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研究成果の概要（和文）：ワインの自然発酵における微生物共生では、ワイン酵母がブドウ果実から自発的にア
ルコール発酵を行うためには、周囲の環境などからブドウ果皮に付着することと、ブドウ果皮常在菌による植物
表層由来成分の分解・消費を介してブドウ果実内部の糖分にアクセスすることが鍵を握ることを実験的に明らか
にした。清酒の生もと造りにおける微生物共生では、生もと乳酸菌による酵母の炭素代謝改変のための標的因子
として、Cyc8p-Tup1p複合体を有力な候補として同定し、アルコール発酵の調節を介した清酒醸造の最適化に関
する知見を得た。いずれも、発酵食品の伝統的製法における酵母と他の微生物との共生を司る新規因子の解明を
達成した。

研究成果の概要（英文）：Microbial symbiosis in spontaneous fermentation of wine: We experimentally 
clarified the keys to spontaneous alcoholic fermentation from grape berries by wine yeast. Wine 
yeast exogenetically attaches to the grape skins from the surrounding environment and accesses to 
the sugars inside the grape berries through the degradation and consumption of plant surface-derived
 components by grape-skin inhabiting microorganisms. Microbial symbiosis in traditional sake 
brewing: We identified the Cyc8p-Tup1p complex as a promising candidate target factor for the 
modification of yeast carbon metabolism by "kimoto" lactic acid bacteria. This provides insight into
 the optimization of the traditional sake brewing method through the regulation of alcohol 
fermentation. In both projects, we successfully achieved the elucidation of novel factors 
controlling the symbiosis between yeasts and other microorganisms during traditional food 
fermentation.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 発酵食品　微生物共生　酵母　アルコール発酵　ブドウ果皮常在菌　ω-ヒドロキシ脂肪酸　生もと乳酸
菌　Cyc8p-Tup1p複合体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究における発見は、食品発酵の起源や成り立ちを考える上で重要な示唆を与えるものです。従来は、発酵原
料と発酵微生物の2者の関係に注目し研究が行われてきましたが、本研究により、発酵過程において存在する常
在菌との3者間相互作用を解析する意義が示されました。さらにこのように複雑な微生物共生の鍵を握る分子基
盤を解明したことで、今後の本分野の研究の発展にも波及効果を及ぼします。異なる生物間の相互作用によって
生み出される発酵食品とは、人類が長年の歴史をかけて編み出してきた生態系であるとも言えます。本研究成果
は、発酵食品に限らず自然界における様々な微生物生態系の構築原理の解明にも貢献することが期待されます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
微生物学は、微生物の単離と純粋培養を基盤技術として発展し、その結果、個々の微生物種の
性質や動態が明らかにされてきた。しかしながら、単独の微生物種だけが純粋培養されるような
条件は、実験室外では極めて稀である。本申請者は、多様な環境中の微生物共生に対する理解を
深めない限り、自然界におけるありのままの微生物生態の全容解明は困難である、という問題意
識を抱いている。近年、自然環境や腸内環境における微生物叢の研究が盛んであるが、発酵食品
の伝統的な製造工程（ワインの自然発酵、清酒の生酛造りなど）も、典型的な微生物共生の場と
して知られる（図 1）。主要な発酵微生物であり、アルコールや香味成分の生成に必須な酵母に
着目すると、原材料植物や他の微生物との共生を通して微生物叢が変遷し、生育しやすい環境が
生み出されていく、という現象自体に関する解析は進んでいる。ところが、このような発酵環境
の形成において、酵母と原材料植物または他の微生物との共生を司る分子基盤は、ほぼ未知であ
る。この点を明らかにしなければ、発酵食品における微生物共生の意義についても、正確に理解
することはできない。 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 発酵環境中における酵母と原材料植物または他の微生物との共生の例 

 
本研究の学術的「問い」は、微生物がなぜそこに存在し、微生物叢がなぜ遷移していくのか、
という点である。特定の環境において決まった微生物が決まった順序で生育するためには、その
環境への適応を積極的に促進する因子が存在するはずである。発酵食品の伝統的な製造工程に
おける酵母をモデルとして、共生を司る因子の同定と機能解析を通してこの問いに答えること
により、ミクロな分子メカニズムがマクロな生態系を構築する、自然の摂理の一端を明らかにし
たい。 
 
