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ブドウ灰色カビ病に対する微生物農薬としての

ヴィンヤード野生酵母の探索
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The antifungal activity against Botrytis cinerea, a pathogen of grape gray mold disease, was validated in vitro

for 59 of 225 wild yeast strains isolated from naturally fermented wine samples (69 strains), our university campus
plants (129 strains), and commercially available fruits (27 strains). Twenty strains showing strong antifungal activity
were identified. The majority of the strains were Saccharomyces cerevisiae (16 of the 20 strains). The S. cerevisiae

strains were differentiated by genetic polymorphism analyses with comparisons of their antifungal activities. As a
result, it was clarified that each strain type showed different antifungal activity, and that automatic rRNA intergenic
spacer analysis was extremely useful for the differentiation of S. cerevisiae strains when compared to other
conventional polymerase chain reaction-based methods. （Received Dec. 5, 2020 ; Accepted Feb. 8, 2021）
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ブドウ（Vitis spp.）は，つる性落葉果樹であり，果実は，

そのまま生食されるほか，ジュース，ジャムおよびレーズ

ンなどの原料となる．また酵母による発酵によりワインや

ブランデーなどのアルコール飲料としても利用価値が高

い．一方，ブドウは温帯の農作物で，水はけと日当たりが

良い土地を好み，病原菌・害虫の防除を必要とする繊細な

植物である．例年 5∼6月上旬に，暖雨が 4∼5日続くと灰

色カビ病（Gray mold disease）の発生が多くなり，ブドウ

の収穫量の損失をもたらす1）．世界の農業において，果樹や

野菜を侵す，この灰色カビ病は，農作物の収量や商品価値

を著しく低下させるため，重要な防除対象の一つとされて

いる1）．

灰色カビ病の原因となる Botrytis cinereaは，植物に感

染する糸状菌である．その病徴は，茎，葉，花が褐色に変

化したのち，灰色のカビに覆われるもので，発生適温は 25

℃前後で湿度が高い場合に多く発生する．ブドウの場合，

花穂と成熟期の果実に高頻度に発生するが若葉や幼房，未

熟な果実に発生することもある．花穂では，はじめ穂軸や

果梗の一部が淡褐色を呈し，次第に黒褐色に軟化していく．

熟果が発病すると褐色に軟化して果皮のところどころに灰

色のカビが密生する．一果粒が腐り始めると，どんどん侵

され，果実の全面にカビが広がる2）．

灰色カビ病の防除剤としては，現在までにべノミルなど

多くの殺菌剤が開発されてきた3）．しかし，灰色カビ病の病

原菌 B. cinereaは，ライフサイクルが特に短く，かつ胞子

を大量に産生すること，また遺伝子が変異しやすく薬剤耐

性株が出現しやすい病原菌としても広く認知されている3）．

そのため，新規の薬剤が開発されても短期間で耐性菌が出

現し，防除効果を低下させることから，灰色カビ病に対し

ては，常に新たな防除剤の開発が必要とされている．

近年，農作物のリスク軽減を目指して，環境汚染や環境

負荷を低減し，化学農薬の使用回数を減らす病原菌・害虫
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防除への取り組みがなされている．その中でも，自然界に

