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STA1 遺伝子の塩基配列解析によるナラノヤエザクラ酵母の再同定 

桒原 智也*1) 

 

Re-identification of “Naranoyaezakura” yeast by the STA1 gene 

 sequence analysis 

 

KUWAHARA Tomoya*1) 

 

ナラノヤエザクラ酵母は，奈良県が 2008 年に国立大学法人奈良国立大学機構奈良女子大学と共同で奈良

公園のナラノヤエザクラの花から単離した酵母である．本酵母は，28S rRNA の D1/D2 領域の塩基配列から

分離当初 Saccharomyces cerevisiae と同定されていたが，簡易同定により S. cerevisiae の変種である

Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus（S. diastaticus）と示唆されたため，S. diastaticus の表現型である可溶

性デンプン資化能を評価するとともに特異的な遺伝子である STA1 遺伝子の塩基配列解析をすることで種の

再同定を行った．その結果，ナラノヤエザクラ酵母は，既存の S. diastaticus と比較すると低いものの可溶性

デンプン資化能があり，さらに，ナラノヤエザクラ酵母の STA1 の塩基配列は既存の S. diastaticus と 99.5%の

相同性があった．以上の結果から，ナラノヤエザクラ酵母を S. diastaticus であると再同定した． 

 

 

1. 緒言 

 

酵母 Saccharomyces cerevisiae は，清酒やビール，ワイン

など酒類の醸造やパンの製造に古くから利用されてきた産

業上非常に重要な微生物である 1)．一方，酵母Saccharomyces 

cerevisiae var. diastaticus （S. diastaticus）は，S. cerevisiae

の変種であり，分泌性グルコアミラーゼを産生できるため，

S. cerevisiae では資化できない多糖類も発酵可能で，高い麦

汁発酵能を有することから，ベルギービールの 1 つである

セゾンスタイルビールに好んで使用されている 2) 3)． 

S. diastaticus の分泌性グルコアミラーゼ Sta1p をコード

する STA1 遺伝子はキメラ遺伝子であり，S. cerevisiae の凝

集に関与する膜タンパク質をコードする FLO11 遺伝子の

一部と，胞子形成中に産生される細胞内グルコアミラーゼ

をコードする SGA1 遺伝子の一部が融合している 4)．STA1

の 5’末端側には，FLO11 に相同な配列があり Sta1p の細胞

外分泌に関与している．一方，STA1 の 3’末端側には，SGA1

の細胞内グルコアミラーゼに相同な配列があり，Sta1p の

触媒領域となっている 5)． 

ナラノヤエザクラ酵母は，2008 年に国立大学法人奈良国

立大学機構奈良女子大学と共同で奈良公園のナラノヤエザ

クラの花から単離した酵母で 6)，2009 年には特許出願 7)す

るとともに本酵母を使用した清酒が県内清酒製造会社より

商品化され 8)，現在も製造・販売されている． 

これまでに，ナラノヤエザクラ酵母の清酒以外の活用方

法を探索したところ，本酵母は麦汁発酵能が良好で，ビー

ル醸造に活用できることを見出した 9)．さらに，ナラノヤ

エザクラ酵母は，麦汁発酵試験において S. cerevisiae の市

販ビール酵母よりも高い麦汁発酵能を示し，PCR 法による

簡易同定の結果，STA1 を有する S. diastaticus と強く示唆さ

れた 9)．しかし，ナラノヤエザクラ酵母において STA1 の詳

細な塩基配列解析や，S. diastaticus に特徴的な表現型の評

価はされていない． 

そこで本研究では，ナラノヤエザクラ酵母の可溶性デン

プン資化能を調査するとともに，STA1 の塩基配列解析を行

うことで，ナラノヤエザクラ酵母の種の再同定を行ったの

で報告する． 

 

2. 実験方法 

 

2.1 使用酵母及び培地 

 県有酵母のナラノヤエザクラ酵母，S. diastaticus の市販

ビール酵母の LalBrew Belle Saison（Lallemand 社），S. 

cerevisiae の市販ビール酵母の SafAle US-05（Fermentis社）

を使用した．酵母の培養には，YPD 培地（グルコース 2%，

ペプトン 2%，酵母エキス 1%），SStarch 培地（可溶性デン

プン 2%，Yeast nitrogen base w/o amino acid 0.67%）を使用

した．また，寒天培地の場合，各培地に寒天 2%となるよう

添加して調製した． 

 

