


清酒の風味を改良する有用酵母の育種

に関する研究
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緒論

併母はi品も下等なn紘生物として、細胞の機能研究等のモデル'1物として長い研究
の}悟史がある . 特に 8.四~haromyc問問問問SlE1 e は，その学名がラテンtUtの泊から名付

けられた織に.アルコール発併の主体として度来的にも側めて草炭な微生物である.

近年、この併時の全出)，1;配列がゲノムJ十Iilljにより'Ylらかになり、益々研究の速度は早

まっているoWがi雌itiにおいても、この微生物はアルコール'I'Pf.のHt>であるのみな

らず、消柄の風味に影轡を うえる係々な物質を生産していることから、 麹 I~j と恨んで

iJì~な地位を市めている o Ií守柄の風味に影響をワえる ~It:lとしては.色、持り、味お

よびテクスチャーが巧えられる.この中で、持りと"A<に影響をうえる物質の多くがm
l辛により生皮されている.

m猶の香り成分は同iiごされているものだけでもアルコール.エステル， ~堂、カルポ

ニル化合物、 アミンおよび合硫化合物等で 80節以上が知られており[1]、大別すると

杏気成分として好ましい成分と、民共として知党される望ましくない成分がある.そ

れらの大部分が醇母によって生産されることから.育釘lによりliiltfをm弛iさせる研究
や、後者を除去または減111化する研究の産業的意味合いは大きいと巧一えられる.既に

前消中lこ含まれる存気成分を代表する酢自主イソアミルやカプロン俄エチルの織な吟

餓杏成分を静母の育種によりm強する試みがなされ[2，3)、産業への応111が阿られて
いる。守王者ーらも制胞融合法により IfiJ織な株のYi'l'Iiを試み、総t!?している[4]0またt.'t澗

中に微量に含まれる杏気成分であり、パラ峨持を示すβーフェネチルアルコールをIIE

生産する株を変異処理により育積している[5]0民兵成分を静母の斤純により、軽減す

る研究は、消消醇母では、 あまりみあたらないが、 ビール併母では αーアセト乳般脱

炭酸商事業遺伝子の導入により、未熱JALの主成分であるダイアセチル'UJJ<が抑制された

株が報告されている[6]0

一方、 m消中には、 イI機酸、アミノ 殿、制野i";lf.の多数の I I~味成分が(j.在している.

それぞれの成分が官能的に、どの様な<:f年をしているのか、また相任的に如何に働い

ているのかは不明であるが、酒のl比はそれら多数の物質の淵和の'1-1で決まるものと111

われる.さらに人IHIがn能的に柄の味とJっているものの中には.大きく香り成分の
影響を受けるものもあり、そのli判而は憎めて難しいのが災情である.この様なqJで‘

li'I柄の味を化学的な分析ilUから客観的に評価する試みがなされている[7].その紡*、
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w酒の味の評価に、消柄の摘定酸度とl直納濃度の分析他から求めた、浪淡とtt辛とい
う2つの指標が導入された。この指傑は消柄の製品設計や品質管理に多用されている

が、実際にはrli販されている消の 2つの指標の数値に大きな差はなく、銘柄!日]でのA

見を表わすには不十分であると考えられたo 'J!.(fらは.個々 の味成分ではなく、 m酒
の味そのものに応答する味党センサの研究を別に行っており、より細かな消柄の味の

分目IJを試みている[8，910その中でも.消の味に対する、殿味成分の寄与の大きさを

1'19在認しているoli'l柄Iドの駿味物質としては‘イi機僚が主要なものと考えられるが、

その約 70%は併時により'tfaされると織作されている[101。また1111じ布機般であって

も、個々 の物質!IIJでは、H能的に俄味の質が見なっていることも良〈珂lられている.

これらの引は、 円事件が'1，成する総有機般生成i誌や組成を変えることにより、清酒の1見

が見なる劉rlft~ を生みillす uJ能性を示唆している. 既に、多数の布機般生産性の異なる

株が分出産されているが.その変民機作は不明なものが多い[11-1310これは.清酒も

ろみ1"¥1における骨予防のの機般生産機榊が不明な点に由っている.このことは、育積の

附宵になっているのみならず、猶もろみ中での有機椴生成制御を図灘にしている.よ

って静母の有機隊生産機構、特に酒もろみ中での機構を明らかにすることは.上記目

的のi主成にとってm張なことと考えられる.
本研究においては. 1市消の風味、特に昏りと味に~目して、 酔母を育積することに

より風味の見なる自国品の開発を試みるものである.第 1章においては、パラ香成分で

ある日・フェネチルアルコール高生産性変良師事母の変災遺伝子のクローニングを行い、

変災遺伝子が AR04iI:I伝子の変異型であることを明らかにし、変異点を決定すると

ともに、遺伝子制l検えによる分子育種を試みた.第2f，iにおいては.クローニングし

たAR04変異遺伝子のポジティプセレクションマーカーとしての有効性を利用して、

将々のベクターや遺伝子破壊用カセットを構築した。第3:41においては、係々 な TCA

Inl路静ポ遺伝子の舷峻および醇母の還冗的有機般生成の重要な師事業であるフマル般

選冗併来の遺伝子の舷墳が静母の有機般生産ー性に及ぼす効J粧を実験室株を用いて検

討するとともに、 M~iのイI機般生産機構について考察した. 第 4 1，îにおいては、消酒

併時の各極有機般生成|刻述遺伝子の舷壊株を造成し.1i'I猶もろみ中での併母の有機俊

生産機備を検討した.またそれらの珂l見を冗に、変n処理よりグリセロール非資化性
変興味およびフェニルコハク般世H't変異株から有機微生産何の異なる併母の分離を

試みた。本論文は、以上の実験的事1f.悦びに考察を詳細に論述したものである.
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第 1章

清酒の香りに影響を与える

有用酵母の育種
(sフェネチルアルコール高生産性酵母の分子育種)



第 l章 清酒の香りに影響を与える有用併母の育種

(βーフェネチルアルコール高生産静母の分子育種)

第一節緒言

消酒の寄りは.主として酵母により生産されており、品質評価のための重要な襲来

となっている.特に吟駿香と呼ばれる酢俊イソアミル.またはカプロン殴エチルの芥

りは、吟餓酒などの高級酒では不可欠の襲来ということができる.近年、消中の吟般

香成分の含有E誌を、 傍母の育種によって高める研究が多数なされ、成果を収めている

[2，3].しかし、静母の生産する香気には、これら吟厳呑成分以外にも隙々なものが

存在する.その例としてβーフェネチルアルコール、およびその酢俄エステルである

酢酸β フェネチルが挙げられる.これらはパラ憾の香り成分として知られているが‘

消酒中では含民的に低いため官能的にあまり認識されない.s・フエネチルアルコー

ルは、芳干写版アミノ般であるフェニルアラニンと同一の経路で合成され.その生成は

フェニルアラニンと同織に制御されている(Fig.1・1).l挺にこれら成分についても、

アナログ耐性変異株の中より高生産性株が分附されている[14，151.常者らもフェニ

ルアラニンのアナログである s-チエニルアラニン (THA)耐性変y4株の中より‘小0:

I521E;rMZ;;::: 
AR03 t t AR04 
下phospho-2・keto-3・
d田 xyzabinoheptonate {DAHP)

+ 
chorismate 

~\ 
anthraniJate prephenate 

ophol / ¥  

L-tryptophan '、
L-pheoylalanine s-phenetyl alcohol tyrosol 

明
¥¥、

抑川

a
l
l
-
4
v I.Ayr岨me

Fig.ト1. Regulation of aromatic釦刊noacid biosynthesis in丘町陀visiae(岡市剖)
Line: ~ ， (I回調dback inhibition 
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込試験において税株の約 41}1のs-フェネチルアルコールを生lfiする K901-T12株を

分離した[5]0 この株はチロシン添加lでβ，フェネチルアルコール生涯が抑制されず、

チロシン生合成のiM生物であるチロソールも過剰に生産した。このことはチロシン生

合成の制御に関わる遺伝「に変異が起きているI1J能性を示唆している。K901-T12株

は、~餓造においてもIl川、生産性を示し、得られたげI酒において官能的にパラ様の杏

りが認知された。ところで、消酒隙造に用いられる酔母は、日本餓造協会で配付して

いる協会骨予防をはじめ多桶多械である.これらの静母を、新たに βーブヱネチルアル

コール尚生雌性に改変するには、再度、変呉およびスクリーニングを行わなけらばな

らず、多大な労}Jを必要とする.そこで変良株の遺伝子パンクより変異遺伝子を分離

し、 制l検えによる併母の分子育腫を試みた.

第三f1ii [3 -チエニルアラニン 何HA)耐性変具遺伝子のクローニング

1 実験材料および点法

1・1 伎m的株およびプラスミ ド

静l辛 K90l(Sa町'haromyces cerevisiae Kyokai NO.90 1)、THA耐性変呉株K901・

TI2[5]、:Ji験宅株 OBY747[16](MATa， ura3-52， his3， trpl-289， leu2-3，112) 

大}財菌 MC1061[17].JM83[18]， DH5α[19] 

プラスミ ドYCUp4(pUC 13[ 17]のSspI部位にYCp50[20jのCEN4およびARSlが

押入され、 &ポ)1091部位にURA3を含むHindlll-Smal断片が組み込まれたYCp

型僻母一大脳陣シャトルベクター)， PLI[21] (PUCI9[22]に2μmオリ ジンおよび

LEU2が組み込まれた YEp型師事母一大腸鴎シャトルベクター)，pUC1l8[23]. 

pHSG398[24] 

1-2 i'史別府地

酔母の}自義H1にはYPO指地 (2%ポリベプトン、 1%併母エキス、 2%グルコ ス)

およびSDI泣少I古地 (yeast ni廿。gen base w/o amino acid， Difco， 2%グルコ

ース)を用いたo SDQ少tt'1地には適宜必要なアミノ般を加えた。 THA耐性になった

形質転換株の分離には、宿主として DBY747 株を!Hいた場合、 SD 品少t~地に β ー2

4ー



チエニルーDL-アラニンを0.02mg/mJで添加し、K901を111いた場合には5mg/mlで添

加した。大腸的の情義には2YTJ青地 (8actotrypton 1.6%， yeast extract 1%， NaCI 

0.5%， pH7.0)およびLl白地 {Bacto廿ypton1%， yeast extract 0.5%， NaCJ 0.5%， 

pH7.0lをmいた.

l ・3 tI1!骨Flit験およびβーフェネチルアルコールの定fit

同完両手試験は 15%グルコースを合むSDI止少tii地で25亡、 9[J liI J tI1! tI'Iさせた。

8-7ェネチルアルコールの定l.tは、，WI報[5J10iJ傑に秋/11らのみ法[141に準じて行った.

1・4 遺伝{-r:学的手法

両手母のJf:i質転倹は、伊雌らの酢俄リチウム法[251に断じて行った.

部分欠托IDNAの作成には、デレーションキット (114<ジーン)を川いた.

DNA配列の決泌は、ABJmodel 370A DNAシーケンサーにより行った.

その他の手法は、 MoJecuJarCloning[261に従った.

2 実験結栄および考祭

2-1 変良静母染色体DNAの遺伝子パンクの作成

THA耐性変5'/;株K901・T12のtiI』量的体よりゲノム DNAをtlIIIHし‘ AluIで部分分

解した.このDNAを0.7%アガロース中で屯気泳動し.5から7Kbの断j十を DEAE

81paperを用いて回収した。部分消化 DNA断片、およびBaml置で消化したベクタ

-YCUp4(YCp型トまたはB.mHIで消化したベクターPL1(YEpi¥'i)をアダプター

DNAを介して結合させた後、大腸菌MC1061株をエレクトロポレーションにより形

質転機してパンクを作成した伊ig.1-2)。アダプターDNAの配列は、以 ドの通りで

ある。 (5'-GATCCGGCAACGAAGGTACCATGG-3'1

5にCCATGGTACCTTCGTTGCCG-3') このアダプターDNAは粘Ji..!<端曲IJが

B.ml置で切断したベクターDNAに結合する.また平itt末端側が部分消化DNA断片ー

に結合する.それぞれのリ ン般結合にあずからない鎖を除去した後、ベクターと部分

消化DNA断片を結合させることにより、ベクターの同環状化を防ぐとともに、新た

に生じた粘着末端により ライゲーショ ン効率を k昇させることが"1能になる.
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2.2 変異遺伝子のクローニング

K901・T12株のゲノムを用いて作成したベクターYCUp4(YCp型トおよびベクタ

-PLl (YEp型)の遺伝子パンクを川いて、 S.cerevisiBeDBY747株を形質転換し.

O.02mg/mlのTHAを合むSD寒天焔地で成育が可能となったコロニーをそれぞれ I

制得た。これらの形質転倹体から、 プラスミドを回収することによって、 THA耐性

遺伝子を含むク ローン pAF1(YCp'I'!)およびpAF2(YEp担)を得た 。これら 2つ

のプラスミド中にはそれぞれ5.5kbおよび6.0kbの抑人断J-'I-が合まれていたが、制限

僻京地図の一致から、同一領域を含むことがわかった (Fig.¥・3)0 またクローニン

グ断片をプローブと して用いて、パルスフィールドグラジエン 卜(PFG)屯気泳動を

行ったところ、 静母の第H染色体にハイプリし、含まれる遺伝子はH染色体上の遺伝

子であることがわかったσ¥g.¥.4)0それらのプラスミ ドで形質転換した DBY747株

は、発静試験において、ベクターのみで形質転換したものよりも向いβーブヱネチル

アルコール'1oi'l1性を示した<Fig.1.5) 0このことよりクローニングしたTHA耐性変

異遺伝子は、優性的に併母をs.フェネチルアルコール内生産性に形質転燥すること

が確認された.

.ーIKb 国 TIIA 
r回 istan田

pAF 1 ¥'CUp.I 
+
+
+
+
 

pAF2 円'

pAF 1-1 、CUp.I
pAF 101 I'CU肘

• 1D16 、CUp.I + 
102 VCUp.I 

2025 

204 

、 CUp.I~

、 CUp.l ~

+ 

Fig. 1-3 The s回 ctureofpl田midpAFI副 dpAF2con凶町ngTHA resis出川島町e，剖dits 
subclones and del由onplasmids. Plasmid DNAs were used to官制sformS.cerevisiae 
DBY747. Plasmids which conferring THA resIstance ph聞 otypeare shown as (+) 
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E四dient(PFG) gel elec同 pho問sisin a 1.5% ag:目。田geland blotting to a nylon fil惜別1e
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o 50 1ω150  
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grown in minima1 m剖iumwith 15% glucose (30 C， 9days). Host s回'"・ DBY747. pAF2 
(YEp type， THA問団加国);pLl (YEp ty凹);pAFI (YCp type， THA r目指回ce);YCUp4 (YCp 
type) 
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2.3 THA耐性遺伝「の忠雄配タ11と変拠点の決定

THA耐性形質をコードする遺伝 F領域を限定するため、サプクローニングを行っ

た。Fig.1.3の憾にサプクローニングを行い， THA耐何遺伝fの限定を行った.その

結J品、 THA耐性を示す領域は、 2.1kbのPmaCI断H戸内にあることがIYIかとなったた

め、この領域について瓜J，li配列の決定を行った.遺伝子配列を Fig.1.6に示す.