存在する微生物を利用した防除，すなわち微生物農薬が効

率的な農業生産を行うための一手段として注目されてきて

いる4）．現在，灰色カビ病の防除病害対策として Bacillus

属の細菌5）や酵母6）∼8）などを利用した微生物農薬が開発さ

れている．微生物農薬が病原菌の生育を阻害する機序とし

ては，競合（場所や栄養分の奪い合い），拮抗作用，寄生，

溶菌や抵抗性誘導などが明らかにされている9）．

スターター酵母を用いない自然発酵ワインの醸造におい

てブドウ果実に着生する野生酵母が重要な役割を担う．本

研究では，ヴィンヤードあるいは自然発酵ワインなどの自

然材料から野生酵母を分離し，微生物農薬としての利用可

能性を in vitroにおける B. cinereaに対する抗カビ試験に

より評価した．さらにワインのアルコール産生において最

も重要な役割を果たす Saccharomyces cerevisiaeについて

遺伝子多型解析による株鑑別を行い，抗カビ作用との関連

性について比較検討した．

1． 実験方法

（1）野生酵母の分離培養

ⅰ）分離源試料および試薬

自然発酵ワイン沈殿物，本学キャンパス（江別市）採取

および市販の植物材料の合計 145 試料から野生酵母を分離

培養した（Table 1）．酵母の汎用培地であるYPD培地（1

%酵母エキス（BD），2%ポリペプトン（日本製薬），2%グ

ルコース（特級，富士フィルム和光純薬），0.01%クロラム

フェニコール（ナカライテスク）および 0.2% プロピオン

酸ナトリウム（富士フィルム和光純薬））および S. cere-

visiae 選択培地である RE 8.0 培地（（0.67% イーストニト

ロゲンベース（BD），1%ラフィノース（関東化学），0.05%

クロラムフェニコールおよび 8% エタノール（特級，富士

フィルム和光純薬））を用いた．蒸留水とエタノールを除

く各試薬を混合し，オートクレーブ（LBS-325, Tomy）を用

いて 121℃，20 分間滅菌した．冷却後，RE 8.0 培地には

99.5% エタノールを添加した．分離培養用の寒天培地に

は，これらの組成に 2% のアガロース（伊那食品）を加え

て調製した．

ⅱ）酵母の分離培養条件

分離源試料を YPD 培地または RE 8.0 培地 25mL に浸

漬し，フタを緩めた状態で，25℃で 3∼14 日間培養した．

得られた白色沈さ（菌体）を白金耳で YPD 寒天培地また

は RE 8.0 寒天培地に移植し，25℃で 3∼7 日間培養した．

寒天培地上のシングルコロニーを釣菌し，YPD 培地また

はRE 8.0 培地 3mLに接種し，25℃で 3∼7日間培養した．

微生物農薬としての役割に加え，収穫後のブドウ果実に

着生し，優れたエタノール産生・耐性能からワイン醸造へ

の貢献も期待できる S. cerevisiaeを優先して分離するため

S. cerevisiae選択性の高いRE 8.0 培地を用いた．

（2）野生酵母種の同定

ⅰ）MALDI-TOF/MS による酵母種同定

マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量

分析（MALDI-TOF/MS）を用いてリボソームタンパク質

を中心とした質量スペクトルのパターン解析により菌種を

同定するBioTyper システム（Bruker）を用いた10）11）．

① 試薬

マトリックス（HCCA portioned）（成分名：ɑ-シアノ-4-

ヒドロキシ桂皮）およびキャリブレーションスタンダード

（以上，Bruker）を添付書の指示にしたがい調製した．

ギ酸（LC/MS用，富士フィルム和光純薬）50mLに蒸留

水 21.4mL を加え 70% ギ酸溶液を調製した．アセトニト

リル（HPLC用，ナカライテスク）は，そのまま用いた．

② タンパク質抽出

「（1）ⅱ）酵母の分離培養条件」にしたがい，YPDまたは

RE 8.0 液体培地で酵母菌体の増殖が確認された培養液を

用いた．同定精度が最大となる対数増殖期の菌体培養液の

一部を 1.5mL チューブに分取し，遠心分離（10000 r/min-

5 min-25℃）後，上清をデカンテーションにより除去した．

菌体沈さに注射水（大塚製薬）300µL を加え，ボルテック

スにより良くかくはんした後，99.5% エタノール 900µL

を加え，再度，良くかくはんした．遠心分離（13000 r/min-

2 min-25℃）後，上清を完全に除去した．沈さに 70% ギ

酸溶液 20µL を加えかくはん後，アセトニトリル 20µL を

添加した．再度かくはん後，遠心（13000 r/min-2 min-25

℃）上清 10µL を 0.6mL チューブに分取しタンパク質抽

出液とした．本抽出液は用時調製とした．

③ MALDI-TOF/MS 測定

菌体のタンパク質抽出液 1µL を Target Plate（MTP384

target plate polished steel BC, Bruker）のスポット位置に

滴下し，安全キャビネット（SCV-EC ⅡB，日立）内で送風
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Table 1 Plant samples for the isolation of wild yeasts