2.2 可溶性デンプン資化能（静置培養） 

 酵母を YPD 5 mL，30°C，180 rpm で一晩前培養させ， 

集菌後，滅菌水で 2 回洗浄し，滅菌水に再懸濁させ，菌液

を調製した．菌液を SStarch 培地 10 mL に OD600=1/mL とな
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るよう添加後，30°C で静置培養し，Brix の経時変化を測定

した．また，調製した菌液を白金耳で SStarch 寒天培地に画

線塗布後，30°C で静置培養し，生育状況を観察した． 

実験には，ナラノヤエザクラ酵母のほか，ポジティブコ

ントロールとして Belle Saison，ネガティブコントロールと

して US-05 を使用した． 

 

2.3 可溶性デンプン資化能（振とう培養） 

 酵母を YPD 5 mL，30°C，180 rpm で一晩前培養させ，集

菌後，滅菌水で 2 回洗浄し，滅菌水に再懸濁させ，菌液を

調製した．菌液を SStarch 培地 5 mL に OD600=0.01/mL とな

るよう添加後，30°C，70 rpm で振とう培養し，12 時間毎に

OD660を測定した．振とう培養及び OD660の測定には，小型

振盪培養装置 バイオフォトレコーダー TN-1506（アドバ

ンテック社）を使用した． 

実験には，ナラノヤエザクラ酵母のほか，ポジティブコ

ントロールとして Belle Saison，ネガティブコントロールと

して US-05 を使用した． 

 

2.4 STA1の DNAシーケンス 

ナラノヤエザクラ酵母，Belle Saison のゲノム DNA を鋳

型に STA1 及びプロモーター領域の約 5.2kb の DNA 断片を

PCR で増幅させた．PCR 反応には，TaKaRa Ex Premier™ 

DNA Polymerase（タカラバイオ株式会社）と 0.3 µM のプラ

イマー（表 1）を用いて，Veriti™ 96-Well Fast サーマルサイ

クラー（Thermo Fisher Scientific）で増幅させた．増幅させ 

 

表 1  本研究で使用したプライマー 

名称 配列（5’>3’） 

STA1 及びプロモーター領域の増幅に使用したプライマー 

STA1_Full_Fw10) TGGAATGAACAGCGCCAAGT 

STA1_Full_Rv10) AGTGGGAGAAAAAGGTGGCC 

  

DNAシーケンスに使用したプライマー 

STA1_24_F10) AATGAACAGCGCCAAGTAGC 

STA1_482_F10) TGTCCCCTAATGTATCCCTCA 

STA1_1148_R10) AAATCTTACCCGTGGATCCTTT 

STA1_1055_F10) CCCAAAATTCATTCGTAGCC 

STA1_2384_R10) CAATTGAGAACCCTTCAACAA 

STA1_2267_F10) AGGGCAGTTTTATTTACCTTAACA 

STA1_2901_F10) TCCATGTTCAACCAGTCCAA 

STA1_3550_R10) CTGTCGCTGGAGCCACTC 

STA1_3474_F10) CTTGATGAATGGGACAGTGG 

STA1_4169_R10) GACCGTTCTGAGGCGTTAAA 

STA1_4051_F10) TGGAATTCTTCCGGATTTGA 

STA1_5201_R10) ACACGCTTTGGACATCATCA 

た PCR 産物を NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up（タカラ

バイオ株式会社）で精製し，DNA シーケンス用の DNA 断

片とした．その後，表 1 に示すプライマーを用いてユーロ

フィンジェノミクス株式会社に DNA シーケンスを委託し

た．得られた STA1 及びプロモーター領域の塩基配列を比

較することにより相同性を評価した．さらに，STA1 がコー

ドするタンパク質 Sta1p のアミノ酸配列を決定し，既知 S. 

diastaticus の Sta1p と異なるアミノ酸残基の箇所を探索し

た． 

 

3. 結果及び考察 

 

3.1 可溶性デンプン資化能評価 

 SStarch 液体培地を使用した静置培養による資化能試験

の結果を図 1（a）に示す．SStarch 液体培地中の炭素源は可

溶性デンプンのみであるため，Brix の減少は酵母が可溶性

デンプンを資化していると考えることができる．結果より，

S. diastaticus の市販ビール酵母である Belle Saison では時間

経過とともに Brix が減少し，可溶性デンプンを資化してい

たものの，ナラノヤエザクラ酵母では 24 日間培養しても

Brix は減少せず，可溶性デンプンを資化しなかった．一方，

SStarch 寒天培地で静置培養したところ，Belle Saison と比

較すると生育が著しく悪いものの，ナラノヤエザクラ酵母

は生育し，可溶性デンプンを資化していることが分かった

（図 1（a））． 

 また，SStarch 液体培地を使用して振とう培養したところ，

培養4日目でナラノヤエザクラ酵母のOD660が上昇し始め，

可溶性デンプンを資化していた（図 2）．SStarch 液体培地

を用いた静置培養では可溶性デンプンを資化していなかっ 
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図 1  可溶性デンプン資化能試験（静置） 
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たことから，ナラノヤエザクラ酵母は，可溶性デンプンを