配タ"1を倹討したところ.このTHA耐円変良遺伝fは、 Kunzlerらにによって織?，

された AR04遺伝 f[27]の変民明(AR04m)であることが判明した.しかし守王将らがク

ローニングした変見唱と Kunzler等の裕行した配ダ'1とでは.コーディ ング領域で2

問所の迎い (後述)がみられたため.公民JJiの(k)jごを行った.

変異'l'J遺伝子のlj，W配列より 2.1kbのPmaCll斬g-を挟み込む織なプライマーを合

成し (Fig.1.7)，協会901号の染色体 DNAの&oRI完全消化物を鈎刷ーとして PCR

法によりクローニングした.得られた型fI't型遺伝「と変典型泣u.<(-1111で町g.1.8に刷

す憾な、保々な融合遺伝「を作成したところ、変拠点は SphJ.pm切断g-内に与{t;す

ることが判明した.そこで野性2自の Sph!'pllMl断片ーのシーケンスを1ì い、 変J'4'\~と

比較したところ‘開始コドンの下流5841HIのCがTに変民していることがわかっ

た(Fig.1.6 )0この結*コードするアミノ僚も 195搭11のセリンがフェニルアラニ

ンにおきかわっていると推定された.なお節IIIら[28，29]も‘オルソフルオロフェニ

ルアラニン耐性変異株の染色体 DNAを紛略!として、 PCR法により AR04の変処刑

遺伝子をクローニングしたことを報特している。

今回、唱者ーらがクローニングした変典型および野生型 AR04(AR04m)遺伝「のJl，(

基配列と，報告されている AR04遺伝子の凪基配列[27，28]との.. ，'n民をTable1.1に

まとめたo Kunzlerらの報告した配列と、先に述べた織にコーディング領域で2閉所

の遣いがみられたが. ザつは先にぶした変異点と巧えられる側所であり、もうひとつ

は+613-621の配ダ11の有無であった.後.(，においては、稲川ら[28]の報告した配列に

は存在しているので、今[ii)の変異には関係ないものと思われるo '}j， 福田ら[28]の

報侍した変良担遺伝下では.開始コドンド疏496播口のCがAに変異していると鰍

告されており、司王省らがクロ一二ングした変民遺伝千とは変yt点は見なっていた.な

おTHA耐性を示す遺伝子の変異箇所は、 MI辛の AR04およびAR03[30]、大腸的の

DAHP合成静来 (3稲膏D 全てで保存されている部位に生じていた(町g.I.9)0
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-557 

CACGTGATCA ACAGCAAATT ATGTACTCGT ATATATGCAA GCGCATTCCT TATATTGACA -492 

CTCTTTCATT GGGCATGAGG CTGTGTAAAC ATAAGCTGTA ACGGTCTCAC GGAACACTGT -432 

GTAGTTGCAT TACTGTCAGG CAGTTATGTT GCTTAATATA AAGGCAAAGG CATGGCAGAA -372 

TCACTTTAAA ACGTGGCCCC ACCCGCTGCA CCCTGCGCAT TTTGTACGTT ACTGCGAAAT -312 

GACTCAACGA TGAAATGAAA AAATTCTGCT TGAAATTTTG AAAAAAAAAT GTGCGGGACG -252 

CATTGTTAGC TCATTGAATA CATCGTGATC GAATCCAATC AATGTTTAAT TTCATATTAA -192 

TACAGAAACT TTTTCTCATA CTTTCTTCTT CTTTTCATTG GTATATTATC TATATATCGT -132 

GTTAATTCTT CTTTCGTCAT TTTTAGCATC GTTATAAGAG TAATTAAGAA TAACTAGAAG -72 

AGTCTCTCTT TATATTCGTT TATTTTATAT ATTTAACCGC TAAATTTAGT AAACAAAAGA -12 

ATCTATCAGA A 

+1 Sphl 

ATG AGT GAA TCT CCA ATG TTC GCT GCC AAC GGC ATG +36 

~ET S.r Glu S.r Pro ~.t Ph. Ala Ala Asn Gly ~.t 

~CA AAT GTA AAT CAA GGT GCT GAA GAA GAT GTC AGA ATT TTA GGT TAC GACφ87 

Pro Asn Val Asn Gln Gly Ala Glu Glu Asp Val Arg 11. L.u Gly Tyr Asp 

CCA TTA GCT TCT CCA GCT CTC CTT CAA GTG CAA ATC CCA GCC ACA CCA ACT +138 

Pro L.u Ala S.r Pro Ala L.u L.u Gln Val Gln 11. Pro Ala Thr Pro Thr 

TCT TTG GAA ACT GCC AAG AGA GGT AGA AGA GAA GCT ATA GAT ATT ATT ACC +189 

S.r Leu Glu Thr Ala Lys Arg Gly Arg Arg Glu Ala 11. Asp 11. 11. Thr 

GGT AAA GAC GAC AGA GTT CTT GTC ATT GTC GGT CCT TGT T氏 ATCCAT GAT +24O 

Gly Lys Asp Asp Arg Val L.u Val 11. Val Gly Pro Cys S.r 11. His Asp 

TTA GAA GCC GCT CAA GAA TAC GCT TTG AGA TTA AAG AAA TTG TCA GAT GAA +291 

L.u Glu Ala Ala Gln Glu Tyr Ala L.u Arg L.u Lys Lys L.u S.r Asp Glu 

TTA AAA GGT GAT TTA TCC ATC ATT ATG AGA GCA TAC TTG GAG AAG CCA AGA φ342 

L.u Lys Gly Asp L.u Ser 11.11. W.t Arg Ala Tyr L.u Glu Lys Pro Arg 

ACA ACC GTC GGC TGG AAA GGT CTA ATT AAT GAC CCT GAT GTT AAC AAC ACT +393 

Thr Thr Val Gly Trp Lys Gly L.u 11. Asn Asp Pro Asp Val Asn Asn Thr 

TTC AAC ATC AAC AAG GGT TTG CAA TCC GCT AGA CAA TTG TTT GTC AAC TTGφ444 

Ph. Asn 11. Asn Lys Gly L.u Gln S.r Ala Arg Gln L.u Ph. Val Asn L.u 

ACA AAT ATC GGT TTG CCA ATT GGT TCT GAA ATG CTT GAT ACC ATT TCT CCT令495

Thr Asn 11. Gly L.u Pro 11. Gly S.r Glu M.t L.u Asp Thr 11. S.r Pro 

CAA TAC TTG GCT GAT TTG GTC TCC TTC GGT GCC ATT GGT GCC AGA ACC ACC +546 

Gln Tyr L.u Ala Asp L.u Val S.r Ph. Gly Ala 11. Gly Ala Arg Thr Thr 

Fig. 1 -6 Nucl即位des明uen白血ddeduc剖 aminoacid s伺uen四 ofthemu凶副主cerevt$tae
K90I-TI2 "'R04 gcnc (THA resi自国egene )， and wildザpes明uen田加mK901 
The nucl曲 tides明uen値目numberedfrom出einitiation codon A TG( + 1) 
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GAA TCT CAA TTG CAC AGA GAA TTG GCC TCC GGT TTGη市 TTCCCA GTT印T+597 

Glu Ser Gln Leu His Arg Glu Leu Ala Ser Gly Leu Pne Phe Pro Val Gly 

TCT 

Ser 

Wild type 

TTC AAG AAC GGT ACC GAT GGT ACT TTA AAT GTT GCT GTG GAT GCT TGT CAA +648 

Phe Lys Asn Gly Thr Asp Gly Thr Leu Asn Val Ala Val Asp Ala CyS Gln 

PflMI 

GCC GCT GCT CAT TCT CA♀主主TTTC AT且五GTGTT ACT AAG CAT GGT GTT GCT +699 
Ala Ala Ala His Ser His His Phe Met Gly Val Thr Lys His Gly Val Ala 

GCT ATC ACC ACT ACT AAG GGT AAC GAA CAC TGC TTC GTT ATT CTA AGA GGT +75O 

Ala Ile Thr Thr Thr Lys Gly Asn Glu His CyS Phe Val Ile Leu Arg Gly 

GGT AAA AAG GGT ACC AAC TAC GAC GCT AAG TCC GTT GCA GAA GCT AAG GCT +8日1

Gly Lys Lys Gly Thr Asn Tyr Asp Ala Lys Ser Val Ala Glu Ala Lys Ala 

CAA TTG CCT GCC GGT TCC AAC GGT CTA ATG ATT GAC TAC TCT CAC GGT AAC +852 

Gln Leu Pro Ala Gly Ser Asn Gly Leu Met Ile Asp Tyr Ser His Gly Asn 

TCC AAT AAG GAT TTC AGA AAC CAA CCA AAG GTC AAT GAC GTT GTT TGT GAG +9日3

Ser Asn Lys Asp Phe Arg Asn Gln Pro Lys Val Asn Asp Val Val CyS Glu 

CAA ATC GCT AAC GGT GAA AAC GCC ATT ACC GGT GTC ATG ATT GAA TCA AAC +954 

Gln Ile Ala Asn Gly Glu Asn Ala IIe Thr Gly Val Met IIe Glu Ser Asn 

ATC AAC GAA GGT AAC CAA GGC ATC CCA GCC GAA GGT AAA GCC GGC TTG AAA +1自由5

IIe Asn Glu Gly Asn Gln Gly IIe Pro Ala Glu Gly Lys Ala Gly Leu Lys 

TAT GGT GTT TCC ATC ACT GAT GCT TGT ATA GGT TGG GAA ACT ACT GAA GAC +1日56

Tyr Gly Val Ser Ile Thr Asp Ala Cys IIe Gly Trp Glu Thr Thr Glu Asp 

GTC TTG AGG AAG TTG GCT GCT GCT GTC AGA CAA AGA AGA GAA GTT AAC AAG +11O7 

Val Leu Arg Lys Leu Ala Ala Ala Val Arg Gln Arg Arg Glu Val Asn Lys 

AAA TAG 

Lys ・・・
ATGTTTTTTT AATGATATAT GTAACATACA TTCTTTCCTC TACCACTGCC +1163 

AATTCGGTAT TATTTAATTG TGTTTAGCGC TATTTACTAA TTAACTAGAA ACTCAATTTT +1223 

TAAAGGCAAA GCTCGCTGAC CTTTCACTGA TTTCGTGGAT GTTATACTAT CAGTTACTCT +1283 

TCTGCAAAAA AAAATTGAGT CATATCGTAG CTTTGGGATT ATTTTTCTCT CTCTCCACGG +1343 

CTAATTAGGT GATCATGAAA AAATGAAAAA TTCATGAGAA AAGAGTCAGA CATCGAAACA +14自3

TACATAAGTT GATATTCCTT TGATATCGAC GACTACTCAA TCAGGCTTTA AAAGAAAAGA +1463 

GGCAGCTATT GAAGTAGCAG TATCCAGTTT AGGTTTTTTG ATTATTTATA AGTAAAGAAA +1523 

AAGAAAATGC CGGTCGTTCA CGTG +1547 
Fig. 1-6 continued. 
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5・
3・

Pm.CI Pm.CI 

ORF ーprlmer 1 5'>AGG n A CCA cn TCA ACG TCA ATC ACG TGA <3・

pr片隅r25'>TGC CAG TAT ACA GCT AAC cn GAA AGT GAT <3' 

Fig. 1 ~ 7 Amplification ofwild typegene oorres凹nding10 THA' gene by PCR 

The PCR was done in a I∞μI volume with the fol1owing com凹nents:10μIlOxTaq DNA 
凹 Iyme同盟r国.ctionbuffer (1∞mM Tri，-HCI pH8.3， 5∞mM KCI， 15mM MgCl2，O.1 % 
gelatinJ，4μ11 dNTP mixlure(2.5mMJ， 1 μ1 up世田mand downstr，国npnm町 (25uMJ，0.5μl

Taq DNA凹lymerase(5UIμり，T:品ara，5.6μ1templale DNA回 lutionwhich were EcoRI 

digest出 fragmentsof K90 1 chromo田 malDNA(0.176μ邑/μり，and78μ1H，O. A layerof 

3' 

5' 

mm町叫oilw田 plac剖 ov町出er国 clionmixture. Ampli日阻むonswere carn剖 oulin a QUICK 
THERMO II(NIPPON GENETICSJ， u ，ing 出~step--cyc1e program田110d肌 al町田gal 96'C for 
30，ec，加n回Jingal 65'C 30，配， extending at 72て for3min， 35 cycJes 

AR04遺伝子は、芳香自主アミ/俊生合成系の出発物質である DAHPの合成併来

(DAHPsynthetase)をコードする遣伝子である。この静素には、 S.ce四 V1S1seでは、 2

階のアイソザイムが存fr:し、 一つはチロシンによりフィードパック阻害をうけ、もう

→つはフェニルアラニンで肝12t?を受ける(AR03でコードされている)点で異なって

いる伊ig.1-1)0 AR04タンパク貨は、これらのうちのチロシンにより阻害を受ける僻

ぷである[31，32]0このことより THA耐性株K901・T12における耐性変異機榊は、

DAHP合成俳点のチロシンによるフィードパック阻害からの脱感作によるものと考

えられる。つまり脱感作により、チロシンとともに濃度がm大するフェニルアラニン
でアナログ効栄が希釈されるため、耐性を獲得したものと思われる。その結果、耐性

株ではフェニルアラニン生合成の副生物である β・フェネチルアルコールが多ほに生

注されたものと巧えられる。
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Table卜l The Iist of differences in the nucletide田quenceof the AR04 genes 
什omdiffl古田tsources. 