Resource Sample Number

Wine liquid/sediment

Kondo Wine (Liquid) 3

Kondo Wine (Sediment) 3

Cherry Wine (Liquid) 2

Nobori Wine (Liquid) 1

Campus plants

Grape (Campbell Early) 21

Grape (Pinot Noir) 6

Dandelion (Flowers) 2

Birch (Deciduous deposits) 84

Mulberry (Fruits) 2

Pollen (Dumplings) 4

Commercial fruits

Grape (Niagara) 1

Grape (Campbell Early) 2

Grape (Steuben) 6

Pineapple 6

Kiwi 2

Total : 145



乾燥した．同じスポット上にマトリックス 1µL を重ねて

滴下し，再度乾燥させた後，MALDI-TOF/MS 測定を行っ

た．測定は 1試料につき 2スポット調製し，各スポット 1

回ずつ測定した．測定機器はAutoflex，測定用ソフトウェ

アはFlex Control およびMALDI Biotyper Real Time Clas-

sification（RTC）（以上，Bruker）を使用した．

ⅱ）rRNA遺伝子のDNA塩基配列解析による菌種同定

Biotyper の汎用データベースに未収載の菌種について

は，以下のDNA塩基配列解析により同定した．

① DNA抽出

「（1）ⅱ）酵母の分離培養条件」にしたがい，YPDまたは

RE 8.0 液体培地 3mL に 25℃で 3∼7 日間培養した菌体

0.1 g 程度を極小ガラスビーズ（BZ-01，アズワン）300mg

およびガラスビーズ（BZ-5，アズワン）2個を含む 2mLス

クリューキャップチューブ（T-204，BM）に加え，0.2%ドデ

シル硫酸ナトリウム（SDS）-リン酸緩衝生理食塩水（PBS）

800µL を加え，細胞破砕装置（BC-20，セントラル科学貿

易）で破砕（2000 r/min-3 min）した後，遠心分離（15000

r/min-3 min-25℃）により得られた上清 400µL を自動核

酸抽出装置（magLEAD 12gC）にセットし，専用キット

（mag LEAD Consumable kit・Magtration Reagent MagDEA

Dx SV，以上，PSS）を用いてDNAを抽出した．

② PCR増幅

真菌類DNA塩基配列解析用の ITS 領域に対するプライ

マー Fun-3（（Forward 5 -GTAACAAGGT（T/C）TCCGT/

Reverse 5 -CGTTCTTCATCGATG）またはFun-5（Forward

5 -GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG/Reverse 5 -GG

TCCGTGTTTCAAGACGG）を用いた12）13）．PCR 反応液の

組成は，1×ExTaq Buffer, 0.22mmol/L dNTP Mixture，

0.6% Ex Taq（以上，タカラバイオ），各 0.56µmol/L Primer

Mix（Forward+Reverse，ファスマック）となるよう，注

射用水（大塚製薬）を用いて希釈調製した．この反応液 18

µL を 8 連チューブに分注後，DNA 抽出液 2µL を加え転

倒混和し，サーマルサイクラー（MiniAmp, ABI）を用いて

PCR 増幅を行った．PCR 条件は，94℃-10 min の予備加

熱後，94℃-0.5 min（熱変性），55℃-0.5 min（アニーリン

グ），72℃-0.5 min（伸長）の工程を 30 サイクルとした．

③ アガロースゲル電気泳動

PCR 増幅をアガロースゲル電気泳動により確認した．

電気泳動は，2% アガロース× 1 Tris Acetate EDTA

Buffer（TAE）（ニッポンジーン）に 2.5mg/mL エチジウ

ムブロマイド（ニッポンジーン）を加えしたゲルおよび 1

×TAE，2.5mg/mL エチジウムブロマイドを混合した泳

動液を用いた．泳動に用いる×6 Loading Buffer は，グリ

セリン 15g，ブロモフェノールブルー 15mg，1.5mol/L

EDTA（ニッポンジーン）3mL に水を加えた後，全量 50

mLとした．PCR産物 10µL に×6 Loading Buffer 2 µL を

混合したものと，0.5µg/µL の 100 bp DNA Ladder（Gene-

DireX）をそれぞれ 10µL ずつゲル内のウェルにアプライ

し，100V で 25 min，電気泳動（Mupid-2 plus，Advance）

を行った．泳動終了後，UVゲル撮影装置（FAS-201，東洋

紡）を用いて増幅バンドを確認した．

④ DNA塩基配列解析による菌種の同定

電気泳動で確認したバンドの濃さに基づき 10∼50 倍に

注射用水で希釈した PCR 産物 10µL および 1.61 pmol/µL

forward または reverse プライマー 4µL を 8 連チューブ

に入れて転倒混和し，DNA塩基配列解析をファスマック

に依頼した．得られた塩基配列データを，National Center

for Biotechnology Information（NCBI）データベースの

BLAST により相同性検索を行い菌種同定した．この際，

97% 以上の一致率を示した場合，同種であると判断し

た14）15）．

ⅲ）MALDI-TOF/MS 用野生酵母データベースの構築

DNA塩基配列解析により新たに同定した菌種のタンパ

ク質抽出液を「（2）ⅰ）」の操作にしたがってターゲットプ

レート上に乾燥させMALDI-TOF/MS 測定を行った．測

定は 1試料につき 4スポットを調製し，各スポットを 3重

測定した合計 12 スペクトルを得た．データ処理用ソフト

ウェアFlex Analysis（Bruker）を用いて，これらのスペク

