射試験
シンクロトロン光による変異誘発は、あいちシンク

ロトロン光センターの BL8S2(X 線トポグラフィビーム
ライン)にて行った。シンクロトロン光は、白金コート
ミラーにより高エネルギー成分(10keV 以上)をカットし
た白色光を利用した。照射試料を図 1のように設置して
シンクロトロン光を照射した。照射時間は 10秒、30秒、
1 分、5 分、10 分、30 分に設定した。なお、酵母菌体
の吸収線量は、酵母菌体重量と照射試料通過後の光路上

に設置した Si PIN フォトダイオード(浜松ホトニクス
(株))により測定した電流値より概算した。また、シン
クロトロン光照射前後の酵母菌体を適宜希釈し、YPD
平板培地に塗沫、培養することで計測した酵母数より、

M1-12株の生存率を算出した。

2.4 アルギナーゼ欠損株の取得
北本らの方法 4)を参考にアルギナーゼ欠損株の分離を

行った。すなわち、シンクロトロン光を照射した酵母菌

体を CAO 培地に塗抹し、30℃で培養した。3 週間後、
直径 1mm以上のコロニーを CAO培地生育株として釣
菌した。これら CAO培地生育株のコロニーを Arg培地
と Orn培地に爪楊枝を用いてスポットし、30℃で 5日

間培養後、コロニーの生育状態を観察した。 Arg 培地
では生育できず、Orn培地で生育できる株をアルギナー
ゼ欠損株として分離した。

2.5 アルギナーゼ欠損株を用いた発酵試験
乾燥麹(60%白米、徳島製麹(株))20g、乾燥化米(60%

白米、徳島製麹(株))80g、蒸留水 180mL に取得したア
ルギナーゼ欠損株の前培養液 10mL を添加して、15℃
で 16日間或いは 17日間発酵させた。対照酵母として、
親株である M1-12 株を用いた。醪を遠心分離
(10,000rpm、20分)にて上槽し、得られた上清液を製成
酒とした。

2.6 製成酒の成分分析
尿素は F-キット法((株)J.K.インターナショナル)を用

いて測定した。アルコール分はアルコメイト AL-2型(理
研計器(株))を用いて測定した。日本酒度は密度比重計
DA-520(京都電子工業(株))を用いて測定した。酸度、ア
ミノ酸度、吟醸香成分は酒類総合研究所標準分析法 6)に

準拠して分析した。

3. 実験結果及び考察
3.1 シンクロトロン光照射試験
シンクロトロン光照射試料(試料数 18)中の酵母菌体の

平均重量は 4.8mg であった。酵母菌体重量及び Si PIN
フォトダイオードにより測定した電流値より、酵母菌体

の吸収線量は 1秒当たり 39Gyと概算された。
酵母は菌株によって変異処理に対する変異の度合い

が異なるため、変異処理に対する生存率を求める必要が

ある。変異処理条件が強すぎると多数の変異が入るが死

滅しやすくなり、逆に変異処理条件が弱すぎると変異が

入らず目的とする変異株が取得できない。変異原によっ

て異なるが、生存率が 50%程度になる変異処理条件が
望ましいと報告 7)されている。シンクロトロン光照射時

の照射時間に伴う M1-12 株の酵母数及び生存率の変化
を表 1 に示す。照射時間の増加と共に M1-12 株の生存
率はおおよそ低下した。今回のシンクロトロン光照射試