Kunzler et .1.27) Fukuda et a1 28) This. study 

Position. ! 5288C X 1 B-0-lIX2180- K90I-Tl2/K901 Change in ORF・2
IB 

wild mutantlwild mutant/wild 

haploid h.ploid diploid 

.336 T T C 

-286 T T C 

264 G G A 

-123 C C T 

42 G G T 

241 C C T 

496 C AlC C Gln to Lys 

556 C C T 

584 C C TIC Ser to Phe 

+613吋 621 deleted GATGGTACC GATGGTAcr Asp，Gly，Thr・3

+ 1059(+ 1068) A A G 

+ 1130(+ 1139) G G A 

車1:Numbering refers to the A(+ 1) ofthe first ATG in the ORF ofthe AR04 gen引田l.t出 by
Kunz!er剖.1.27) ( ) indi印刷凹山00of Fukuda et al田 dthis sludy 
勺 AR04mu回 Igenes I田1.胞dby Fukuda et .1.28) or this study∞m四割刷出血eAR04g朗 e
l田I.tedby Kunzler et .1.27) 
事3:inse口出

S. cerevisiae 
S. cerevisiae 
S. cerevIsiae 
E∞Ii 
ιcoli 
ι∞li 

Aro4・170
1F33113 
AroF 156 
AroG 155 
AroH 154 

(j) (2) 

I' i~ ， I -9. Partia¥ com戸n田nofd回ucedDAHPs amino acids s司uences什omvanous 

species. Sequenc田 d町W剖 from丘町revisiae(S.c. AR04: Kunz!eτ剖a¥"';S.C. AR03: 

219 
216 
205 
212 
204 
203 

Te目shida副a剖l'拍o的}う)， E.coli (E.c αF即θF:5c出hu叶.It也ze副ta叫17月3勾1，E.c.a 即G:Dav判1田 and Dav別id田n】f 喝伺J;E.c
α叩ro叫1H:Zu同w附skie副t.叫l乃刊うwe町T問e日a凶li伊B
ge聞ne町，♂川rπml刑11刊川u叫1比t回凶a剖t阻edAR04引(t回。叩plines). (1り): The d出ifferentsite of deduced amino acid be同町n出e

THA resistant gene and onc of the re凹円剖AR04(Kunzler et .1."う (2) : The region of 

deduced amino acid s明uencescontam吋 intheTHA resis凶 tgene， whic was not exi鉱山由e

re回目edAR04 (Kunzleret .1.27)) 

t4 



第三節 遺伝子組換えによる日一フェネチルアルコール高生産性消楢僻母の育種

I 目的

プラスミド pAF1 (Fig. 1-3)および相同組換え月!プラスミ ドpAFI-9P，pAF!01P1 

を用いてβーフェネチルアルコール尚生産性清酒静母の分子育機を試みた(Fig.1-10)。

u 

1 Kb ~ 、

pAFI0l Y山ベ
pAFl・9P pUCII8l 

pAFI0IPl pUCI18 

4巴

‘長

二七
-
凶

匂

同
-罰則

u
q
R
p
h
a
E
a
'
E
a
 

I 

仁二コ • ORF 

Fig. 1・t0 Plasmids used for homologolls recombination. ORF indicatc the A R04 genc 

2 実験材料および方法

簸波らの方法[33Jに準じて総米 200gで行った。イ|込み配fTをTable1-2にぷす。

15'C一定温度で、¥i'iめ後 17n十lに迫心分間程により 1-補した。

Table 1-2. Com阿 lcntsin岨kemash. 

addition 日目t・3 second last To凶

(mizu koji) (田e) (0出a) (Iome) 

To回1ri田 (g) 10 25 65 l∞ 2∞ 
5t田medri田・'(g) 25 55 80 lω 

K句iricc'2 (且) 10 10 20 40 

Water (ml) 70 l∞ 190 3ω 
*1:α nce 
勺:古iedkoji 

事3: 2mlla曲cacid回 lution(5mllacticacid， 0.65g KH7 P04 • 

0.25g NaCl/1∞ml water) was added 

一 時 一



3 s験結*およびJZ祭

3-1 プラスミドベクターをf')J11した庁向

安定性のIf;ぃYCpI\~のアラスミド pAFl を形質転検に川い. 5皿 g/mlのTHAを合

むSD1<~xJ:'\地 lこ君主イ'tîして、生じたコロニーより協会 901 りの形質転検体を分離した.

4株の形質転換体を川いて小ft込試験を行ったところ.J醇質転換株は全て、 THA耐

刊変!品株と IliJ~i干の H ・フェネチルアルコ ールr:':j' I:. P'f.刊をボした (Table 1-3)。またぎE

'14株H!革[5).l，'fがiのごく'lhJ<分[7)であるチロソールおよびトリフトフォールも自供

応した.

Tablc 1-3 Aroma叩 m凹 nentsin crude回 ke.

Strain PheOH PheOAC Tyrosol T可plophol

mg/I 

K901 152 58 131! 1 1.4 

K90I-TI2 589 19.1 773 47.5 

TF-I 617 19.7 718 19.2 

TF-2 592 20.0 713 47.5 

TF-3 ωs 20.3 659 42.3 

TF-4 597 18.9 713 48.2 

TFI-4:T町、sformantsof K901 by pl田mid
pAFI 

PheOH， ~ -ph伺etylal∞hol; PheOAC， ~-
phenelyl ac回ale

3・2 相)，;)的制l換えを利川した育種

公定で外来遺伝子をÔÎ'まない制11換え体を造成するため.再字母内での臼íIlm~怖がイ~IIJ 

f庄で~'14を持つ AR04 遺伝 子を合むプラスミド pAFl・9P‘および pAF101Pl を用い、

相 )' ;)(~J調 II換えwによる斤荷を試みた。プラスミ ド pAFIOl・Pl は. プラスミド pAF10l

の8phl-PmBCl)lIJ 1.5Kbp断ハーを丞v一帯}未端化した後、プラスミド pUCl18の8mB!
rffH\~に l，~人して構築した.またプラスミド pAFI-9p は‘プラスミド pAF lO l より

PmaC!-BstEII )11) 1.5Kbp断片を、lL前末端化した後、プラスミド pUC1l8の8mBI

mlfl): Iこ l'~人して榊築した. 前Kでは AR04m遺伝 f の N Á<側を、後押では CÂミ仰lを

欠~としている.それぞれのプラスミド(25~g)を&刃阻または BamID で消化 して uJ.鎖

化した後.協会 901:Jを1臣賞転検L-. 5mgiI叫の濃度で THA を合むl~少IH地に塗布

した。pAFlOl-P 1で!臣賞転検したものは、シャーレに 144側のコロニーが生じ、
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pAFI-9Pでは 208倒が生じた.この時、プラスミド YCUp4で形質転換したプラン

クにはコロニーは生じなかった.それぞれのシャーレより 3株づつを形質転検体とし

て分隊して、発師事試験に供したところ、苅いs-7エネチルアルコール生lt性を示し、

:主餓造への使Jjjの可能性が示唆された(Figト11)。

IJlasmids used 

pAFI01・Pll

pAFl・9P

00 plasmid 

。 50 t制) (mgll) 

s-phenetylalcohol 

Fig.l-II s-ph田etylalcoholproductivity of transform剖 ts

in fj凹 n開祖tiontest. Host 山田n is K90l. Bar indicates the ave田昌e士 standardderiation 
(n = 3). Plasmid pAFIOI-PI w出∞nsrruct剖 by川 島巾ngthe 1.5-Kbp Sphlー丹刷CIfra畠m聞 t
of pAFlO1 atthe Smal site of pUC 118 after blunt-ending出eSphlend. Plasmid pAFI-9P 
was ∞ns回目出byinserting the 1.5-K句 p，凶 CI-BsrEIIfra畠m伺 tof pAF 1 0 1 at the SII凶1si担
。fpUCI18 at¥... blunt-ending出eBstEIJ end. Plasmid pAFIOI PI回 dpAFI-9P were used 
for homologous re(刃mbinationaft町 digestionwith 8amHI，加dEroRI， respectively 

第四節 ~約

s-フェネチルアルコール高生産性商事母を遺伝子組検え法により斤測するため、 βー

チエニルアラニン耐性変呉株 (K901-TI2)より遺伝子パンクを作成し、ショットガン

クローニングにより βーフェネチルアルコール同生産性を付うする THA耐性変民遺

伝子をクローニングした.この遺伝子は、直結配列より、 AR04遺伝Fの変WI'!

(AR04m)であり、その公民は構造遺伝子"，での点変'JI.によるものであることがわか

った.協会 901号をこのAR04m遺伝子を合む YCp型のプラスミド pAFIで形質転

換したところ、形質転換株は、 m柄の小11:込試験において.親株に比べ*"J4f自のβ・
7ヱネチルアルコール高生産性を示した。また変異点を合むAR04m欠失遺伝千を押

入した 2積書lのプラスミド pAF10l-PlおよびpAFl・9Pをfllいて‘相1同的組検え法

により協会 901号を形質転換したところ、件られた形質転換株は発併試験において高

いβーフェネチルアルコール生産性を示した.

17 



第 2章

s-チエニルアラニン耐性変異遺伝子の

利用



第 2草 s-チエニルアラニン耐性変異遺伝子の利用

第一節緒言

酵母の分子育種のためには、 J~質転換株の選択のため、マーカーとなる遺伝子が必

裂とされる。一般には、アミノ酸等の栄養要求性を持つ宿主をj甘い、その栄』主要求性

を相補するi自伝子をマーカーとしてJTIいられることが多い。限il!iJll併母では、栄養要

求性を付与するための変巣処理は‘餓造特刊にl剥守する泊伝子を傷つける"1能性があ

るため、できるかぎり遊けたい。この変異処理によるダメージをi詰少限に押さえる下

法がいくつか開発されてはいる[34，35]が、 一般的には前 Eに変!t/;処埋を施すことを

必要としないベクターが望ましい。そこで、今回分離した白ーチエニルアラニン耐性

変異 (THA')遺伝子 (AR04m遺伝子のことであるが.以降マーカーとして使用する

場合は、こちらの略称をJtlいる)をj吋い.優性的な選択がnJ能なベクターの開発を試

みた。なお同織な試みは、近年他の遺伝子を川いて多数なされている[36]，

一方、遺伝子の導入だけでなく、解母の遺伝子を破壊する操作が、それらの遺伝「

が持つ役割を解明する上で必須の項円となってきている.その場合にも、般地株の選

択にはマーカー遺伝子が必要とされる。実験室株では.1& :1'に多数の栄j主要求性が付

与されており、それらを相補する遺伝子がマーカーとして川いられている.しかし複

数の遺伝子の多重破療には、破線する遺伝子の数だけマーカー遺伝子が必要とされて

いた。既に、 THA'遺伝子は両手母の出芽市iJl却に関わる遺伝子の多重破岐にマーカーと

して用いられ、良好な結果を得ており[371、f古川が可能と考えられた。また先に述べ

た織に、栄養要求性が付与されていない磁造HlM母の破岐には、ポジティプセレクシ

ヨンが可能な THA'遺伝子は、より適したマーカーであるとも考えられた。遺伝F破

境の操作は、まず目的遺伝子の憐造遺伝子部位にマーカー遺伝了を押入し、破境mプ

ラスミドを構築する。次にープラスミドを制限静水処~p.して I" ì鎖化した後、併母に羽

入して低頻度で起こる相同級換え株をマーカーを指僚として選択する。しかし実際に

は、破捜用プラスミドの構築に多大な労力を必要とする。なぜなら挿入されたマーカ

ー遺伝子は、 一部を除き醇母のみに有効であり.破境問プラスミドを選択する場合必

要とされる大腸菌でのマーカーにはならない.さらに目的遺伝子はベクターに挿入さ

れているため、新たにマーカー遺伝子が押入されたプラスミドが作成できても、 8・

ガラクトシダーゼ活性による選択ができない.そのため、多数の形質転換体のスクリ
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ーニング、もしくは RlをmいたコロニーハイプリダイゼーションやPCRをしなけれ

ば、{班岐川プラスミドの選択ができない.そこで、より問l11J.iに併母遺伝fの破壊を行

うため.併I辛でのマーカーi世伝fと大脱出1でのマーカー遺伝「をセットとして組み込

んだ.遺伝「舷壊!lJカセットの構築を試みた。

第 :節 雌性的な選以が"ff.危な師事l予大腸此iシャトルベクターの榊築

I 実験材料および)j法

使川プラスミド pUF01伊ig.2-1参!Ku，pCV6[22) (Fig.2-1参!悶)

その他の的株、プラスミド‘使刈.tffl也、遺伝子工学的手法および形質転検訟は第 11;1 

と|口lじ。

2 X験結決および身銭

プラスミド pAFlのTHA耐性変見遺伝子領域を合む4.2kb BamHI断片を切り111

し、クロラムフェニコール耐性のプラスミド pHSG398のBamHI部位に挿入し、 プ

ラスミド pAFp1-1を件た.このプラスミ ドを PmaCI消化後、島ポ)1091消化後半f打

点端化した2ミクロンオリ ジンを持つプラスミド pUFOlと混和・ライゲーションし

THN遺伝子(2.J kb PmaCI断片ト 2ミクロンオリ ジン.アンピシリン耐性およびマ

ルチクロ一二ングサイトを作する YEp型ベクターpAFTlを造成した (Fig_2・1). 

|司慌に CEN4及びAR81を持つプラスミド pCV6のNarI部位へのAR04m遺伝ず

を合むPmaCI断片の押入により、 YCp唱のベクタ-pAFH2を造成した.これらの

ベクターを川いた併時の!普賢転換効率は、 URA3を選択符合とするYCUp4に比べ約

113ほどに下がったが、効端的にTHA耐性の形質転検株を分離できた (2x103個

/μgDNA， DBY747株).

さらに相luj制i換え川に、プラスミド pAF2D25(Fig. 1-2)とpUC1l8のEooRIによ

る消化物の結合により、プラスミド pAF2D25p(Fig. 2・2)を憐築した.このプラス

ミドは、 THN遺伝子コード領域のほか、その下酎i約800b pの龍i域を合んでいる.

この領域には制限傍来 BaJI，PmaCI 切断部位が(f在する.実験例として、 URA3遺

伝「を合む Hind皿-8mal断Hを、l'lft..!<端化した後， pAF2D25pのBaJIl'ffl位に姉人

しプラスミ ドpUURT25(Fig.2-2)を楠築した.このプラスミドをBaml司で消化し

20ー



Cm' 

Xbal 、rr --ORI 
冒

pUFOI 
4.6 Kbp 

Scal 

&mHI 

8sÆI~ pAFTI 
6.7 Kbp 

2さm，とc、刊;::::; 
Xbal 

1 c' __0' 8amH I 

:々
pAFpl・1
6.4 Kbp 

ORI 

pAFI 

126 Kbp 

置

/ポι，

INarl 

『¥、 .sPhl 

ι CEN4 pAFH2 λ川 l

6.4 Kbp 

~s.印l 予C <-ー-，

ノ-&AII
ー，

ー『ー--t-r
MCS 

fig. 2 -1. Construction ofplasmids pAFrl and pAFH2 used for dominant selection 
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て直鎖化した後、 DBY747株を!普賢転換し、 O.02mg/mlの濃度でTHAを含む&少沼

地(leu，廿p，his添加J)に塗布したところ、頻度は低いものの THA耐性かつウラシル非

製求何制1慎え妹を分服することができた (3個如gDNAl。このことは相|口l的な組換

え法で形質転換した場合唱 m質転換体の選択が難しい遺伝子でも、 THk遺伝Fおよ

びその下流の遺伝子で、肝，入したい遺伝子を挟み込む形のDNAを作成しておけば、

軒l同的組検えによってー外来遺伝子を染色体のAR04遺伝(-}流に組み込むことが

可能であることを示唆した.

第三節 遺伝子般地用カセットの例築

1 実験材料および方法

使用プラスミド大腸菌での選択マーカーとしてイi効なカナマイシン耐刊遺伝子を合

むプラスミド pNH-Kan/or庁[38Joその他の的株、プラスミド、使HlI;自地、遺伝[-[

学的手法および形質転娯法は第 11;iと11iJじ.