トルを平均化した菌種を代表するスペクトルとして

MALDI Biotyper の in House Database に登録した．

ⅳ）分離酵母の保存

YPD液体培地を用いて 25℃，3∼4日培養した酵母懸濁

液の遠心上清（15000 r/min-3 min-25℃）を除去した後，

菌体保存液（YPD液体培地と滅菌 30% グリセロール溶液

の等量混液）1mLに菌体を懸濁させ約 0.2mL を 1.5mL 滅

菌チューブ 5本に小分け分注し−80℃で凍結保存した．

（3）B. cinereaの分離培養

学内キャンベルの灰色カビ病罹患果実および Kondo

ヴィンヤードのオーセロワ罹患果実を用いた．B. cinerea

を分離するためにクロラムフェニコール（ナカライテスク）

を含むポテトデキストロース寒天培地（PDA培地）および

ポテトデキストロース液体培地（PDB培地）（以上，BD）を

用いた．

罹患ブドウ果実を PDA培地中心に置き，25℃，3∼5日

間培養した．得られた菌糸体を白金鈎で釣菌して PDB 培

地に移植し，25℃，3∼7日間，回転培養機（RT-5, Taitec）

を用いて培養した．培養した菌糸体につき「（2）ⅱ）rRNA

遺伝子のDNA塩基配列解析による菌種同定」操作にした

がい菌種を同定した．B. cinerea の比較対照標準株として

NBRC 5 964 株（NITE Biological Resource Center 提供）を

用いた．

（4）野生酵母の B. cinereaに対する抗カビ試験

ⅰ）材料の調製

① 野生酵母試験液の調製

野生酵母保存株（−80℃冷凍保存）を室温に戻した後，
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YPD培地 3mLに植菌し 25℃で 3∼7日間培養した．細胞

計数盤（ワンセルカウンター，バイオメディカルサイエン

ス）を用いて菌数を計測し，105∼107 cells/mL の酵母懸濁

液となるよう培地を用いて希釈した．

② B. cinereaの増菌培養

PDA 培地上の B. cinereaジャイアントコロニーを寒天

培地ごと打ち抜いた 7mm ϕ菌糸体ディスクを新たな

PDA培地の中心に置き，25℃，3∼5日間培養後，4℃に保

存し 2週間以内に使用した．

ⅱ）抗カビ試験操作

PDA 培地の中心にコルクボーラーで打ち抜いた B.

cinereaの 7mm ϕ菌糸体ディスクを置き，5×103∼5×105

cells/disc のアプライ量となる野生酵母培養液と陽性対照

（1%塩化ベンザルコニウム溶液）および陰性対照（滅菌生

理食塩水）各 50µL を，加熱殺菌（100℃，1 時間）した 8

mm ϕペーパーディスク（東洋濾紙）にアプライし，25℃，

3∼5 日間培養した8）．B. cinereaに対する生育阻害を陽性

対照と同様に認めれば抗カビ作用があると判定し，その強

さの判定基準として，試料ディスク周辺における B.

cinerea 菌糸体の増殖阻止ゾーンを，まったく認めない

（−），ディスクの 1/6 程度認める（+），1/3 程度認める（+

+）および 1/2 程度認める（+++）の 4段階で評価した．

（5）S. cerevisiaeの遺伝子多型解析

ⅰ）酵母株

S. cerevisiae株として市販果実（ナイヤガラ，キウイ）か

ら分離した 2株，登醸造（余市町）の自然発酵ワインから

分離した 1株，仁木町サクランボを原料とした自然発酵ワ

イン（サクランボワイン）から分離した 2株，KONDOヴィ

ンヤード自然発酵ワイン上澄液と搾汁残さから分離した

17 株に，比較対照としてワイン用スターター酵母 S. cere-

visiae 2 株（Pasteur Red, Pasteur Blanc, 以上，Fermentis）

および製パン用酵母 S. cerevisiae 2 株（とかち野酵母，日

本甜菜製糖）（日清ドライイスート，日清フーズ）の合計 26

株を用いた．

ⅱ）多型解析

特異的 PCR（Sc1）16）による同定および多型 PCR 解析

（Simple Sequence Repeat（SSRmix）17），Delta elements18）お

よび RandomAmplified Polymorphic DNA（RAPD）19））に

加え，DNA一塩基長の違いを検出する自動 rRNA遺伝子

間多型解析（ARISA）20）21）を用いて株鑑別を行った（Table

2）．PCR 条件は Primer 濃度各 0.28µmol/L，アニーリン

グ温度 45℃-30 sec 以外は「（2）ⅱ）」と同じ条件とし，

PCR 増幅産物をアガロースゲル電気泳動により確認した．

ARISA にはケイ光標識の HEX-Fun-1 および HEX-Fun-2

プライマー20）21）を用いた．これらのケイ光標識 PCR 産物

10µL について自動 DNA シーケンサによるフラグメント

解析をファスマックに依頼した．固有フラクグメント長に

よる同定の際は，フラクグメント長の±0.1% の範囲内で

あれば同じ菌種の同一株の可能性があると判断した．

2． 実験結果および考察

近年，食品に対する安全志向の高まりを受け，より安心，

安全な農産物を消費者に提供するため，化学合成農薬によ

らない自然環境の微生物や天敵を利用した病原菌および害

虫に対する生物的防除に関する研究が注目されている．

B. cinereaに対して特定の酵母が抗菌作用を示す現象が

報告8）されていることから，本研究では，灰色カビ病を効

果的に予防できるヴィンヤード野生酵母の探索を目指し

た．もともとヴィンヤードに自生し，自然発酵ワインの発

酵特性に影響する野生酵母を微生物農薬として利用できれ

ば，収穫時のブドウ果実における酵母密度が高まることで
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Table 2 Species specific and polymorphic PCR conditions for S. cerevisiae