嫌気条件下では資化せず，好気条件下では資化することが

分かった．SStarch 寒天培地で生育したのは，酵母がシャー

レ内の空気と接していたため，好気条件下で生育したと考 

えられる．しかしながら，いずれの試験においても Belle 

Saison と比較すると，生育速度が著しく遅かった． 

以上の結果より，ナラノヤエザクラ酵母は，可溶性デン

プン資化能があるものの S. diastaticus の市販ビール酵母と

比較すると非常に弱いことが明らかとなった． 

 

3.2 既知 S. diastaticus との STA1遺伝子の比較解析 

 S. cerevisiae の変種である S. diastaticus は，S. cerevisiae の

FLO11 と SGA1 が融合したキメラ遺伝子で分泌性グルコア

ミラーゼ Sta1p をコードする STA1 を有する（図 3）．ナラ

ノヤエザクラ酵母と既知の S. diastaticus である Belle Saison

の STA1 の塩基配列を比較したところ，99.5%の相同性があ 
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図 4  分泌性グルコアミラーゼのアミノ酸配列比較 

図 3  STA1遺伝子 

図 2  可溶性デンプン資化能試験（振とう） 
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った．可溶性デンプン資化能試験結果も踏まえると，ナラ

ノヤエザクラ酵母は STA1 を有する S. diastaticus であるこ

とが明らかとなった． 

Krogerus らは，STA1 を有するにもかかわらず，可溶性デ

ンプンの資化能が弱い又は無い S. diastaticus は，STA1 のプ

ロモーター領域に大規模な欠損があると報告している 10)．

しかし，ナラノヤエザクラ酵母には，可溶性デンプン資化

能が低いにもかかわらず STA1 のプロモーター領域に欠損

が無く，Belle Saison と比較して，STA1 の上流 2,450 bp の

相同性は 99.6%であった．そこで，ナラノヤエザクラ酵母

の低い可溶性デンプン資化能の要因がプロモーター領域で

はなく，STA1 の ORF にあるのではと考え，Belle Saison の

Sta1p のアミノ酸配列を基準として，ナラノヤエザクラ酵

母特異的なアミノ酸残基の箇所を探索した．その結果，ナ

ラノヤエザクラ酵母の Sta1pにはBelle Saisonと異なるアミ

ノ酸残基が 10 箇所あった．さらに，プロモーター領域に

大規模な欠損がある WLP57010)の Sta1p についても併せて

比較したところ，Belle Saison の Sta1p と異なるアミノ酸残

基で，かつ，ナラノヤエザクラ酵母特異的なアミノ酸残基

が 4 箇所，WLP570 と共通のアミノ酸残基が 6 箇所あった

（図 4（a））．また，グルコアミラーゼの触媒領域に 7 箇所

の Belle Saison の Sta1p と異なるアミノ酸残基があった．今

後，これらのアミノ酸残基の違いがナラノヤエザクラ酵母

の弱い可溶性デンプン資化能に関係しているか調査し，可

溶性デンプン資化能の改善につなげていく必要があると思

われる． 

 

4. 結言 

 

 本研究では，簡易識別により S. diastaticus と推定された

ナラノヤエザクラ酵母について，S. diastaticus に特徴的な

表現型である可溶性デンプン資化能を調査するとともに，

STA1 の塩基配列解析を行うことで，ナラノヤエザクラ酵

母の種の再同定を行った．主な結果は以下の通りである． 

(1) ナラノヤエザクラ酵母は，可溶性デンプン資化能が

あったが，S. diastaticus の市販ビール酵母 Belle 

Saison と比較して非常に弱かった． 

(2) ナラノヤエザクラ酵母は，STA1 の塩基配列解析の結

果，S. diastaticus の市販ビール酵母 Belle Saison と比

較して 99.5%の相同性があった． 

(3) ナラノヤエザクラ酵母の Sta1p は，S. diastaticus の市

販ビール酵母 Belle Saison と比較して変異点が 10 箇

所あり，グルコアミラーゼの触媒領域に 7 点の変異

点があった． 

 以上の結果より，ナラノヤエザクラ酵母を S. cerevisiae

の変種である S. diastaticus と再同定した． 
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