2 実験結果および考祭

THA耐性変異遺伝子を有する遺伝子「位境mカセットは以下の綴に構築した(Fig

2-3) 

THA耐性遺伝子を含むプラスミド pAFpl-l(Fig.2-1)の3.2kb、EcoRl・Hind皿断

片を切り111し、 pUCI3の&刀Rl-Hind血 部位に押入した(pAFIll)。このことにより

THA耐性遺伝子の停止コドン下流の2箇所の&刃RV切断部位を l偶imにした。そ

の残った&刃RV部位(停止コドン下流225bp)にプラスミド pNH-Kan/orll'の

1.8kb，Km'遺伝子を含む Bam日断片を平消末端化した後、姉人した.このままでも

利用は可能であったがーさらにこの構築したプラスミドの THkおよびKm'遺伝「

を含む 5kb、Hind皿断片何HAカセット)をプラスミド pHSG398に移し換え，プ

ラスミド pHTHAKmを構築した。実際に用いる場合には、舷擁したい遺伝子(アン

ピシリン耐性のマーカーを持つベクターに乗っている)の憐造遺伝子部分に切断箇所

を持つ適当な制限解索部位に(宇治本端を作る解説または粘J7末端を作る併ポでも平

柄本端化すれば可能、但しベクターに存在しないもの)、 pHTHAKmをHindlllで

切断し.Fill-inにより平滑末端化した断片の何a人を行なえば良い。円的プラスミドを
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持つ大脇時i形~転検体のスクリ ーニングは、アンピシリンとカナマイシンを合む階地

に'ti'i'してきたクローンを選択することにより符易に行なえる。

II~織に pUC13 の HindIII，Ba mHl部位にそれぞれ URA3遺伝チ 1.1kb HindIIIお

よびプラスミド pNH-K阻 lor庁 111来の L8kb，Km'遺伝-fBam国断片を婦人して、

併時での選択マーカーとして URA3を、また大腸菌での選択マーカーをKm'とする

i自伝f般境川カセットを構築した(Fig.2-3).なお、このままでは URA3遺伝子とKm'

遺伝「のtnJに多数の制限静来部位が存{f:してしまうため.Hind皿 で切断後、同ライ

ゲーションして、 それら多数の制限静業部位を持つ小断片を除去した。この織にして

作成したフラスミド pURAKmより、 URA3およびK皿 r遺伝チを含む2.4kb 8ma! 

断片 (URA3カセット)を切り出して使用することにより、遺伝子彼境用プラスミド

の情築が符易にできる。後述する(第3草および第4草)各積有機酸生成関連遣伝子

の倣岐に i二記2li1i膏iの倣岐川カセットを丹lいたところ、容易に舷壊Jnプラスミドの桝

築が可能であった。またそれらプラスミドを用いたTCA回路君事静素遺伝子の破境で

は、得られたI~質転換体 1 -4 株の内 I 株はグリセロール資化性を失った目的株であ

り (Table2-1)、実用的に十分満足できるものであった。なお現在では、 一つのマー

カ一巡伝子を被数回川いて酔母の遺伝子を多蛮般若草する手法が開発されている[39J

が、それにしても手数がかかるため、今回構築した舷壊用カセットは簡易に酵母遺伝

了の般演が行える点でイT効であると思われる。

Table 2-1 lntegration e節目.encres

Strain plasmida 

DBY747' pACOU1 
DBY747 pKGDU1 
DBY747 pFUMU1 
DBY747 pFUMT1 
K901SDHU1 d pSDHT1 

喝eeTable3-2胡 d4-2 

ORF 

ACOl 
KGDl 
FUMl 
FUMl 
8DHl 

perでenttransformants harbouring 
出eco町田tintegration b 

32 (6119) 
97 (35/36) 
75 (9112) 
81 (29/36) 

47 (17136) 

"Coπect皿tegrationwas deter皿inedby gly田町，1assi皿ilationproperty 
(number of gly皿rolnon-assimilating transformants/total number of 
transformants ch配ked)

巴his3-d1，/eu2-3，/ 12，rrpl-289a，lIra3-52， Mar a 

d SDHI::URA3， MaraJα 
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第四節 'll!約

クローニングしたTHA耐性遺伝子を用いて、マルチクローニング部位を指し、優

性的な選択が可能なYEp型およびYCp'tlの静母ー大腸菌シャトルベクター.ならびに

相1ii1的な制l換え法において組換え株の選以が難しい遺伝チを、師事l平染色体上のAR04

遺伝子下流出l位に杯，入し、 THA耐性を指僚として選択を可能にする相同組換えJllベ

クターを構築した。またTHAI耐性遺伝 fFiJnに大脳i舗での選択マーカーとして Kmr

遺伝子を押入した遺伝子舷療用カセットを含むプラスミド pHTHAKmを構築した。

さらに商事母での選択マーカーとして URA3遺伝子を持つ、遺伝子磁波月lカセットを

有するプラスミド pURAKmも構築した。
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Fig. 2 -3. Construction of plasmid pHTHAKm carrying the THA resistanse gene， and 
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第3TZ 実験室株を用いた静母の有機俊生産機構の解明

第節緒λ

清酒中に含まれるイ7機般は風味に影響を与える物質として重要である.主としてそ

の生成は酵母によると考えられており‘ TCA回路の順回転(般化的)による生成、

逆回転(還元的)による生成、プリン合成系さらには穆末期lにおけるグリオキシル椴

回路による生成等が鎚i討されている。しかしその生成機桝については、未だ明かでは

ない。 この情報の欠如は、消法iもろみ中での有効な般生成制御法のlJij~や布機目立生産

性の異なる隣母の育種を難しくしている.そこで孜々は、上記生成機構に関連する迫

伝子を舷製して、酵母の有機般生産機械について検討した。

若井ら[40]はコハク般の還元的生成を提唱している.彼等は、科感情益条刊におい

て、酒酔母培養液中に係々な有機酸を添加lして併母のコハク般生産恒について検討し

た。その結果、猶もろみ中のコハク般は、主として迎元的生成系でリンゴ般からフマ

ル酸を経て形成されると報告している固

一方、 11相淵ら[41]は実験室株 DBY746のフマラーゼ遺伝子 (FUM1)[42]を破鎖し

た株を作成し、液体給地での発酔試験および消淵般造試験により、舷壊株の有機微生

産性の検討を行った。その結果、発静試験および消酒隙造試験のいずれにおいても.

破境株ではフマル酸の務績が観測されたことより、彼らはコハク般およびリ ンゴ般は

TCA回路の駿化方向の動きで生成されているのではないかと推測している。

これらの考察は真っ向から対立しており、どちらが正しいのかは明らかではない。

そこで消沼綴造時における、酵母のコハク般、リ ンゴ関空およびフマル般の生成経路

を明らかにするため、各種のTCA回路、グリオキシル般回路の科柿静来遺伝子およ

びフマル償還元酵素遺伝子の敏駿を行い、その破壊による彬響を検討した.消酒商事母

は過去においては Saccharomyces回 keに分類されていた時JUIもあったが.現住では

ワイン酵母やパン酵母と同じ Saccharomycescercvisiacに分領されている。既lこ、

この酔母のTCA回路酵素群の遺伝子は、クローニングされている。またその周辺領

域もゲノムプロジェクトにより明らかにされている。さらに遺伝子破境の手法も確立

されており、 TCA回路静来鮮の泣伝子破蟻株の取得は可能であると判断した.本誌

は、 TCA回路酵素群の内‘後数のアイソザイムが存在しないと考えられているアコ

ニターゼ、 αーケトグルタール俄デヒドロゲナーゼ、コハク酸デヒ ドロゲナーゼ
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t'ig. 3 -1. TCA and glyoxylate cycl回

および77ラーゼ遺伝「、並びにグリオキシル椴回路の主要酔素であるイソクヱン酸

リアーゼ遺伝「の舷境株を造成し、それらの有機般生lIi性の検討を行った(Fig.3-1)。

また紺11l't'lt'Iでの還元的コハク般生成系で軍袈な役押lを来たしていると考えられるフ

マル般還元静素遺伝子般壊株についても、併せて検討した(Fig.3-1)0

TCA@路僻来鮮の一つであるアコニターゼ(EC4.2.1.3)はACOl[43lにコードされ、

クエン般からイソクエン般への般化を可逆的に触媒する.またα守ケトグルタール殴

デヒドロゲ7ーゼ(J(CDJ[44])は、 α ケトグルタール酸を脱炭般し、サクシニルCoA
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を生成するαーケトグルタール般デヒドロゲナーゼ被合体の構成併楽である.遺伝子

5Dl-l1[45]はーコハク般からフマル健への般化を可逆的に触媒するコハク俊デヒドロ

ゲナーゼのフラボプロテイ ンサプユニッ トをコードする.さらにフマラーゼ(FUM1)

はフマル般からリンゴ般への般化をロI逆的に触媒する.いずれの遺伝千も単一にIHf

し、 アイソザイムの{f{fは知られていない.また kJ己静来l障は7，ラーゼを除吉、全

てミトコ ンドリアに品。 している.フマラーゼは単一の遺伝fにコードされてはいる

が、遺伝子の翻訳|則自由点の差により細胞質およびミ卜コ ンドリア州)jに存{fする.こ

れらのTCA回路鮮の併ぷ遺伝子の舷壌は、有機慢の際化経路での'1:1&のの無を検討

するのに有効と思われた.

グリオキシル般1"1路は、幾分好気的でグルコース狼度が低い条件のがiもろみ末期で

は.ある程度働いているのではないかと考えられている。イソクエン般リアーゼ

(JCL1[46]H1.このサイクルの初めに位i泣し.イソクエン慣をグリオキシル般とコハ

ク般に分解する併楽であり.アイソザイムのイNfは知られていない.

酔母の7，ル俄i坦元併紫は7，)レ般を不nJi担的にコハク般にi坦JCする(47Jo再予防の

l:: ;il己書事業は補静素である l1avinadenin dinucleotide (FAD)Iこは弛imに結合しないが、

大腸菌[48Jおよび Vibriosuccinognes[49Jの静来は FAD に強1・，I~に結合し弱いながら

も逆反応であるコハク僚政化活性をイ干している.このことから FADへの結合併ーの迎

いが酵母の酵素の不可逆性の理由と考えられている.併時にはDE52カラムでの吸，r，

性の迎いから少なくとも2積航のアイソザイムが存イrするとL11われ.JI".政-1'1刊の11'1，特

蛋白としてFRDSl(細胞質局在)が、またl政，(f成分としてFRDS2(プロミ卜コ ン

ドリア)が精製された(50]0五立近.FRDSlをコードする遺伝 「として FRD羽51]が.

またFRDS2をコードする遺伝子として OSM1(52]がクローニングされた.既に

OSM1については、その欠務により師事時の浸透n:耐性が低 Fすること[53Jが報併され

てはいるが、同遺伝子がコードする併井:の代i書1Jの役割は未だ'YIらかではない。

i忌終的には、m酒もろみ中でのXHI併母のイl機般生応機構を'YIらかにするのが円的
ではあるが、::J:f!n酔母はfg:数体のため、その遺伝「破境は半数体の:J.i験宅株に比べる

と困難が予怨された.また実験室株にはイf{Eしない様なアイソザイムが含まれる可能

性もあった.そこで、消もろみに額似した条件である高納税皮下での酔母の有機般生

産機備について検討を加える目的で、まず:J.i験屯株を月!い泣伝子般機実験を試みた.
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第二節 尖験宅株のTCAI旦|路およびグリオキシル般凶路両手ポ遺伝「の舷境

1;k験材料および}jlt

1-1 (i.!川淵株およびプラスミド

tl!川l捕株、プラスミドは1冶blc3-1，2のとおり。

1-2 使川I古地

新たに川いた YPG，SGおよびYPE，SEは、それぞれY?D，SD培地の騎政をグルコー

スから ノ1%グリセロールおよび3%エタノールに変更したものであるoYPGG，SGGは

YPG，SGにグルタミン般をlOOmg/L濃度で添加したものである。

Table3-1 Genotypes and 50U町田of丘町reVlSlaes回 msu路din this study 

Stt四n

DURA 

DAαコ
DKGD 

DICLU 

DFUMU 

DFRDS 

以コSM
DFRDOSM 

生虫立墜事1

his3-tJ./，Ieu2-3，112，trpl-289a， URA3" 

ACO 1 ::URA3，his3-tJ.I.leu2-3，1 12，trpl・289a

KGD 1::URA3，his3-tJ.I.leu2-3，1 12，trpl-289a 

ICLI ::URA3，his3-tJ./，/eu2-3，1 12，trpl-289a 

FUMI::URA3，his3・tJ./，Ieu2-3，112，trpl-289a 

FRDS::URA3，his3-tJ./，/eu2-3，112，trpl-289.α 

OSM 1:: URA3，his3-tJ.I.leu2-3，112，trpl-289a 

F RDS::URA3，OSM 1: :THAr，his3-tJ.J ，/eu2 

3，1 12，trpJ-28蜘

Source 

This study 

This sludy 

This study 

This study 

This study 

1百四study

This study 

This study 

DSDHFUM SDfll::HIS3，FUM 1::URA3.1eu2-3，112，trpl-289a This study 

DFRD与DH…FRD5.q胃りfDHl.H153タdf，ll2，r伊1 -2曾~~...!~ .i. ~..~.~~~y.山

D8Y747 his3-tJ./，Ieu2-3，1I2，trpJ-289a，ura3-52 YGSC円

DSDHH SDfll::HIS3.1eu2-3，1 J2，trpl-289a，ura3-52 This study 

DICIム ICLI::LEU2，his3-tJ.人trpl-289a，ura3-52 This study 

DFUMT FUM 1::THAr，his3-I!.1.1eu2-3，1 12，rrpl This study 

289a，ura3-52 

... 1 AlI strains were M4ωa genotype 

・25回 inDU RA was obtain回 byintegrating出eURA3 gene ioto strain 
D8Y747 

勺TheY田5tGenetic Stock Center 
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Table 3-2 Plasmids used in出isstudy. 