Primer
Mix

Target Forward Reverse
Annealing
(℃)

Refer-
ence

Sc1 ITS 5 -ACATATGAAGTATGTTTCTATATA
ACGGGTG

5 -TGGTGCTGGTGCGGATCTA 45 16）

SSRmix 45 17）

C8232X 5 -CTGCTCAACTTGTGATGGGTTTTGG 5 -CCTCGTTACTATCGTCTTCATCTTGC

YOR267C 5 -GGTGACTCTAACGGCAGAGTGG 5 -GGATCTACTTGCAGTATACGGG

SCPTSY7 5 -AAAAGCGTAAGCAATGG TGTAGAT 5 -AAATGATGCCAATATTGAAAAGGT

Delta
elements

Ty1
transposon

5 -CAAAATTCACC-TATA/TTCTCA 5 -GTGGATTT-TTAT TCCAACA 45 18）

RAPD − 45 19）

M13 5 -GAGGGTGGCGGTTCT −

M14 5 -GAGGGTGGGGCCGTT −

Coc 5 -AGCAGCGTGG −

OPA09 5 -GGGTAACGCC −

ARISA ITS 55 20）21）

HEX-Fun-1 5 -GTTTCCGTAGGTGAACCTGC 5 -ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT

HEX-Fun-2 5 -TGYACACACCGCCCGT 5 -ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT



よりアルコール発酵を促進することが期待できる．

（1）野生酵母の分離培養同定結果

自然材料から分離した総株数は 283，この内，MALDI-

TOF/MS により 200 株から 10 菌種（Saccharomyces cere-

visiae, Candida krusei, Kloeckera apiculataなど）が同定さ

れたが，42 株は Biotyper データベースに該当する菌種が

存在せず，41 株はシグナルが得られなかったため同定不能

であった．データベースに存在しなかった 42 株の中から

25 株を DNA 塩基配列解析により菌種同定したところ S.

paradoxus（DDBJ 登録アクセッション番号：LC 602850∼

5）, Meyecozyma caribbica（LC 602856∼65），Torulaspora

delbrueckii（LC 602866∼7）, Candida sp.（LC 602868∼9），

Schizosaccharomyces japonicas（LC 602870∼3）お よ び

Moniliella megachiliensis（LC602874）の 6種の野生酵母で

あったことが確認できた．これら酵母種は Biotyper の in

House Database に登録した．最終的に，自然発酵ワインか

ら 69 株，大学キャンパスの植物から 129 株および市販果

実から 27 株の野生酵母 16 種が分離同定された（Table 3）．

（2）B. cinereaの分離培養同定結果

B. cinerea は，灰色カビに罹患した学内ブドウ果実から

12 株，KONDO ヴィンヤードの罹患ブド果実から 6 株が

分離された．

（3）野生酵母抗カビ作用の評価結果

B. cinereaNBRC 5 964 株は，分離株よりも強い菌体増殖

能を示したことから，抗カビ試験には NBRC 5 964 株を用

いることとした（Fig. 1）．自然材料から分離した野生酵母

225 株から 55 株を選抜し，比較対照として「（5）ⅰ）」の市

販酵母 4株の合計 59 株を用い，B. cinereaに対する抗カビ

作用を評価した．酵母量を 5×103∼5×105 cells/disc と変

化させた場合においても抗カビ作用の強度はほぼ同じで

あった．酵母量 5×103 cells/disc の場合，B. cinereaに対す

る強い抗カビ作用（+++）を示す 16 株；S. cerevisiae（13
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Table 3 Yeast species identified by MALDI-TOF/MS and/or DNA sequencing analyses

Species

Wine liquid/sediments

Kondo Wine
(Liquid)

Kondo Wine
(Sediment)

Cherry Wine
(Liquid)

Nobori Wine
(Liquid)

Saccharomyces cerevisiae 21 8 2 1

S. paradoxus 1

Candida pelliculosa 9 7

C. valida 6

C. inconspicua 14 (sub total 69)

Species

Campus plants

Grape
(Campbell Early)

Grape
(Pinot Noir)

Dandelion
(Flowers)

Birch
(Deciduous deposits)

Mulberry
(Fruits)

Pollen
(Dumplings)