２．研究の目的 
本研究では、発酵環境における原材料植物または他種の微生物との共生を担う酵母因子を同
定し、それらの機能と発現調節を解析することによって、発酵食品の伝統的製法における酵母の
共生メカニズムを分子レベルで明らかにし、その意義を解明することを目的とする。 
発酵食品中にどのような微生物叢が存在し、どのように遷移するのかについて、近年、メタゲ
ノム解析を中心とした現象レベルでの研究が進んでいる。しかし、そのような現象が「なぜ」引
き起こされるのかという根源的な問いに答えられない。本研究は、発酵食品に関する酵母研究に
おいて先導的な役割を果たしている本申請者が、このような現状を打破すべく、分子生物学・細
胞生物学的手法を駆使して発酵食品の起源に関する謎を解明しようとする、独自性の高いチャ
レンジングな研究である。また、本研究により得られる知見を自然環境や腸内環境などでの研究
成果と比較することにより、汎用性の高い因子と、発酵環境に特化した新規性の高い因子の存在
が示される。したがって、本研究の進展により、微生物共生メカニズムの共通性と多様性を明ら
かにし、微生物生態学の全体像を俯瞰することが可能となる。さらに、発酵食品における微生物
の存在意義が再認識され、微生物共生を基盤とする伝統的製法によって造られる発酵食品の付
加価値を高めることにもつながる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、酵母が、原材料植物や他種の微生物との共生を通して発酵環境中に適応していく
分子基盤とその意義への理解を深めるために、(1)共生に関与する酵母因子を同定し、(2)発現調
節を解析すると共に、(3)その改変による発酵環境への影響を明らかにする。(1)では、発酵食品
の伝統的製法における共生を模した共培養実験系を構築し、関与する酵母因子を決定する。物理
的相互作用、化学的相互作用、代謝レベルでの各相互作用における酵母因子の機能を解明してい
く。(2)では、酵母因子が発酵環境において機能する時期や条件に関するダイナミクスを解析す
ることで、原材料植物や他の微生物と共生する酵母の能力が、いつ、どのようにして生み出され
るのかを明らかにする。(3)では、酵母因子の発酵への効果を in vivoで解析する。成分や微生物
叢の変化をメタボローム解析およびメタゲノム解析により明らかにする。得られたデータを統
合的に解析し、微生物代謝や微生物叢の遷移における各酵母因子の意義を明らかにする。 
以上の(1)～(3)により、発酵環境において酵母がどのように原材料植物や他の微生物と共生す
るのかに関する分子基盤を明らかにした上で、その上流（共生調節メカニズム）と下流（発酵食
品製造における意義）を包括する全体像の理解を目指す。その結果、発酵食品における微生物共
生の重要性が示され、酵母の機能性・有用性を高めるためのブレイクスルーとなる知見を得る。 



４．研究成果 
(1) ワインの自然発酵における微生物共生 1) 
ワインの起源では、ブドウ果皮に存在する微生物がアルコール発酵を担ったという通説が長
年にわたり信じられてきた。本研究では、食用、ワイン用のブドウから、果汁、洗浄液、集積培
養液を調製し、クロラムフェニコール（抗細菌用抗生物質）を添加した寒天培地上で生育させる
ことにより、多数の酵母様コロニーを取得した（図 2）。rRNA遺伝子間の ITS領域のシーケンス
解析の結果、酵母様真菌として知られる Aureobasidium pullulansをはじめ、担子菌酵母、子嚢菌
酵母を含む 80以上のブドウ果皮常在菌の種を同定した。一方、アルコール発酵力の高いワイン
酵母として知られる Saccharomyces cerevisiaeやその近縁種は検出されず、単離されたブドウ果皮
常在菌はいずれも顕著なアルコール発酵性を示さなかった（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ワインの起源では成熟の進んだブドウ果実
を用いてワインが製造された可能性も考えら
れる。そこでブドウを長期間貯蔵しレーズン
へと変化する過程におけるメタゲノム解析を
実施したが、単離実験の結果と矛盾なく、
Saccharomyces属の酵母は検出されなかった。
ブドウ果皮にあらかじめ S. cerevisiae を植菌
すると S. cerevisiaeを含む Saccharomycetaceae
科および近縁の Saccharomycodaceae科の酵母
の優占度が上昇することを見出した（図 4）。
以上の結果から、従来の通説を覆し、ワイン
酵母は健常なブドウ果皮に常在していないこ
とが明らかとなった。周囲の環境などから虫
や風によってブドウ果皮に運ばれた S. 
cerevisiaeが、自身や近縁種の酵母の適応を促
進するというモデルを構築した。 
なぜ、ワイン酵母はブドウ果皮に常在できないのだろうか。ブドウ果実は他の多くの陸上植物
の地上部と同様に、頑丈な細胞壁を持つ果皮と最外殻のクチクラ層（脂質ポリマー）によって保
護されている。これらの植物細胞表層成分に対する作用について、ブドウ果皮常在菌の代表であ
る A. pullulansと、ワイン酵母 S. cerevisiaeとの比較を行った。植物細胞壁の主要構成成分である
セルロースやペクチンに対して A. pullulansは分解性を有することがわかった。A. pullulansの培
養上清はクチクラ層の成分を模したポリカプロラクトンに対しても顕著な分解性を示した（図
5）。さらに A. pullulansは、これらの分解産物であるセロビオース（セルロース由来）、ガラクツ
ロン酸（ペクチン由来）、ω-ヒドロキシ脂肪酸（クチクラ層由来）を単一の炭素源とする最少培
地中で良好な生育を示した（図 6）。このような作用は S. cerevisiaeには認められないものであり、
ブドウ果皮に常在するためにはブドウ果皮の表層成分の分解・利用が必須であると示唆された。
このうち特に、ω-ヒドロキシ脂肪酸を利用して生育できる微生物は本研究により初めて見出さ
れたものであり、植物の最外殻を標的として相互作用する微生物の新規なメルクマールとして
有望と期待される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 ブドウ果皮常在菌の単離 図 3 S. cerevisiae（左上）およびブドウ果皮
常在菌の発酵試験（YNB+グルコース 10%） 