Plasmids Con回10回 Z回slgenes 50u陀e

p5E守31 2μm repli国 bon0咋In， (43) 

URA3，ACOI 

pG7Q，庁l 2μm町'pliCldionorigin， (44) 

URA3，KGDI 

pG5汀2 2μ川町'plic，国 IOflongm， (41 ) 

URA3，FUMI 

plCLI.I 2μm replic回/o'lortgm， (46) 

URA3，1CLI 

p551 SDHI::H/S3 (45) 

YDp-にII ICLI::LEU2 (46) 

pACOI ACOI This study 

pKGDI KGDI This study 

pFUMI FUMI This study 

plCLl ICLI This study 

pACOUI ACOI::URA3 This study 

pKGDUI KGDI::URA3 This study 

pFUMUI FUMI::URA3 This study 

pFUMTI FUMI::THAr This study 

pICLUI ICLI::URA3 This study 

1-3 遺伝子操作および形質転換

酔母の遺伝子破壊は Rothsteinのone宇stepgene replacement法[54Jに準じて行っ

た。サザンプロットハイプリダイゼーションは randomprimer labeling and the 

signal amplification system for a日uoroimager()切四四ham)でラベリングし、 111光

検出器 (STORM，Molecular Dynamics)を"1いて検出した。その他の遺伝 F撤作は第

1 i，江と問機に行った。

1-4 ~l酵素液の調整と併索活性の測定

粗醇来液の調艶は、次の憾に行った。30'C、48>><ljllJl振滋熔接 (lOOmlYPD. 300ml 

三角フラスコ)した紺l胞を集摘洗rtl後、 20mMI<.0ia 1)ン徴緩衝液(pll7.5)に懸湖し、

直符0.5mmのガラスビーズで sEAD-sEATER(l五団pccProd uctions)をJI]いて破

僻した。1O.000gで 20分1Jll述心した t.ii'iを相l併来液として月lいた。
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アコニターゼ話性は Fansler-Lowensteinの方法[55に準じて測定した.α ケト

グルタール般デヒドロゲナーゼ活性は fcrrieyanideの還元住を利川した方法で測定

した[56.イソクエン俄リアーゼ活性、コハケ酸デヒドロゲナーゼ前性およびフマラ

ーゼrti刊は既報[57-59，に従って測定した.タンパク質の定量は.Lo明句法[ω で行

った。

2 1<験結決および考察

2-1 jJ:t伝子破損JlJプラスミ ドの怖築

まずi白色、「敏頃川プラスミ ドの構築を容易にするため.譲渡を受けた各遺伝子を含

むプラスミドより片的遺伝子断片を切り出し、以下の憾にプラスミド pL'C1l9に砂

し検え、プラスミド I前COl.pKGD1.pICLlおよびpFUMlを構築した。プラスミド

pSE31のI¥COlを合む3.3-kbEcoRlおA断片(-647-+2653[開始コ ドンを+1とし

て)を切り111し、 Eλ:oRlーおHで消化したpUC1l9に将人して pACOlを作成した.プ

ラスミド pI<GDlはプラスミド pG70/TlのKGDl遺伝子を含む2kbぬmト11断片

(-691-+ 1335)をpUC119のぬmlU部位に押入して作成した.プラスミド plCLl

は、プラスミド pICL1.1のICL1遺伝 Fを含む 2kkbEcoRl-5phl 断片(ー168-

+2242)をI，'JM来で消化した pUC119に挿入して作成した。プラスミド pFUMlは‘

プラスミド pG5/T2のFUMl遺伝子を含む2.5-kb5maト5sρl断片を pUC1l9の

5n回Ifm位に抑人して作成した.

次に以ドに示す憾にして、それぞれの遺伝子内部にじ必'¥3カセットまたは7iIA' 

カセットを抑人して舷駿Hlプラスミドの構築を行った(J司g.3-2). pACOlのACOl

桝~遺伝r-'i'に合まれる1.2 kbEcoRV断片(+147-1368)を除いて、そこに 2.4kb 

のpLlIMKmより取り111した U応43およびKmf遺伝子を含む断片(URA3カセッ

ト)を押人して ACOl舷境J1Jのプラスミド pACOUlを作成した.日的プラスミドを

合むクローンの選択はカナマイシン耐性を指標として符易に行えた.KGDl破境HIプ

ラスミドの情築はplくGDIのCJaI:111位(+158 KCDIORF)にURA3カセットを伸入し

て行った.同機にplCLUlおよびpFUMUlの構築もそれぞれの構造遺伝子中のHpal
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Fig. 3.2. Plasmids∞ns回目師向rgene disruptIon. 
Theplasmids pACOUI， pKGDUI， pICLUI， pFUMUI and pFUMTI wereconstruct回 bythe 
insertion of URA3 or THArcassetes into theORF gene∞n凶 nedin the pl田midpACOI，
pKGD 1， plCLI田 dpFUMI，r田 pectively，as described below. The plasmid pACOl was 
叩 ns回目出bythe insertion of a 3.3.kb EcoRI.Sall fragm柏村・647to +2653， relative抑制lon
to the start codon l + 1]) containing the ACO I gene in the plasmid pSE31 (43)， into出eι叩Rト
SaII site of pUC 119ηlC plasmid pKGDl was constructed by the insertion of a 2.0-kb 
BamHI台湾m四 t(.691 to + 1335) containing a p副 of出eKGD I gene in the pl晶 midpG70庁l
(44)， in岡山eBamHIsiteofpUCl19. Thep1田 midplCL1 was construct出 bythe in世rtionof 
a 2.4.kb EcoRI.Sphl fragment (.168 to +2242)∞n凶 mng出eICLI gene in the plasmid 
pICLI.1 (46)， into the EcoRI.Sphl siteofpUClI9. The p1asmid p市UM1w田 cons回目剖by
the insertion ofa 2.5-kb SmaI-SspI台湾ment(.8∞to + 1710) con岡山ng由eFUMJgene in山e
p1asmidpG5月'2(41) intotheSmal siteofpUCI19 
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用Hi[(+686、+1050)に Uル¥3カセットを婦人して行った.さらにプラスミド

pFUMTlは pFL'MUlと問機の部位にプラスミド pHTJ-LヘKmより切り出した 5.1

KbのTJJA耐性遺伝「と lむが遺伝子を含む断)'j(THAカセット)を持人し憎築した.

!嘗1t転換時にはpACOlll，pKGDU 1 ，pICLU 1 ，pFUMU 1およびpFUMTlをそれぞ

れ&吋<I制l.l泊ηJ11， EcoRI-pf1MJ，EcoRIおよびEcoRlで消化し.破壊HI断g-を切

り縦して佐川した.

なお 50111遺伝子の舷岐には、 l譲渡された 50111::H/53を含むプラスミ ドpSSl

[45をIlirxlllJ-PstJで消化した後、使HIした。ICL1遺伝子の舷岐には ICL1::LEL '2 

を合むプラスミド YDP-lclJ[46JもNoLl-CIaJ消化して川いた.

2-2 遺伝r-r.位機株の分向車

l民に，AC01， KC01，50H1，FUM1およびICL1の舷駿株では、 相官放としてグリセ

ロールまたはエタノールのみを含む情地では生育しないことが知られている[42-46J.

そこで第 4 段のスクリーニングとして、それぞれの形質転換により生育してきたクロ

ーンをSDおよびSG，SE1"地にレプリカし、 5DIR地のみに生育する株を各般駿株の

候補として選択した.なおAC01破績株ではグルタミン酸要求性となる[61lことが知

られているため.それぞれの府地にグルタミン般を添加したものを用いた.

次に、選似した妹について.サザンハイプリダイゼーションによる破壊の確認を行

った。Fig.3-3のFは、 プラスミド pNH-J匂n/orlT中の Kmr遺伝子を含む 1.8kb

の斯Hをプローブとしたものであるが、 AC01(Janel)， ICL1(Jane2)，KC01(Janc3L 

FUMl (FUM1::77IAr) (Jane4)およびFUMl(FUM1::U丸t¥3J(Jane5)舷駿株で忽

1とされた大きさの 5.j kb，3.6kb，4.4kb.2.3kb， 7 .8kbおよび2.3kbのバンドを検出し

た.また 50111遺伝子をプローブとした時(Fig.3-3G)、予忽どうり野性型のDsY747

株のレーンでは 3.5kbに巾ーのシグナルが現れたが、 50111破境株と巧えられた株で

は'1.1kbにシフ 卜した.この結*も予是!したものに一致している.さらに ICL1遺伝

Fをプロープとして行った実験では(Fig.3-3トO.ICμ 遺伝子を ICL1::LEU2断片で

舷域した株では全くハイプリするバンドは検出されなかった。この時、野性型では怨

lEされた大きさ (3.6kb)にバンドを検出した.Fig. 3-3Dからもわかる慌に、この

峨峨ではプローブとして川いた龍i岐が完全に欠除すると考えられるので.正確に舷峻

が起きたものと考えられる.
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(C)副dHilldlll (D， E)，田阿国国on1覧agarosegets， and山町田nsft町陀donto a nylon 
membrane. A L8-kb 8amHl fra畠mentb田nng由eKm' gene (町， a 3.5-kb 8a1耐 lfragm倒
∞n凶 nmg血eSDH I gene (G) or a 1.7-kb EcoRI-Hindlll fragment∞ntaining the ICLI gene 
(H)， label剖 w，由 fluorescein，were us岡田probes. (F): lane 1， DACu (genomic DNA was 
digest吋 withEcoRJ); lane 2， DICLU (Hindlll); lane 3， DKGD (8，αmHl); lane 4， DKGD 
(印刷111);lane 5， D5DHFUM (Hindlll); lane6， DFUMT (Hil/dl11) and lane 7， DFUMU 
(印刷lll). No fra畠mentwas det民1国 bythe Km' gene probe in the genomic DNA of 
DBY747 (由回notshown). (G): lane 1， DBY747 (8amHl)加 dlane 2， D5DHH (8amH 1) 
(H): lane 1， DBY747 (Hindlll) and lane 2， DICLL (Hindlll). A Hindlll digest oflarnlx包
DNA was used as the size standard 
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以 lニの結果から‘ m質転険株 DACOU.DKGDU.DlCLU. DFUMU. DfUMT. 

DSDIIおよびlコICLしは、それぞれ DsY747株のACOJ.KG01. JCL1. FUM1. 

FUMl. 50111および ICLJ遺伝子が予怨どうりに般若草された株と断定した.

上記の株は、全て一つの遺伝子を引銀に般境した抹であるが、晶i数の遺伝子を破捜

した株のiliÞ~も試みた.50H1 敏綾株 DSDH の FUM1 遺伝子を FUM1::Uル\3カセ

ットを川いて舷駿し‘ 50H1.FUM1の2軍敏峻株 DSIコHFUMを造成した.また先

に.ii'J:]&した FRD5遺伝F舷峻株 DF悶)Sを50H1::I-1β3カセットで舷綾することに

より、 FR05.S0H1の2ill磁腹株 DFRDSDトlを造成した.

Table 3-3に造成した破漉株の附舶特性をまとめて示す.またそれぞれの株の破岐

した遺伝-(-がコードする蛍白の静索活性についてTable3-4に示す.敏桜株の粗併来

倒lH液中にはi該当するMkif，f，性が検111できず、般若起が再確認された.
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Table 3-3. Growth pro巴r羽田ofdisrup回目

S白百n Genotype Rich mei由 Minimal med阻

YPD YPG SD SG SE SDG SGG 

DVRA URA3・ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

DACO ACOI:URA3 ++ ++ 

DKGD KGDI::URA3 +++ +++ +++ 

DICLU ICLl::URA3 +++ +++ +++ +++ 

DFUMU FUMI、URA3 +++ +++ +++ 

DFRDS FRDS::URA3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

四万M OSMI::URA3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

DFRIXコS FRDS::URA3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
M OSMI::THA' 

DSDHFU SDHl::HIS3 +++ +++ 

M FUMI::URA3 

DFRDSD FRDS::URA3 +++ + +++ 

H SDHI::HIS3 
品 目‘ 町酔 ...................町酔......酔.................・・・........・...・

DBY747 uro:r +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

DSDHH SDHI::HIS3 +++ + +++ 

DlCLL ICLl::LEU2 +++ +++ +++ 

DFUMT FUMI::THA' +++ +++ 

Growlh in出evanous m剖iawas scored after2，4，四d7 d of incubation剖
300C. The most rapid growth is indi田tOOby three plus signs. Minus signs 
indi田 teabsence of growth. 
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T'able 3-4. Enzyme activ山田ofcell.free extraclS in wild-type and disruptants 

Enzyme S白羽田 Gene disruption Spc;問日CactJvlty 

Aω町田昌 DBY747 

DACXl 

α-Ketoglutarnte dehydroger旧民 DBY747

1"悶回leIya却

Succinate dehydrogena田

DKGD 

DBY747 

D1CLU 

DICLL 

DBY747 

DFRDSDH 

DSDHH 

DBY747 

DFUMU 

DSDHFUM 

ACOI::URA3 

KGDI::URA3 

ICLI::URA3 

ICLI::LEU2 

FRDS::URA3 

SDHI::H1S3 

SDHI::HIS3 

FUMI::URA3 

SDHI::HIS3 

FUMI::URA3 

(μmollmin/mg prot田川

0.26 

N.D.*I 

0.94 

N.D 

0.048 

N.D 

N.D 

0.08 

N.D 

N.D 

2.8 

N.D 

N.D 

DFUMT FUMI::THAr N.D 
Y回5t即日swcre grown in 300 ml Erl田 m町Z 日出泊四n回ning100 ml YPD fOT 24 h at 

30.C with shak.ing .， Not detect.剖(Iess出anI%ofthe凹rentDBY74η 

第三節 7"7ル般還)eM耳障遺伝子の舷壊

1 実験材料および}i法

1-1 7マル般還元併必遺伝f

ィヰ林 };:'"{<の村情。 h~M上より 7 "7)レ償還元静来の 2種Mのアイソザイム FRDSI お

よびFRDS2をそれぞれコードする遺伝 子FRDSi51]およびOSM1[52]を含むプラス

ミドpFRDSおよびpOSMlを提供していただいた.