Candida krusei 34 10 2

C. pelliculosa 32 4 11

C. valida 5

C. inconspicua 4

C. sorbosa 1

Candida sp. 2

Torulaspora delbrueckii 2

Schizsaccharomyces japonicas 4

Moniliella megachiliensis 1

S. paradoxus 6

Kloeckera apiculata 9

Pichia manshurica 2 (sub total 129)

Species

Commercial fruits

Grape
(Niagara)

Grape
(Campbell Early)

Grape
(Steuben)

Pineapple Kiwi

Saccharomyces cerevisiae 1 1

Kloeckera apiculata 12

Candida krusei 2

Geotrichum candidum 1

Meyerozyma caribbica 10 (sub total 27)

Total 225



株），K. apiculata（1株）および C. krusei（2株）が得られた

（Table 4）．抗カビ作用をまったく示さない酵母は 5 株の

みであった．

灰色カビ病の病原菌 B. cinereaに対する抗カビ試験にお

いて，酵母種間に加え同じ酵母種の株間でも，抗カビ作用

が大きく異なる現象が認められた（Table 4）．そのため S.

cerevisiae 26 株の遺伝子多型解析による株鑑別結果と抗カ

ビ作用強度を比較し，その関連性を検証した（Table 5）．
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Table 4 Comparison of antifungal activities of wild yeasts

Species Yeast cells 5×103 cells/disc 5×105 cells/disc 5×104 cells/disc

Activities* − + ++ +++ − + ++ +++ − + ++ +++

Saccharomyces cerevisiae 4 13 5 13 3 8 8 16 3 8 8 16

S. paradoxus 1 1 1

Kloeckera apiculata 1 3 8 1 1 3 8 1 1 3 7 2

Meyerozyma caribbica 1 1 1

Hanseniaspora vineae 1 1 1

H. osmophila 1 1 1

Candida krusei 1 1 2 1 1 2 1 1 2

C. pellialosa 1 1 1

C. inconspicua 1 1 1

C. valida 1 1 1

Total : 59 5 22 16 16 4 17 19 19 4 17 18 20

*: Inhibitions of none (−), 1/6 (+), 1/3 (++) and 1/2 (+++) surrounding area of the paper disc

Fig. 1 Antifungal activities of wild yeasts on the mycelial growth of B. cinerea

Fifty µL of 105∼107 cells/mL yeast suspension in PBS was applied on a paper disc (5x103∼5x105 cells/disc). The

disc was attached on PDA plate and incubated at 25℃ for 3∼5 days. The antifungal activity was evaluated as

inhibitions of none (−), 1/6 (+), 1/3 (++) and 1/2 (+++) surrounding area of the paper disc. S. cerevisiae strains;

Kondo 1709-5 and 1709-6 were the strains isolated from spontaneously fermented wine sample (Table 3, 5). K.

apiculate and C. krusei strains were isolated from Grape (Campbell Early) sample (Table 3).

PC: 1% Benzalkonium solution Bc: B. cinerea mycelia NC: Sterile physiological saline Wild yeast 5×103∼105 cells/disc



（4）S. cerevisiaeの遺伝子多型解析結果

微生物農薬としての作用に加え，醸造特性にも優れた酵

母として S. cerevisiae に注目し，また，株間で抗カビ作用

に明らかな違いを認めた S. cerevisiae について多型解析に

よる株鑑別を行った（Table 5）．

ⅰ）特異的 PCR解析

S. cerevisiaeの市販株と分離株の PCR増幅産物は，とも

に同じバンドサイズ（約 300bp）を示した（Fig. 2, Table

5）．S. cerevisiae 特異的 PCR により分離株からも市販株

と同一の増幅バンドが得られたことは，MALDI-TOF/MS

の菌種同定精度の高さを裏づけるものと考えられる．

ⅱ）多型 PCR解析

① SSRmix

Pasteur Red ととかち野酵母のみ，他株に対して違いを

示した（Table 5）．

② Delta elements

S. cerevisiaeの市販株および分離株ともに株間で明らか

に異なる多型性を示した（Fig. 2, Table 5）．

③ RAPD

プライマーM13 は，市販とかち野酵母 S. cerevisiaeと市

販果物ナイヤガラ，キウイ果実から分離した S. cerevisiae

において極めて弱い増幅バンドを示し，他株は増幅を認め

なかった．また，プライマーM14 およびOPA09 の増幅は

全体に弱く，ナイヤガラ果実から分離した S. cerevisiaeの

バンドが多型性を示したのみであった．プライマー Coc

の場合，PCR 増幅バンドは得られたが株間に差を認めな

かった（Table 5）．

④ ARISA

市販および分離 S. cerevisiae 26 株の ARISA 解析の結

果，増幅フラグメント長（bp）が株間で明らかに異なり，
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Table 5 Differentiation of S. cerevisiae strains by genetic polymorphisms