験では、95%以上の酵母が死滅する 5分以上の照射は変
異処理条件に適さないことがわかった。

3.2 アルギナーゼ欠損株の取得
各照射時間について、2枚の CAO培地を用い、計 62 

図 1 照射試料設置時の様子

表 1 M1-12株の生存率に対するシンクロトロン光照射の効果

シンクロトロン光照射時間
0秒

(未照射) 10秒 30秒 1分 5分 10分 30分

光照射後の酵母数(cfu/mL) 2.7×107 8.5×106 2.3×106 3.8×106 1.2×106 6.1×105 1.4×105

光照射後の生存率 － 32% 9% 14% 4% 2% 0.5%
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株の CAO 培地生育株を取得した。取得数の内訳は、10
秒で 33株、30秒で 20株、1分で 4株、5分で 2株、
10 分で 3 株、30 分で 0 株であった。これら CAO 培地
生育株のうち、Orn培地で生育するが、Arg培地では生
育できなかった 27 株がアルギナーゼ欠損株と判定され
た。アルギナーゼ欠損株の取得数の内訳は、10 秒で 14
株、30 秒で 9 株、1 分で 1 株、5 分で 1 株、10 分で 2
株であった。一方、シンクロトロン光未照射試験区(自
然変異試験区)では 6 枚の CAO 培地を用い、計 5 株の
CAO 培地生育株が得られたが、これらの株からアルギ
ナーゼ欠損株は取得できなかった。

このように、アルギナーゼ欠損株の取得率(CAO 生育
株中のアルギナーゼ欠損株数)がシンクロトロン光照射
試験区では 62株中 27株と、未照射試験区の 5株中 0株
に対して高くなったことから、シンクロトロン光が変異

原として利用可能であることがわかった。シンクロトロ

ン光照射試験区のうち、照射時間が 10秒及び 30秒の試
験区で 23 株と大部分のアルギナーゼ欠損株が得られた。
このことから、今回のシンクロトロン光照射試験では、

照射時間は 30秒以内とすることが適当と考えら

れる。

3.3 アルギナーゼ欠損株を用いた発酵試験
取得したアルギナーゼ欠損株 27 株に関して、親株で

ある M1-12 株を対照に発酵試験を行い、尿素生成能を
評価した。各株の尿素濃度を含めた製成酒の成分値を

表 2 に示す。M1-12 株の製成酒(以降、M1-12 株区と記
載。他の菌株も同様)と比較して、取得したすべてのア
ルギナーゼ欠損株の製成酒において尿素濃度は著しく低

下していた。その中でも特に、M1-12-S5、M1-12-S8、
M1-12-S15、M1-12-S19、M1-12-S22、M1-12-S26 株
を除いた株の製成酒で尿素濃度が検出限界以下

(0.3mg/L 以下)となり、計 21 株の尿素非生産性酵母を
取得することができた。

その他の成分値に関して、アルコール分より、M1-
12-S8、M1-12-S11、M1-12-S18、M1-12-S20、M1-12-
S21、M1-12-S27株を除いた 21株で親株 M1-12株と同
程度のアルコール生成能であった(M1-12 株区のアルコ
ール分±1%以内)。酸度は M1-12-S22株を除いた 26 
株の製成酒で、M1-12株区より低くなった。シンクロ
トロン光変異により有機酸生成に関わる代謝系が変化し

a試験区①、試験区②、試験区③は独立した小仕込試験の結果を示している。

bN.D.は検出限界 0.3mg/L以下を示す。

表 2 製成酒の成分値

発酵試験区a 醪日数
（日）

菌株
尿素b

（mg/L）
アルコール分

(%,v/v) 日本酒度
酸度
(mL)

アミノ酸度
(mL)

カプロン酸
エチル
（ppm）

酢酸イソ
アミル
（ppm）

試験区① 16 

M1-12（親株） 21.3 12.3 -42.1 3.85 0.95 1.5 2.9 
M1-12-S1 N.D. 11.9 -44.9 3.45 1.10 1.5 3.2 
M1-12-S2 N.D. 11.9 -46.2 3.60 0.80 1.7 3.1 
M1-12-S3 N.D. 11.8 -42.0 3.55 0.90 2.1 3.8 
M1-12-S4 N.D. 11.6 -48.3 3.40 1.10 1.6 3.9 
M1-12-S5 0.5 12.6 -36.1 3.75 0.90 1.7 4.2 
M1-12-S6 N.D. 12.8 -35.3 3.70 0.85 2.4 5.3 