).2 使川崎株およびプラスミ ド

大腸i掛株 XLI-BlueはStratagene(Heidelberg， Germany)より人下した。別舶性の
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検討のための対照にmいた Sa四hBromycescerevisiBe DURA (MATB. his3.d， leu2.3 

leu2.112 trp1φ289a URA3)はDBY747の染色体ヒに URA3遺伝子を押入して作成

した。遺伝子FRDSまたは OSM1を合むプラスミド pFRDSおよびpOSM1は遺伝

子破駿JfJプラスミドの構築にJTIいた。

併I辛ill伝子ライブラリ ーは第 l~;f.で調殺したもの[62Jを川いた。

1・3 1在地

階l辛のI古益にはYPD(2%ベフトン、 1%酔l辻エキス‘ 2%グルコース)、YPDlO(YPD 

のグルコース治度のみ 10%)およびYPD15(I"Jグルコース 15%)をJIIいた.嫌主H内

なI昔1'i'の ~l合にはエルゴステロール依波(エルゴステロール 100mg. Twecn 80 

22.5ml，EthanoI27.5mDを培地 1Lに対して6ml添加した。Ir:m転換株の分周ttには
必要量のアミノ酸を加えたi止少IH地 (yeastni廿ogenbase w/o amino acids 0.67% 

(Difiω).グルコース2%)を則いた。なおTHA耐性株の分離にはi止少tiI地iこ0.02

mg/mlのTHAを培地に加えた。大腸菌の陪養には2γT!j~!也( 1.6 % Tryptoll.1% 

yeast extract.0.5% NaCl. O.lmg/ml thiamin)を川いた。 必~に応じて O. lmg/ml の

アンピシリン• 0.025mg/mlのカブマイシンをIH地に添加lした。

1.4 遺伝子傑作および!脂質転倹

第二節と同隊に行った。

1・5 フ，jレ般還元酔索活性の測定
朝1静非;液の柑l出は、以下の様に行ったo YPDlOを 400ml人れた 500ml'容の坂u

フラスコに紺l胞を篠崎後、 8時間ごとに緩やかなJ覚作をして、 30'¥.'で2IlIU]ts接した。

ffi幽した紺1胞を4f，自鼠の5mMmercaptoethanolを合む 20mMK.Na.phosphate 

buffer(pH7.5)に懸濁し、フレンチプレス (2000kg/cm)で細胞を破砕したo 3900g、

20minで遠心分隊した上前を1!fl酔素液とした。静止:活刊は村降らの方法[50]に準じて

測定した。蛋白含t.lの測定は1..0れ Iy法[ω1で行った。

2 実験結巣および考察
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2-1 遺伝子破境川プラスミドの榊築

FRDSまたは OSMl遺伝子に URA3カセットまたは T/-IA'カセッ トを挿入して破

損川プラスミドの構築を行った (Fig.3-4)0

pドRDSのベクター l二の Iliall :111位を IlIncllll-ぬIl消化‘平計1--1ミ端化および再ライ

ゲーションして除去した後 (pFRDlI)、構造遺伝子rl1に含まれる796bpI liall 断片

"銅ω11 ，.......RI 

日 E

倍、0"，
(...d1n 

"'" 
p" 

pOSMTI 
(9.110'.匂

1/iIod.IU 

fig. 3 -4. Con袋町C1Ionof pJasmids fOT disruption of the FRDS加 dOSMlgenes 
Plasmid pFRDU2 w田∞ns回目出forFRDS disruption. A 796-bp Hincll 台湾ment(+69 
to +864) of the FRDS ORF was remov剖什ompFRDH (由eunique HincIl site at the 
multir品:trictionsiteofpl田midpFRDS was del創出byHindlll-SalI dig目白on)and r叩lacedwi由
a 2427-bp Smal frngm田印刷出mng出eURld and Km' genes prepar剖 frompURAKm. The 
plasmids戸)SMUIand〆】SMTlwere田町田ct剖 forOSM I disruption. A 57-bp e叩RV
台湾m朗 t(+531 to +588) oftheOSMI ORFwas remov凶.and r叩lac出 r田p民創刊lywi由a
fragmenl containing the URA3-Km' gene and a blunt-end回 5065-bpHindlll台湾ment
containing the THAr and Krn' genes from pHTHAKm 

(+69-86~)を除いて、そこに pURA.Krn より取り出した 2 .4 kbU/~A3 および Kmr

遺伝-(-を合む断片(UJM3カセット)を姉人して 1.1WS破岐川のプラスミド pFRDU2

を作成した.目的プラスミドを含むクローンの選択はカナマイシン選択により容易に

行なえた.OSMl 敏感川プラス ミド pOSMU l および pOS~fI-l の構築は、 pOSMl

の構.ili遺伝子中の 57bp EcoRV断片(+531-588)を除いて URA3カセットまたは

pHTHAIくm 出来の 5kb7HA'カセットを押入して行った.
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2-2 遺伝チ破駿株の分様

FRDS遺伝「舷岐株を得る為に.プラスミド pFRDU2を盈刀RIで消化して得た

FRDS::URA3断片で DBY747株を形質転換した.その紡*， ~J 50株のウラシルJド

要求性株を分離したo IriJ織に OSMl自主峻株をねる為に， pOSMUlをB.m}召 CJal

で消化し、 科られた OSMl::URA3断片により DBY747株を形質転検した.それぞ

れの形質転換により伶られたクローンからランダムに 5株選ぴ、染色体 DNAをItllrll

し，Hind皿 で完全消化した後、サザンハイプリダイゼーションにより篠認を行った

伊ig.3-5)0なおプローブとしては、 プラスミド pNH-kanlorlI'より訓殺したKm'遺

伝下を附いた o FRDS::URA3断片でJ&l'1:転、検した株の 1株，DFRDSにおいて2.9-kb

の惣定されたバンドが検出された.また OSMJ::URA3断片で11'3質転換した株の 1

株，DOSMにおいて 4.8-kbの怨定されたバンドが検出されたことから， DFRDSを

FRDS破境株‘DOSMをOSMl破壊株とした.次に DFRDSをプラスミドpOSMTl

から B.m}丑ーCl.!消化して得られた OSMl::THA>断片で形質転換し、THA耐性株の

中から FRDSおよび OSMlの二量破壊株、 DFRDOSMを仰た.

Table 3-5. Fumarate reductase activitiy of the wild-type 自国nand fumarate r回uc回虫gene-

disrupt剖 strams

S町剖n Genotype Sp<淀川cactJ.vHy・
(μmoVm山 gprotein) 

6.7 

2.6 

4.9 

w
w
A
M
 

f
J
Mu
e
a
 

m
m
∞
 

FRDS・，OSMJ・

FRDS::URII3 

OSMJ::URII3 

DFRDOSM FRDS::URII3，OSMJ::THA' Not dct四t剖
• Activiti田 wereas日y岡山e山富.Clsofcellsgrownon YPD10 

二重破境株は後で述べる様に、完全な嫌気条例では生育しなかったため、俗世陪益

条件(1-5参照)で取後した細胞の担IJIU波について階ぷlIi刊 を検討したoTab!e3-5に

示した織に FRDS遺伝子舷腹株 DFRDSでは、鋭株の DBY747の静止Wi性に比べ

39%の醇素活性しか示さなかった.またOSMl舷駿株 DOSMlの祖1M索活性は73%

であった。さらに FRDS，OSMlの=電磁場株の組骨事業液では全くフマル鮫還元静来

が検出されなかった.これらのことより遺伝「の倣壊がl'l俄118されるとともに、
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FRDSおよびOSMl遺伝子以外にフマル償還元静ぷをコー ドする遺伝チが存在しな

いことが明らかになった。

(A) FRDS 

一一一.. 
Hi Hi 

(c) 

(8) 

L」邑主，
• • 2.9 kb 

τ寸τ胃. n H 

4五二官

DBY747 

DFRDS 

DBY747 

.. H 11 

J 出 f j 一一・_-4--1-..._.--.......DOSM 
‘・

Km r URA3 

4.8 kb J h r『一一司~

、---1・・・ ---<・・・ .・1-一一ー

• 
ι-J 

Kmr THA r • • 11.0 kb 

4 3 2 

DFRDOSM 

kb 

_ 11.0 

骨- 4.8 

- 2.9 

Fig. 3.5. Southern blot analysIs of genomic DNAs from the wild-type strain and 

disruptants 

The constmction used lO disrupt the FRDS (A) and 05凡打 (B)gcncs. Thc 

locations of thc Hi川11¥1(H)， Hillcll (Hi). EcoRV (EV) and Pstl (P) sitcs are marked 
The FRDS and OSAイIgenes are depicled by solid bars. The arrQws wIlh the gene 

show the dircclion of transcription. Genomic DNAs were digesled with H川 dl¥l.

scpa悶ledon 1 % agarose gels. and Ihcn transferred QnlO a nylon membrane. The probe 

DNA was a 1.8-kb BamHJ fragment bearing the Km' gene labeled with fluorescein 
(C): lane 1. DFRDS: lane 2. DOSM: lane 3. DFRDOSM and lane 4. DBY747. A 
H川 dllldigesl of lambda DNA was uscd as a size standard 
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筑間節 フマル償還元両手来遺伝F破績株の刷舶性

1 実験材料および)]"1ま

1.1 醇I!JのJ1'lHi性Eば験

9f気条件での即lHiltの検討は 12ml科I.tのL字行にt;'1地を 5ml人れ、そこにliZ常

則の細胞を O.lml接極し、 BiophowrecorderTN.l506 (Adv剖 t目}を川いて 40

rpm，30'CでI自発して、 OD曲Onm をモニタ リングした.

嫌気条件での府議は30ml容はの試験れに 20ml!ff地を人れ踊11胞を O.4ml償問i後ー

1.5ml (lcmの深さ)の流動パラフィンを重附し. 30 C で静;~~tl'1益を行った。測lL'時

には緩やかにスターラーで悦持した.泡消しには適宜シリコンオイルを添加した.

2 ::Jミ験結果および.r;祭

Fig.3.6Aに舷壊株および野性型株 <DURA)の刷舶刊 をボす.なお DURA株はウ

ラシル要求性がJ1'lii'iに及ぼす影響を排除するため、標準として DBY747株の持りに

fIjいた.好気条11でのl¥'l殖ltはいずれの敏感株も野性型のURA)と変わらなかった.

Singhら[531はOSMl破岐により酔母の以透J正耐性が低 Fすると柑行しているが.

OSMl破境株DOSMでは.2Mグルコース.2Mエチレングリコールおよび2M ソ

ルピ卜ール存u'Fでも生汗の阻詐が認められなかった (Fig.3.7). Singhらの川いた

OSMl deletioD mutantではOSMl以外にiso.l-cytochromecをコー ドする CYC遺

伝子も脱落しており、その影響により浸透IE幅1110が低下したのではないかと思われる.

一方、 篤いたことに嫌気条件ではFRDS，OSM1遺伝子の2屯破壊株DFRDOSMが

全く生育しなかった (Fig.3.6B，C)。また OSMlの巾独舷I型株DOSMでも、わずか

なl¥'lii'iしか観測されなかった。なお凶の矢印の点でパラフィ ンとIft地の rfll (l5ml) 

を抜き 激しい波磁を加えることでtf;-地巾に常気を送り込むことにより、 IIIJj株とも町1

9耐性を回復した.FRDS単独舷壊株DFRDSでは Fig.3.6Cにぷす械にグルコースを

高濃度で含む借地でのみーわずかに刑舶の巡れが観測された.この綴な嫌気条例にお

けるm舶恒の低下は凶体肝益でも1，;1慌に観測された (Fig.3.8，9).嫌気条件では
DFRDSが全く生育していないσな 3.8B)が、これを好気条例 に灰すと'loffしてきた
(C).また、DOSMの閉鎖性の遅れは、'YIらかではなかった (Fig.3.8)が.希釈タ"1
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を作って倍長すると(Fig3-9)、DOSMのコロニーが極めて小さいことがわかる。

これらのことより フマル殿還え商事素遺伝子 FRDSおよび OSM1.特に OSMlは酔

Fjの嫌気条件でのm殖に必須であると忠われる。しかし好気条件に戻すことにより僧
舶刊を[n[復することより、その舷境の効果は致死ではないと思われる。また、OSMl

の{直墳は、 防索活性の低下 (Table3-5)に及ぼす効果lこ比べ‘ 嫌気噌殖に及ぼす効*

の)jが大きい憾にみえる。これは併索活性測定が完全嫌気とは言えない条件で測定し

たためか、あるいはその酔ぷ蛋内の局{[f~i所における重要性を物括っているものと思

われる。なお DFRDOSM株を併母の遺伝「パンクをJTJいて形n転偵したところ、嫌
気条刊でのI，t汗を"1能にする 5桶矧のクローンを分騰したが‘いずれの押入断片にも
OSMlが合まれていた。なぜフマル殴還元醇点が、 酔母の嫌気生育に必須であるかは

切らかではないが、今のところ菌体内での酸化還元バランスを保つために、この両手素

が働いているものと推測している。 l品近、i詰少IiI地をJfJいている点で、1<者の研究と

は見なるが.glycerol.3-phosphate dehydrogenaseの2つのアイソザイムをコードす

るGPDlおよびGPD2の三11l般機株で細胞内のNADHの帯績が嫌気条件での熔舶不

段を瀞くことが報侍された[63].また嫌気条件では、酵母がエルゴステロールを生産

せず、生ffにはその添加が必用であることは良く知られているところではある[64]。

しかし俳母の嫌気条件での成育に必須な遺伝子についての報告はヒ記以外にはなく、

そのメカニズムの解明について、今後の研究の発肢が望まれる。
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Fig. 3.6. Growth charact町 sticsof the wild-typc 町田nand the f umarate r凶ucta皿邑田b
disrup回ntsonYPDm国JUrr、underaerobic or anaerobic c沿nd山on5.(A): Aerobic∞ndition 
mamtam剖 by5h且ing(40叩m)in YPD; (8): A阻 erobic叩 ndition(static culture overlaid with 
liquid凹月間n)in YPD;胡 d(C): A阻.erobic∞ndition(s回ticculture overlaid with liquid 
阿国ffin)in YPD27. S田川眠(・)DURA; (・)DFRDS; (企)凹SM;and (X) 
DFRDOSM. Aft町 90h (time of the町 ow)of制 erobiccultivation (8)， liquid阿古ffinand 15 
ml of cuJture were removed and the tubes were vigorously shaken for 5 min 
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Fig. 3-8. Cell growth of fumaratc reductasc gene disruptants 

(A): aerobic cond山on(30'C， 3days) 

(B): anaerobic cond山on30'C 3days 

Wild 

t1frds 

(C): After incubated under anacrobic condition (30t，3days)， the plate was 

transfered to aerobic condition (30C， 2days) 
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Fig.3-9. Cell growlh of fumarele reduclasc gene disruptants in anaerobic condition 

100: 6~d of yeasl culuture (5.5 x I06cells/ml) was spotted on the agar medium 
100ft indicates the spo【(6μ1)of ccll 5US岡 山onafter dil山 onal 10-n 

Incubation lime: 3days (30'C) 

Gas pak system was used for anaerobic conditions 
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第五節 目干母の有償俊生産機構

l 実験材料および方法

1-1 発醇試験

再手母の発餅試験は、第五節の方法でGO時IIIJm-益した府長波の的体を逃心分雌した

後、 上消の有機隊司盟皮を有機般分析システム(IIPLC、日本分光)で分析した.

1-2 非期殖細胞のコハク般生産性の検討

上記 (1-1)の嫌気発併条件では、第附節で示した織に、フマル償還元再事業 2m般

厳株である DFRDOSM株が生育できないため.イl憾般生産性の検討ができなかった.

そこでこの株がぎりぎり成育できる織な条刊で前益した細胞についてグルコース前

泌を用いて検討した。

F記に示した方法で;~j整した細胞 ( HiOmg dry ceUs)を.グルコース緩衝然減 (4%

グルコース.50mM K，Na-リン殴緩衝液(1'116.4))でI丹後し、村怖ら[65]の)J/liに

準じて経時的にサンプリングし、 総液中のコハク殿濃度を測定した.9f気的生庁制1ft包

は、 500mlの三角フラスコ中に 100mlのYPD11¥地を加え.そこに 2%の濃度に的体

を後顧して、 30'C.2日間振滋培養した後、 m附して調較した.微好気Hi養制l胞は、
5Lの三f1Jフラスコに 1LのYPD!si地を人れ、出i体を接府lして、 30'C3LlIIlI静f目前益

して調整した。

2 実験結巣および考察

2-1 高濃度グルコースを含む液体!r，-地における舷駿株のコハク般'tJ'i1刊

造成した9積額のiI'I伝子敏感株および先に造成した3liT!暫lの破壊株について 15%

グルコースを含む YPDI5I古地で発静試験を行った<Fig.3-1O-12).なお遺伝的パ、ノ

クグラウンドが異なるため、マーカー遺伝千に URA3を月iいた敏段抹 (ウラシル非

要求性株)では、 DBY747株の染色体上に URA3遺伝子が姉入された DURA抹の結

果を対照とした.その他の破境株については DBY747株と比較した.
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コハク限生産性をFig.3-11に示す.好気条件においては KG01磁波株 DKGDで

また 50H1遺伝子の般境されのコハク般生産性が DURi¥株に比べ1.71ft低下した.