Strains

Specific and polymorphic PCR analyses band size (bp)

Sc1 SSRmix Delta elements M13 M14 Coc OPA09

Pasteur Red* 300 200/400 800 − 900 600 800

Pasteur Blanc* 300 200/450 150/300 − 900 600 800

Tokachi Dry Yeast* 300 200/400 400/800 900 900 600 800

Nisshin Dry Yeast* 300 200/450 150/300/800 − 900 600 800

Cherry Wine 11 300 200/450 800/850 − 900 600 800

12 300 200/450 800/850 − 900 600 800

Kondo Wine 1709-1 300 200/450 500 − 900 600 800

2 300 200/450 500 − 900 600 800

3 300 200/450 500 − 900 600 800

4 300 200/450 500 − 900 600 800

5 300 200/450 500/800/900 − 900 600 800

6 300 200/450 500/800/900 − 900 600 800

7 300 200/450 500/800/900 − 900 600 800

8 300 200/450 500/800/900 − 900 600 800

9 300 200/450 500/800/900 − 900 600 800

Nobori Wine 300 200/450 − − − − −

Grape (Niagara) 300 200/450 500/800/900/1 000 900/1 000 900/1 000 600 800/1 000

Kiwi 300 200/450 500/800/900/1 000 900 900 600 800

Kondo Wine 1803-1 300 200/450 500/800/900 − 900 600 800

2 300 200/450 500/800/900 − 900 600 800

3 300 200/450 500/800/900 − 900 600 800

4 300 200/450 500/800/900 − 900 600 800

5 300 200/450 100/800/1 000 − 900 600 800

6 300 200/450 80/800 − 900 600 800

7 300 200/450 100/250 − 900 600 800

8 300 200/450 100/250 − 900 600 800

* : Commercial yeast



高度な種内多型が存在することがわかった．複数のフラグ

メントピークが存在した場合，シグナル強度が最も高いも

のをメインピークとした．

市販 S. cerevisiae（Pasteur Red）のフラグメント長は

821.0 bp であり，分離 S. cerevisiae Kondo1709-9 株の 821.2

bp と共通であったが，Kondo 1709-1 株の 600.7 bp および

市販ドライイースト（日清）の 826.1 とは異なった（Fig.

3）．フラグメント長による多型分類の結果，プライマー

HEX-Fun-1 および HEX-Fun-2 ともに A∼Eの 5 型に分け

られた（Table 5）．ARISA 多型解析による遺伝子型 I の

11 株のうち 10 株は強い抗カビ作用（++以上）を示した

のに対して，遺伝子型 II の 2 株には抗カビ作用を認めな

かった．（Table 5）．

多型解析において Delta elements 解析では株間である

程度の違いを確認できたが，RAPD解析など他のマーカー

においては，大差が認められなかった（Fig. 2, Table 5）．

この一因として，アガロースゲル電気泳動による数十 bp

程度の分離能の限界を反映した結果と考えられる．これに

対して 1bp の違いを検出できる ARISA 多型解析では多

様な型別が可能であり，その有用性が明確に示されている

（Fig. 3, Table 5）．特に市販 S. cerevisiae（Pasteur Blanc）

の場合，他の株と大きく異なり，プライマーHEX-Fun-1 で

は 821.2，823.2，824.3，826.1 の複数の微小ピークが出現し，

プライマー HEX-Fun-2 においても 960.8，962.7，963.5，

965.8 と同様であった（以上，データ示さず）．これらの

PCR 産物のアガロースゲル電気泳動結果は他の S. cere-

visiae 株と同様に単一バンドであったが，1bp の違いを検

出できるARISA 解析においては複数の微小ピークとして

高度な多型が検出できている．

近年では，微生物叢の解析にはメタゲノム解析が主流と
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accompanied with their antifungal activities

ARISA Fragment length size (bp)