試験区② 17 

M1-12（親株） 24.2 12.9 -39.5 3.95 1.00 1.8 2.3 
M1-12-S7 N.D. 12.0 -38.0 3.30 0.80 0.7 3.2 
M1-12-S8 2.9 11.7 -42.2 3.40 1.25 1.7 3.8 
M1-12-S9 N.D. 13.2 -33.1 3.85 1.30 1.5 3.5 
M1-12-S10 N.D. 12.9 -36.0 3.70 1.40 1.6 3.7 
M1-12-S11 N.D. 11.7 -45.6 3.40 0.95 2.0 3.5 
M1-12-S12 N.D. 13.0 -34.4 3.80 0.90 1.5 3.5 
M1-12-S13 N.D. 13.0 -34.3 3.85 1.30 1.6 3.7 
M1-12-S14 N.D. 12.4 -40.6 3.75 1.50 1.9 3.3 
M1-12-S15 0.5 13.2 -31.1 3.85 1.30 1.6 4.0 
M1-12-S16 N.D. 12.5 -39.7 3.55 1.00 1.6 4.3 
M1-12-S17 N.D. 12.9 -35.5 3.80 1.35 1.9 3.5 
M1-12-S18 N.D. 11.2 -50.6 2.90 1.35 1.4 3.4 
M1-12-S19 1.4 13.0 -35.5 3.75 1.35 1.6 3.8 

試験区③ 16 

M1-12（親株） 22.7 12.6 -41.5 3.90 0.95 1.5 2.6 
M1-12-S20 N.D. 9.8 -59.0 3.00 1.25 1.8 3.3 
M1-12-S21 N.D. 10.9 -52.9 3.40 1.20 1.7 3.0 
M1-12-S22 1.0 13.0 -32.2 4.05 1.25 2.0 3.8 
M1-12-S23 N.D. 12.8 -37.6 3.75 1.20 1.7 5.1 
M1-12-S24 N.D. 12.1 -41.4 3.50 0.90 0.9 3.0 
M1-12-S25 N.D. 12.7 -36.5 3.80 1.35 1.8 3.3 
M1-12-S26 1.4 12.0 -43.6 3.45 1.15 1.7 5.2 
M1-12-S27 N.D. 11.0 -49.1 3.30 1.35 1.8 3.5 
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ていることが推測される。アミノ酸度は 27株中 19株の
製成酒で、親株 M1-12 株以上となった。吟醸香成分に
関しては、カプロン酸エチル濃度が M1-12-S6 株区で最
も高く、M1-12-S7 株区で最も低くなったが、M1-12 株
区と大差はなかった。秋田らによりカナバニン耐性株は

酢酸イソアミル高生産性を示すことが報告 8)されている

が、酢酸イソアミル濃度は、27株中 18株の製成酒で、
親株 M1-12株区より 1ppm以上高くなった。

4. 結び
清酒中のカルバミン酸エチル低減化を目的として、

既存の酵母 M1-12 株から、シンクロトロン光を変異原
とした突然変異法により、その前駆物質である尿素非生

産性の酵母の取得を試みた。集菌した M1-12 酵母菌体
にシンクロトロン光を照射して変異を誘発した後、

CAO培地に塗抹して培養し、良好な生育を示す CAO培
地生育株を計 62 株分離した。これら分離株から、Arg
培地では生育できず Orn 培地で生育できるアルギナー
ゼ欠損株を計 27 株取得した。シンクロトロン光照射試
験区では未照射試験区と比較して、アルギナーゼ欠損株

の取得率が高く、シンクロトロン光が変異原として利用

可能であることがわかった。取得したアルギナーゼ欠損

株に関して、発酵試験を行った結果、製成酒の尿素濃度

が検出限界以下となった尿素非生産性酵母を計 21 株取
得することができた。

今後は取得した尿素非生産性酵母のスケールアップ

した発酵試験を行い、アルコール生成能及び吟醸香生成

能を指標として酵母の選抜を進めていく予定である。
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