それぞれ対照の 2.6、た3li1i曹lの株 DSDIIFUM，IコFRDSDI-Iおよび DSDI-IHでは、

2.7および1.6倍にコハク般生産性が上昇した。嫌気条件での培養では.第3章で示

FRD5との2量破腹株05M1敏機株 lコOSMの附舶が極めて遅〈、した織に、

さらにAC01磁場株 DACOのm舶性も極めDFRDOSMでは全く生1'i'しなかった.

これら3穐の株ではエタノールをほとんど生産しなかって低下していた.その結果.

DKGD株では好気条例での培養と同様にコハク椴た([司g.3-1O).嫌気条件では.

生産刊が低 Fした.しかし 50/-11舷峨ではいずれの株でも好気条件での織なコハク殿

の生成性の附大は観測されなかった.FUMl破境株 DFUMU，DFUMT、そして FRD5

自主境株 DFRJコSではそれぞれ対照に比べ26%、33%，および50%までコハク駿生産

刊が低 Fした。

コハク般2桶の ICU破境株 D1CLU.DICLしでは‘好気、 嫌気いずれの倍養でも、

生lfi.刊は対!K!と変わらなかった.
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2-2 遺伝千破境抹のコハク倭以外のイI機般の生産性
FIg， 3-12にコハク俄以外の有償般の'Urt性について示す.

リンゴ般は‘9f!.<¥条刊の前提において‘ウラシルJI:要求性のFL'A11舷駿抹DFL'MU，

DSDIIFUMの防長波q'で検111されなかった.しかしウラシル要求性の磁場株

DFUMTでは.対!K!と同じ斜度に検111された.嫌気条件では、供試した全ての株で生

成以が低く.検討できなかった.

フマル般については‘ 9f気、嫌気いずれの指益でも， 3図書i'iの FUMl舷駿株すべ

てにおいて、対照にみられなかった椛益減Iドへの告書机が観測された.この結*は、

Magarifuchiらが鰍作している事と 致している.ただil't伝的背J;kの異なる DFUMU

株と DFUMT株では後布の諮積iiiの)jが低かった.

パCOJ般演株 DACOの培益液中には、 9f気嫌気いずれにおいてもクエン鮫が告書偵

した.この結決はOgurらが報告した glL1変異株(nacoJ)の結果[61]と一致する。

2-:1 グルコース依波での非別殖細胞のコハク般生産性

嫌試条件のtH益では破峻株 DOSM，DACO，DFRDOSMの刷舶が側めて低いか全

く生育しなかったため.それらの株のコハク般生産性の検討ができなかった.そこで

フマル椴還元併ぷ遺伝「の2屯舷駿株 lコFRDOSMがぎりぎり成i'fできる微好気的

な防長を行い 1~~ られたMl'Hì'i細胞を)11 いて.グルコース緩衝総波をJ1lいた検討を行

った.結~ーを Table3-6に示す。

Table3-6 Succinate produclivities of non-proliferating cells. 

Strains Genoty田 Suωnate productivity 

(μmo凶Jgdry四日時

cells grown 国I1sgrown 

under aerobic under slightly 

conditions a側、bic

conditions 

DURA URA3' 113 49 

DACO ACOJ::URA3 34 21 

DFRD喧 FRDS::URA3 130 44 

以コSM OSMI::URA3 94 30 

DFROOSM FRDS::URA3， 103 24 

OSMJ::THAr 

5'-



微好気的条件で培養した細胞では.対照のDUI<A株に比べDACO株では44%に、

DOSMでは61%に、そしてDFRDOSMでは49%にコハク俊生産性が低下していた。

一方好気指養で集めた細胞では、 DACO株のみ生産性が低下していた CDUI<Aの

30%) 

2-4 静符のコハク画室生産機構について

回節の結巣より、 Fig.3-13の様な併母の干i機酸生成経路を鎚案する.

市グルコース存在下では.TCA回路併来のほとんどは抑制または分解され. 卜分

な機能を果たすことができないと考えられていた。しかし今!日iの研究において、好気

条件では J<GOl泣伝下破壊株でコハク般生産性の減少がおこるlJ(.5D! 11破腿株で

逆にコハク酸の諮有iがおこる、拝、さらに FUMll証主主株でフマル般の耕有iとリ ンゴ般

の消失が観測されたことから、グルコースが向泊j主05%)にfff.Eする条件において

も、 TCA回路醇来のほとんどが機能していることが推測された。

一方、 嫌気条刊においても.好気条例と問憾に J(GOl舷綴株でのコハク健生産性

の減少が観測された。また FUMl破墳株でのtf.'i1主波'1'でのフマル般の孫積も観測さ

れた.しかしSDH1破境株の地養液中にはコハク殿の過剰な帯股が見られなかった。

Rossiらμ7]は、 in-vitroの系を}jjいて測定したところ、嫌気条件ではコハク俄デヒ

ドロゲナーゼ活性が抑制されることを報告しており、IJl-V¥VOにおいても!日l憾な仰制

がかかっているものと推測される。これらのことより、嫌気晴益下においては好気条

件とは呉なり、 1・CA回路の回転は完全には興がっていないことが推測される。また

第四節で述べたとおり、フマル殴還元醇紫酵紫遺伝子の 2重値段株が嫌気条i'l'f"では

生育しないことや、グルコース緩衝溶液中での非m舶細胞のコハクR量生皮刊の減少が

観測されたことより、この醇素の有償問量生政におよぽす寄与の程度は不明ではあるが、

少なくともフマル般の還元によってコハク般が生成する経路も存什:するものと思わ

れる。

FUMl.50Hl の 2 重破壊株では、嫌気、好気を I~.\lわずフマル般を幣航した。 501-11

破岐により少なくとも、 TCA@!路の俗化方向の動きでのフマル般の都税は考えられ

ない。また FUMlが破腹されていることよりリンゴ般の還元系からの苔騎も考えら

れない。つまりこの株の培益液'1'の7<ル般告書績はそれら以外のフマル般が生成する

経路の存在によるものと推測される。Kandaら[66]は、アデニン合成系の中で生じる
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フマル般もコハク倭やリンゴ酸生成の前駆体となり得ることを、変良株の検討から鎚

案しており、今回この2m舷駿株で観測されたフマル般の生成終路としてイI力ではな

いかと存えられる.

今1"1の実験において‘、'i1)J下怨していなかったものに、ウラシル民ボ刊ーがコハク般

の過剰な生産をひき起こしたことがある.また FUMl破療でもじRA3カセットで舷

岐したものと、T/II¥'で般駿したものでは、フマル殿およびリ ンゴ般の生産性がが見

なった。UJ乙¥3欠航が、どの織な機械によってこの慌な現象をひき起こすのかは不明

であり、今後の検討が必躍と忠われる.またACOl舷岐により鎌気条件での生育性

が低下したことは、グルタミン酸主主求性との1刻連性を含め、これも今後の検討が必~

とillわれる.

第六節民約

実験主株 DBY7~7株の科踊TCA問路およびグリオキシル俊回路遺伝子の磁波を行

い、 f位峻株を造成した。件られた般駿株は全て、グリセロール資化仰を失うとともに、

それそ'れの併ボm!'F.を失った.また DsY747株の2種類のフマル殴i.¥l冗僻索遺伝チ

を倣捜した株は嫌気条例で生育できなくなった.さらに OSMlのみを破壊した抹で

も嫌気条件では極度に即1殖性が低 Fした.これらの結果は.S. cerevisiaeのフマル償

還元併ぷは嫌気即1舶に必須であることをな味するものと考えられる.

師事時の有機椴'tI[にl刻わると考えられる各種目F業遺伝子の破峻株について YPD15

{グルコース 15%)明地で 30'¥:3日IlIlm義し‘それらの培養液中のぬ機殿濃度を

けPLC (発色験lll)で測定した。Hl<，条例，でのI布袋では ACOl俄岐によるクエン般

'EJll1性のm大(鎌気条例でもl司綴)， J<GDl破損によるコハク般生産性の減少，SDIイl
舷岐によるコハク般生産性のm大および FUMl破壊によるリンゴ般の減少(検出限
!JI.以Fl等が観測されたことより、 IIE新濃度 FでもTCAI~I路でのイI機般生産の寄 '1.

が大きいと推測された. ')j，嫌気条{'Iでは KGDJ舷境によるコハク般生産性の減

少は、好気持号益と1，;1ーであったが，SDHl破壊による階大は鋭測されなかった。これ

は嫌気条件でもTCAf'il路の般化経路の動きでコハク酸は生成するが コハク般から

フマル僚の生成は起きていないことをな味する.またフマル厳選元酔来の2種のアイ

ソザイム遺伝子を般興した抹では、I1'Hi'iが若しく低下するとともに、無笠紫t島義にお

いて非m殖的体のコハク般生産能の低下が認められた.これらのことは.嫌気条件に
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おいてフマル酸還元が行なわれていることを示すものと思われる。なお ura3ーを相補

しない破壊株と相補した破様株の有機同量生応性を比較したところ‘ウラシル合成また

は代謝系からと考えられるフマル目立生成および U悶 3寸法におけるコハク殿イUrr性の

m大が観測された。
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第 4章

清酒の味に影響を与える

有用酵母の育種
(有機酸生産性の異なる清酒酵母の育種)



第 4:41 消酒の味に影響を与える有用静母のff磁

({j機般生産性の異なる消酒酵母の育種)

第一節緒言

liiJ草において、向精濃度IH地における尖験室株 DBY747の有機般生応性を検討し

た。その結J荘、グルコースを 15%も含むtf't地でも、好気条件ではTCAI日l路の通常の

動き (般化方["1)により有機般が生政されることが明らかになった[67Joしかし嫌気

条件では、コハク般の生成経路として、 TCA回路の般化、 フマル般の還ノtという少

なくとも2つの経路が存在することが191らかになった。

この誌においては、 実用師事母の有機般関連遺伝Fの敏感を行い、 mがiもろみq-jでの
静母の布機殴生産性の検1;;、Iを試みた。

第二節 協会901号のAC01，KGD1，ICL1，SDH1，FUMlおよびOSMl泣伝「の般峻

1 実験材料および方法

使用菌株と使用プラスミドをTable4・1，2に示した。なお倣境試験に川いた協会901

号の ura3-/ura3.変異株 Kuraは定法[68，35JIこより、フルオロオロチン俄耐判変見株

より分離した。

プラスミド pSDHlはプラスミ ドpKC36のSDHl遺伝子を含む3.6kbBamf召断ハー

(・273-+3295)をpUC119のBamHI llIHi[に押人して情築した.

Table ι1. G凹 otyp倍加dso山℃回 ofS 田町VI.HlIeS町四nsus剖 m出s

出血
S町田n

K901 

KACO 

KKGD 

KICL 

KSDH 

KFUM 

KOSM 

Kura 

Genotype Source 

M(J1ωαwild-type BSJ*I 

M日ω'a，ACOI::URA3，ACOI::THA' Thisstudy 

M凶 ωα，KGDI::URA3，KGDI::THA' This Sludy 

MaraAα，/CLI::URA3，/CLI::THA' This sludy 

Mar (J;α，SDHI ::URA3，SDH I::THA' This sludy 

M日ω恒，FUMI::URA3，FUMI::THA' This study 

Mar a/a，OSM I ::URA3，OSMI::THA' This study 

M'(J1 (J;α，ura3，伽-a3 This study 

吋TheBrewing S凶 etyof Japan 
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T油le4-2. Plasmids used in山isstudy 

Plasmids Con回in吋 Z回 SIgenes Sou陀e

pKC36 2μ川町'pliωn仰 ongm， (45) 

URA3，SDHI 

pACOI ACOI (67) 

pKGDI KGDI (67) 

pSDHI SDHI This study 

pFUMI FUMI (67) 

plCLI ICLI (67) 

pURAKm URA3 (67) 

pHTHAKm TflAr (67) 

pACOUI ACOI::URA3 (67) 

pKGDUI KGDI:・URA3 (67) 

pSDHUI SDfll::URA3 This study 

pFUMUI FUMI::URA3 (67) 

plCLUI ICLI::URA3 (67) 

pOSMUI OSMI::URA3 (72) 

pACOTI ACOI:: TflA' This study 

pKGDTI KGDI::TflA' 11、isstudy 
pSDHTI SDfll:: TflA' This study 

pFUMTI FUMI:: TflA' (67) 

plCLTI ICLI:: TflA' This study 

M)SMTI OSMI:: TflA' (72) 

2 実験結果および考察

2-1 i立ltif破壊川プラスミ ドの榊築

SDHl ill伝子般掛川lプラスミ ド pSDHU1 の構築はpSDH 1 の SDHl 例~泣伝子中

の 1.4kbの Bgill断片(+118町 1495)を除去し、そこに URA3カセットを押入して行い、

Baml召で消化後、併母のf直岐に川いた.AC01，KGD1，ICLlおよびSDHl遺伝下値

段JIIのプラスミド pACOTI，pKGDTI，pICLTIおよびpSDHTlの構築は、破境mカ

セットとして URA3カセットの代わりに THA'カセットを用いた事を除いて、

pACOU1，pKGDUI，pICLUIおよびpSDHUIの構築と同様に行なったσig.4-1).
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Fig. 4 -t . Plasmids construct回 forgene disruption 
Thepl回midspSDHUI加 dpSDHTI were construct回 by山em民巾onof URA30r THA' 
cassettes Into the ORF con凶n国 inthe pl出midpSDHI (田eMaterials and Methods). The 
pl田midspACOTI， pKGDTI and plCLTI were conslruct国 usingthe same pr官出ureas
pACOUI， pKGDUI田 dplCLUI (67)， respectively， ex田plthat the inserted fragment for gene 
disruption was the THA' cas日t胞 IOst田dofthe URA3 casseUe. 
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2・2・2 遺伝Fの峨駿

協会901丹はftl数体のため、2段階の敏岐により舷境株を造成した。まずプラスミ

ドpACOU1，pKGOU1，p!CLU1，pFUMU1，pOSMU1およびpSDHU1から破壊HI断

片ACOl::URA3，KGDl::URA3， ICLl::URA3， FUMl::URA3， OSMl::URA3およ

びSDfJl::URA3を切り111し、Kura株の破壊を行った.それそ.れのIf<i質転換により

科られたURA3+クローンをランダムに5株を選ぴ.サザンハイプリダイゼーション

によりi1:維に般境されたクローンを選抜した.次にプラスミド

pACOT1，pKGOTl，pICLT1，pFUMT1，pOSMT1およびpSOHTIから破横川断片

ACOl::THk KGD1::THk ICL1::THk， FUMl::TfJk， OSMl::T品やおよび

SDHl::THkを切りliiし， 2段階日の1普賢転換を行った.2mg/m1の THAを含むSO

til地に幣布し‘生育してきたコロニーをSOおよびSG!{{j地にレプリカしてSD借地

にのみ生育するクローンを選択した.その後それらの株よりゲノムONAを抽出し、

Kmr 遺伝 Fをプロープとしてサザンハイプリダイゼーションを行い、般岐を篠認した

伊ig.4-2).なおACOl般演ではSOJ古地にグルタミ ン般を塗布した出;地を汗lいて選

択した。また OSMl遺伝子の破損はサザンハイプリダイゼーションだけで確認を行

った.