ActivitiesHEX-F-1 Primer HEX-F- 2 Primer

A B C D E A B C D E

− 821.0 − − − − 959.9 − − − +

*1

− − − − 826.1 − − − − 965.8 +++

− − − − 826.0 − − − 964.7 − ++

− − − − 826.1 − − − 964.6 − ++

*1

− 821.0 − − − − 959.8 − − − ++

− 820.9 − − − − 959.8 − − − ++

600.7 − − − − 739.9 − − − − −

*2

− − 824.7 − − − − − 964.5 − +

600.8 − − − − 739.8 − − − − −

*2

− − 824.7 − − − − − 964.7 − +

− − 824.7 − − − − − 964.7 − +

− 821.1 − − − − − 963.6 − − +++

− 821.2 − − − − 960.8 − − − +++

*1

− 820.9 − − − − 960.4 − − − +++

− 821.2 − − − − 960.6 − − − +++

− 821.2 − − − − 959.9 − − − +++

− − − − 826.2 − − − 964.5 − +

− − − 825.8 − − − − 964.5 − +

− − 824.7 − − − − − 964.6 − +

− − 824.8 − − − − − 964.5 − ++

− − 824.8 − − − − − 964.5 − +

− − 824.8 − − − − − 964.4 − +

− 821.0 − − − − 959.8 − − − +++

*1

− 820.2 − − − − 959.4 − − − +++

− 821.0 − − − − 959.5 − − − +++

− 820.9 − − − − 959.4 − − − ++

*1 : GenotypeⅠ
*2 : GenotypeⅡ



なっているが，ARISA は rRNA 遺伝子の多型領域につい

てケイ光標識プライマーを用いて PCR 増幅し，自動シー

ケンサにより一塩基長以上のフラグメントサイズの差から

微生物種/株の識別を行うもので，低コストで実用的な方

法である20）21）．S. cerevisiae 26 株はARISAのフラグメント

長により 5型に分けられた．さらにこの遺伝子型と抗カビ

作用の強度が対応している可能性が示唆された（Table 5）．

しかし抗カビ作用を示さない菌株は 2株のみであり，さら

に解析数を増やして確認する必要がある．

抗カビ作用の機序としては，酵母の増殖が，PDA培地の
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Fig. 2 PCR identifications of species specific and polymorphic DNA fragments of S. cerevisiae

strains by agarose gel electrophoresis

The strains used were shown in Table 5. Experimental conditions were described in the text.

Fig. 3 Polymorphic ARISA fragments of S. cerevisiae strains

Fluorescence intensity on vertical axis is corresponding to the amount of PCR products with fluorogenic HEX labeled primer (Table

2). Fragment size on horizontal axis is corresponding to the length (bp) of the PCR products which are specified to yeast species or

strains. Dot symbols connected with the line indicate fragment size of standard markers. The strains used were shown in Table 5.



栄養成分を取り合うことにより B. cinereaの増殖と競合し

た結果として，抗菌作用を示している可能性も考えられ

る8）．しかし，酵母菌体から離れた位置にも明瞭な阻止ゾー

ンが形成されていることから，酵母が産生する抗カビ性物

質の寄与が大きいと予想されるが，揮発成分，菌体外酵素

や抗生物質など，その候補の具体的な成分は特定されてい

ない8）∼10）．ちなみに酵母が産生する典型的な抗菌成分であ

るエタノールの 2%水溶液を試験したが，まったく抗カビ

作用は確認できなかった（データ示さず）．今後，酵母によ

る抗菌作用機序の解明に向けて，これら抗菌成分の同定に

関する研究が重要となる．

本報で調べた遺伝子多型は抗カビ作用自体とは直接関連

のない ITS 領域の多型であること，また作用成分について

も特定されていないことから，限定的な議論にとどめざる

を得ない．しかしながら，醸造特性の幅広い多様性が知ら

れる S. cerevisiae株間で抗カビ作用についても大きな差異

があることが明らかとなった．

ブドウ果実を用いた実験室レベルでの抗カビ試験は実施

されており，報告では S. cerevisiae 16 株中 15 株に寒天培

地を用いた試験と同様に抗カビ作用が確認されている8）．

しかしながら実際のヴィンヤードでの抗カビ試験について

の実施例は報告されていない．したがって，今後，ヴィン

ヤードにおけるフィールド試験での抗カビ作用の検証が不

可欠である．

本研究をさらに発展させ，ヴィンヤード固有の野生酵母

を増菌培養し，ブドウ苗に戻して高密度で着生させること

により微生物農薬として病原菌の増殖を抑制するととも

に，自然発酵ワインの醸造における風味および発酵効率を

向上させることが期待できる．

3． 要 約

自然発酵ワイン沈殿物，本学キャンパスおよび市販の植

物材料から野生酵母 225 株を分離した．この中から選抜し

た 59 株を用いブドウ灰色カビ病の病原菌 Botrytis cinerea

に対する抗カビ作用を in vitroで評価したところ，強い抗

カビ作用を示す 20 株が得られた．この内，最も多くの 16

株が得られた Saccharomyces cerevisiae について，遺伝子

多型解析による株鑑別を行い，抗カビ作用を比較したとこ

ろ，株型ごとに抗カビ作用の強さが異なることがわかった．

このとき，S. cerevisiaeの多型解析には自動 rRNA遺伝子

間多型解析（ARISA）が従来の手法に比べ極めて有用性が

高いことがわかった．

本研究を進めるにあたり貴重な資材をご提供くださいま

した，登醸造の小西史明氏，紅果園の寒河江仁氏に心より

感謝を申し上げます．
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