図 4 ブドウからレーズンへの 
変化の過程におけるメタゲノム解析 

図 5 培養上清を用いた 
ポリカプロラクトン分解試験 

図 6 植物表層由来成分を単一炭素源とした生育試験 



以上の結果から、高いアルコール発酵力を有し、植物表層由来成分に作用しないワイン酵母（S. 
cerevisiae またはその近縁種）と、アルコール発酵力が低く、植物表層由来成分に対する多様な
分解・資化性を示すブドウ果皮常在菌（A. pullulansなど）を明確に区別できることが明らかにな
った。そこで 2 種類の微生物を混合培養しアルコール発酵への影響を調べた（図 7）。まず、グ
ルコースを最少培地に添加した条件での二酸化炭素発生速度を調べた結果、S. cerevisiae は高い
発酵性を示したのに対し、A. pullulansはほとんど発酵性を示さなかった。2種の微生物を混合培
養すると、S. cerevisiae単独の場合と同程度の二酸化炭素発生速度を示し、A. pullulansの効果は
認められなかった。次に、最少培地にグルコースの代わりに傷のない健全なブドウ果実を添加し
た条件での二酸化炭素発生速度を調べた結果、S. cerevisiae はグルコースを用いた場合と比べて
アルコール発酵の立ち上がりが遅延することがわかった。A. pullulans はほとんど発酵性を示さ
ないが、S. cerevisiaeと混合培養すると、S. cerevisiae単独の場合と比べて顕著に高い二酸化炭素
発生速度を示すことを見出した。以上の結果から、S. cerevisiae がブドウ果実内部の糖分にアク
セスしてアルコール発酵を行う上で、植物表層の細胞壁やクチクラ層が障壁となっている可能
性が示唆された。A. pullulans 自身はアルコール発酵性を有さないが、細胞壁やクチクラ層を分
解して消費する能力を介して S. cerevisiaeの糖分へのアクセスを促進しアルコール発酵に貢献し
ていると考えられる（図 8）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究により、ワイン酵母の起源に関する従来の通説とは異なり、「ブドウ果皮には元々ワイ
ン酵母が存在しない」ことが明らかになった。またその理由として、ワイン酵母はブドウ果皮常
在菌とは異なり、植物表層の細胞壁やクチクラ層を分解し、その分解産物を自らのエネルギーに
変換する能力を持たないことを突き止めた。ワイン酵母がブドウ果実から自発的にアルコール
発酵を行うためには、周囲の環境などからブドウ果皮に付着することと、ブドウ果皮常在菌のサ
ポートによりブドウ果実内部の糖分にアクセスすることが鍵を握ることを実験的に解明した。 

 
(2) 清酒の生酛造りにおける微生物共生 2) 
清酒の伝統的製法である生酛造りでは、乳酸菌との共存によって酵母の炭素代謝様式が変化
し、死滅率が低下するという微生物共生現象を以前に明らかにしていた 3-6)。酵母 S. cerevisiaeと
は、生育環境中にグルコースが存在すると、グルコース以外の炭素源の利用に関連する遺伝子の
発現を抑制し（グルコース抑制）、グルコース利用に関する「スペシャリスト」的な性質を示す
微生物である。グルコースとは解糖系／アルコール発酵の基質であり、様々な炭素源が混合した
環境であってもグルコースを選択的に利用できる特性は酵母の高いエネルギー獲得能力ひいて
は生存能力に直結する。ところが、生酛乳酸菌を共存させることにより酵母の代謝調節が改変さ
れ、グルコースが存在しているにもかかわら
ず他の炭素源を利用する「ジェネラリスト」
的な性質へと変化することが明らかになっ
た。元々の「スペシャリスト」的な清酒酵母
（[gar-]株）と「ジェネラリスト」的に変化し
た清酒酵母（[GAR+]株）を用いて、グルコー
スのみを単一の炭素源とする条件およびグル
コースと非グルコースの炭素源（スクロース）
を混合した条件における発酵速度を測定した
（図 9）。その結果、グルコースのみを単一の
炭素源とする条件においてのみ[GAR+]株が顕
著な発酵遅延を示すことを明らかにした。 
このことから、[GAR+]株とはグルコースへの応答に欠損を示すことが最大の特徴であると考
えた。[gar-]株から[GAR+]株への変化の鍵を握る因子を明らかにするために、酵母により代謝さ
れないグルコースアナログであるグルコサミンの添加による遺伝子発現の変化を RNA-seq 解析
により調べた（図 10）。遺伝子発現パターンに顕著な差が見られたグループは以下の 3つであっ

図 7 ワインの自発的な発酵プロセスを 
模した発酵試験 

図 8 ワインの起源において 
想定される微生物間相互作用 

図 9 炭素源の異なる条件における 
清酒酵母[GAR+]株の発酵試験 



た。①グルコース以外の炭素源（スクロース、
マルトース、エタノール）の利用に関連する遺
伝子、②グルコースの細胞内への取込みを行う
ヘキソーストランスポーターをコードする遺
伝子のうち、恒常的発現型の HXT1以外の遺伝
子、③浸透圧ストレス応答などに関与する
Hog1pシグナル伝達経路の標的遺伝子。これら
3 つのグループの遺伝子の発現調節において、
Cyc8p-Tup1p 複合体と呼ばれる転写調節因子が
共通に関与する点に着目した。Cyc8p-Tup1p複
合体は、グルコース応答に加え、浸透圧、酸
素、DNA損傷、性分化などに関する多数の遺
伝子の発現をグローバルに制御しており、転写誘導・転写抑制のいずれに働く場合もあることが
報告されている。また、構成因子である Cyc8p および Tup1p のいずれも、[GAR+]株の形質発現
に関与すると推定されるプリオンタンパク質に広く認められる Q リッチドメインを有している
（図 11）。さらに、Cyc8p欠損株を用いて、グルコースのみを単一の炭素源とする条件およびグ
ルコースと非グルコースの炭素源（スクロース）を混合した条件における発酵速度を測定した結
果、グルコースのみを単一の炭素源とする条件においてのみ顕著な発酵遅延を示すことを明ら
かにした（図 12）。これは、[GAR+]株での表現型と合致していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
本研究を通して、生酛乳酸菌による酵母の炭
素代謝改変のための標的因子として、Cyc8p-
Tup1p 複合体が有力な候補と考えられることが
わかった。生酛乳酸菌が酵母と共存すると、
Cyc8p-Tup1p 複合体の構造変化によりプリオン
が形成され、本来の遺伝子発現調節機能に欠損
が生じ、アルコール発酵が抑制される。グルコ
ース消費やエタノール生産の低下は、酵母と共
存する微生物にとっては生存に有利に働く。生
酛造りにおいて乳酸菌が存在するのは酒母に限
定されており、しかも酒母の末期には酵母が生
産するエタノールによって乳酸菌は死滅する。
したがって酵母の炭素代謝の「ジェネラリスト」
化が起こるのは酒母のみであり、後に続く清酒
もろみの発酵では、乳酸菌の作用を受けない酵
母は「スペシャリスト」に戻る。酒母では、酵
母を生きたまま大量に培養することが重要なのであり、エタノール生産を目的とはしていない。
乳酸菌の働きにより酵母を「ジェネラリスト」化することでアルコール発酵を抑制し、酵母の死
滅率を低く抑えることがメリットとなる。一方、清酒もろみでは、原料米からいかに多くのエタ
ノールを生産するか、すなわちアルコール発酵の効率が肝要となる。乳酸菌の不在により酵母が
「スペシャリスト」に戻る方がメリットを得られる。人類は長年にわたる清酒醸造の歴史の中で、
酵母と乳酸菌の性質を最大限に活用し、製造効率を最適化してきた。本研究により微生物間相互
作用という観点からその理由の一端を解き明かすことができた。 
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図 10 RNA-seq解析の概要 
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図 11 Cyc8pのドメイン構造 
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