それぞれの般横株の併索前何をTab!e4-3に示す。ACOl，KGDl，ICLl，FUMlおよ

びSDHl破損株では、それぞれの酔業の活性は検出されなかった.また OSMl破腹

株のフマル償還元併ポfli'・性は、 K901の80%に低下しており‘尖験室株DBY747株

のOSMl舷峻株 (73%)とほぼ同程度の活性低下であった.

遺伝 F般機株のJ1'1li'i特刊をTab!e4・4にまとめた.この中で:J<Hl株の結裂と実験宅

株の結決で異なる点は、実験宅株のACOl敏様株がグルタミ ン俄要求性を示したの

に対して， :J，UfI妹のACOJ破損株KACOではグルタミ ン償援求性を示さなかったこ

とである.KACO株ではアコニターゼ活性が認められないので、もしかするとTCA

[1-1]路を終I11しない、他のグルタミ ン般生成系が尖用株では存在するのかもしれない.
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Fig.4-2. The construction used to disrupt the ACOI (A)， KGDI (B)， SDHI (C)， ICLI (D) 
FUMI (E) and OSMI genes (町 Thelocations of the EcoRI (E)， EcoRV (EV)， Hifldlll (H)， 
BamHl (B)， Bg川 (Bg)，Hpal (Hp) ， Clal (C) and PSII (P) sites are marked. The ACOI， KGDI 
SDH /. ICLJ， FUMI and OSMI genes are depicted by solid bars. The arrows allhe gene 
show the direclion of t目nscription. Genomic DNAs wcre digcsled with EcoRJ (A)， BamHJ 

(B， C) and Hifldlll (D， E，町.separatcd on 1 % agarose gels. and then transferred onto a nylon 
m叩 lbrane. A 1.8-kb BamHI fragment bearing the Km' gene labeled with nuorescein wcre 

used as probes. No fragmenl was detected by the Km' genc probe in the genomic DNA of 
K901 (da回 notshown). A HindlJl digest of lam凶aDNA was used as the size standard 
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Table 4-3 Enzyme activ山田inwild-type s町田nsand di釘up回nts

En可me S町百n Genotype SpecifICacHvi叩

(μmoVm凶 mg阿出川
Aconita毘 K901 lJ.i7 

KACO ACOI::URA3/1COI:: THA' N.D ・1

α-Ketoglutarate K901 0.7 
dehydrogena揖 KKGD KGDI::URA3，KGDI:: THA' N.D 

lsoci回 telyase K901 0.014 
KICL ICLI::URA3，/CLI:: THA' N.D 

Succinate K901 4.4 

dehydrogena毘 KSDH SDHI::URA3，SDHI:: THA' N.D 

Fumarate T'出uctase K901 0.044 

KOSM OSMI::URA3，oSMI:: THA' 0.035 

Fumarase K901 4.4 

KACO ACOI::URA3，ACOI:: THA' 0.5 

KFUM FUMI::URA3，FUMI:: TIfA' N.D 

y"，副cellsw町"egrown in 300m! Erlenm町erflasks∞n阻ining∞mlYPD for 24h al 30.C 
with shaking. Cell台目出国ctwas pre凹r国 andused for enzyme as日y
字1Not detect吋(Jessthan 1 % of the凹rentK901) 

Table4-4 Grow由 propertiesof disrup回nts時
S汀am Genotype Rich media Minima1 m回Ja

YPD YPG SD SG SE 

K901 MaraAα +++ +++ +++ +++ +++ 

KACO ACOI::URA3，ACOI:: TIfA' ++ +++ 

KKGD KGDI::URA3，KGDI:: THA' ++ +++ 

KICL ICLI::URA3，/CLI:: TIfA' +++ +++ +++ +1 
KSDH SDHI::URA3，SDIfI:: THA' +++ + +++ 

KFUM FUMI::URM，FUMI:: TIfA' ++ +++ 

KOSM OSMI::URA3，OSMI:: THA' +++ +++ +++ +++ +++ 

Growth on出evanous m剖阻 W田 S田 redafl陀r2， 4，却d7d of incubation at 300仁司emost 
rapid growth is indi四 t出 bythr田 plussigns.明1eminus sign indicates the absence of growth. 
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第 一節 破損株の発併試験

I 実験材料および)JiE

再f f!jの発防試験は、首~ :1 ，';1.と[，;J械にliった.

2 :k験結*および考祭

6何百Iのf位J古株の発M，iA験をYPO15 1;";1血でおこなった(Table4-5)。嫌気条件での

!t11.l:では夫験*.株の舷峻株でもみられた様に OSMl破壊株 KOSMの附舶性が極め

て低かったσ¥g.4 -3)0他の舷岐株のl1'lii'i何およびエタノール'1一応性は里fMブ世 K901と

変わりなかったo I匝峻株KACO(L¥ A CO 1)， KKGD (L¥ KGD1)およびKFUMU 

FUM1)では、 K901に比べコハク般生成性がそれぞれ42%、24%および59%に低 ド

していた。また、 KSDH(L¥ SDH 1)および阻CL (L¥ ICL1)ではK901と['IJ程度であ

った.さらに、 KFUMのtt}i監液中にはフマル般の必wとともに、リンゴ般の消失が
観測された.以上の紡米は、:k験宅株とI，;J憾であった。しかし実験室株の破壊株でみ

られた備な、AC01r.位岐によるクエン般の諸般はみられなかった。なお9f気条件での

.tft~では、 SDH1 般岐でコハク般の帯積がみられる等.ほぽ実験室株と同様な結mが

7rable 4・5.Analysis of ethanol and organic aci也infenne畑出国 YPDI5m副IUIT】

S甘ain Ethanol 0r邑anicacid∞ncen甘ations(mg/O 
(%) 口回te mala'同 succinate fu~悼 acetate 

<IU 

f!トられている.

区切I 5.8士0.1

。D
d
H

M

M

O

G

ユ
D

U

6

A
ハ

V

R

M

H

e

a

c

l

n
u

v

n

v

A

V

A

V

A

V

A

V

A

 

5.6+0.5 

6.0+0.4 

6.0土0.4

6.1士0.3

5.9士0.5
N.D ・2

148士 2

152土10

124+ 6 

129+ 2 

132土 9

150土 2
N.D 

46士 2

69士19

30+ 3 

36+ 1 

39土 2
<10 

N.D 

464+ 10 

193土24

114土11 

91士18<10 

<10 

<10 

<10 

115士18

103士18

95士13

105+36 

N.D 

112+28 

394土11 

406土34

276土23
N.D 

36+0 

N.D 

KEz--fiLI「13ILL--瓦EF-一五17+-170<"f万一一一一[dEJJ-
Fermen回tiontime: 2 days 

The values given are the means ::t: s. E. of three differcnt tests 
川 Thes回 nshowed very問。rgrowlh(Fig. 1) 

・2N.D.: Nol del阿国
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Fig. 4-3 Growth characteristics of the wild-type s汀副n田 d出eOSMI gene disrup町、Ion 

YPD15 m叫 umunder anaerobic cond山on.Symbols: (口)K901，(・)KOSM 
At the indicat困 limes，the culture was gently SliTT吋 .and the tu巾iditywas measured剖 6ωnm

;n凶節約削酪造試験

1 ~験材料および方法

Table 1.2の仕込み配合により難波らの)JIt[33jに準じて尖験宅胤般のm栖傾iti試
験を行った.なお発併は 15'C一定温度で行ない‘品t般ガス減むを出J;ioし発併経過を

モニタリングした。斜られた楢の 般分析はIJiI税)j'，9iiJo分析/1;[69Jに従い行った。

2 'J.!験結*および考察

破掛株の小0:込み試験を行い、酒もろみ'1'におけるの機般の生成機構の検討を行っ

た.OSMl舷段株KOSMおよび破邸周の元株である Kuraを除き.他の破峻株では

炭般ガス減laLおよびエタノール生成経過とも野性'l'iK90 1とほとんど足がなかった.

KOSMおよびKuraの発醇性は低下していた(Fig.4.4).しかしこの結栄については、

凡)jを変えると、 KOSM株は完全嫌気でのm益ではほとんど't斤しないにも関わら
ず猶もろみでは生育が可能であったとも汗える.つまり嫌気性が向いと与えられてい

たがiもろみでも、その嫌気位は完全ではないと巧えられる。

18 LlIiU. 15t:で隙造したもろみを 3000Iυ|転 30分の述心分離を行い上惜した.生
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成酒の一般分析およびイi機償分析結*を Tab!e4-6に示す.破駿抹KACOおよび

KOSMの滴定殿度は K901に比べ上押した (3m!以上) 0 生成酒中のコハク酸合Iil

はKACO，KKGDおよびKFUMで野性噌K901の53%、63%および63%に低Fし

たo ')j KOSMで餓治した酒には野性唱の 1.5倍のコハク般が含まれていた。また

KACOで餓治した酒には2.1倍のリンゴ僚が含まれていた.しかし発静試験でみられ

た織な KFUMでのフマル般の蓄縦およびリンゴ般の消失は観測されなかった。なお

ウラシル~~性株 Kura で儲造した酒には過剰のコハク民主およびリンゴ般が含まれて

おり、 t商注目ttl.主も 7.8m!と側めて高い値をとった.

li'I制服巡試験における舷峻株KKGDとKFUMのコハク般生成品は、[，;J程度に低下

していたが、その生成経過については異なっていたσ'ig.4-5)0KKGDではもろみ初
期でのコハク般生産が野性製のが150% (発師事5E[I'1)に低下していたが、もろみ中

間l以降のコハク般生成経過は野門型と阿ーであった。 ー)j、KFUMでは発静初出iで

は親株に比べわずかに生成litが低下したものの(約 10%)、中期以降でコハク酸が

ほとんど生成しなかった.よってKKGDとKFUMのもろみ'1'でのコハク生産性の低

Fは異なるメカニズムによるものと考えられる.つまり笠井f源も~'lJで、エタノール

it:lJ.立も低〈、 細胞が盛んに別殖している発僻相'JIll[においては、 KGDli自伝子の俄績

によりコハク般生成町が低下したことより、 TCA阿路の般化方向の動きで主にコハ

ク酸が生成しているのではないかと考えられる。逆に笠jp;源の讃j主が低 Fし、エタノ

ール濃度も向く、踊11胞の町1舶が止まる時)UJにあたる発僻後期lでは、 FUMl破岐によ

りコハク般がほとんど生成しなかったことより、還元的な経路により大部分のコハク

慣が'I:IJJGするのではないかと考えられるσ'ig.4-6)0 
ACOl破損株ではリ ンゴ般の高生産とコハク般の低生産性が観測された(Table4・

6)0 Magarifuchiらは呼吸欠般抹 (p-)で同憾な生産性を報告している.彼らは.呼

吸欠捌株でのリ ンゴ般およびコハク健生成は、細胞質静索により、オキザロ酢酸を経

由して還元的に起こるのではないかと推測している。ACOJf桂駿株においても、同保

なことが司えるのかもしれない。アコニターゼが働かず、周回回転のTCA回路での消

費が抑制される場合、 acetyl-CoAが書評制すると考えられる.A田tyl-CoAはピルピン般

カルポキシラーゼを活性化するので、オキザロ酢般がピルビン般から過剰に生産され

るのではないかと考えられる.もしオキザロ酢般を起点とする還元的コハク般生産系

が動いているとすると、 思由は不明であるが、 ACOJ破耳目株でのフマラーゼ活性の極

一回



コハク般が減少したのではなリンゴ酸が蓄積し、と相まって、度な低下 (T油le4-3) 

いかと考えられる。

Table 4-6. Prop百羽田of岨kemade using disrup回nts

me惚r

E出血01To岨I 瓦mmo

(覧) acidity acidity 
{ml) (ml) 

K9UI + 10.0 ヲU l.~ 2.6 202 oo7 321 <10 <10 

KACO +6.0 17.7 3.3 2.7 428 355 2活9 <10 <10 

KKGD +6.0 18.7 2.6 2.4 270 419 312 <10 <10 

KICL +7.0 18.1 2.6 2.4 284ω334  <10 <10 

KSDH +7.0 18.1 2.6 2.4 286 578 332 < 10 < 10 

KFUM +6.0 18.0 2.6 2.2 341 417 283 <10 <10 

KO喧M -13.0 15.6 3.1 3.3 159 996 357 <10 <10 
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Early phase Succinate 

fuma旧制 (FUMI)

L叫 h蹴↓
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dehy企useMH(KGDI)

aconitase (ACOI) 
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R~ductivl! pathway 

Fig. 4-6. Main 岡山wayfor su田 Inaleformation during祖kefennen阻bon

当初、フマル厳選元酔ぷの一つのアイソザイムをコードする遺伝子 OSMI破腹株で

は、コハク俊生産性の低 Fが観測されるのではないかと考えられた。実際、実験室株

のOSMI破損株の非m殖細胞では、 グルコース際液でのコハク酸生産性が低下してい
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た。しかしこの実用株の破境株KOSMでは、逆にもろみ中にコハク般を野恒型より

も多く帯航した(Table4-6)0フマル般還元醇素のもう一つのアイソザイムをコードす

るFRDS遺伝子を般機していないので、確かなことはわからないが、還元系が抑制さ

れた結果、 TCA回路の傾化系が活性化したのではないかと推測している。なぜなら

KOSMのコハク般の蓄積は、大部分がアルコール濃度が 10%程度に還するまでに起

きているからである (Fig.4-7)。野性'tiでは同アルコール狼JJl'のl時点までは、即11怖が

続いており、もろみ初期lの段階と考えられ先に述べた様に、その段階での巨要なコ

ハク俊生成系はTCA回路の般化による経路と推定している。但し、 FRDSがコードす

るアイソザイムの活恒化等も考えられるため、今後の検討が必民と忠われる。

FUMII匝境株KFUMの7，ル般およびリ ンゴ般の生産件ーは、YPDI5.tty地をJIIいた

発酵試験と酒の仕込み試験では異なっていた(Table4-5，6)。発静試験では、.ts益法1/.1の

フマル殴の蓄積とリンゴ酸の消失が観測されたが、梢もろみではその憾な製象は観測

されなかった。培地中に含まれるアミノ殿やビタミンなどの織々な物質が併時の有機

般生産性に影響を与えることが報告されており(70，40，651、この迎いも培地またはも

ろみ中に含まれる物質の影響と考えられる.今後、造成した綴々な般墳株を!日いて.

組成の異なる陪地や各種成分を添加したもろみでの有機般生産性や代謝経路を倹討

することにより、上記影響をより詳細lに検討することが可能であり、酒もろみ中での

有効な有機酸生成制御法の開発に結びっくののではないかと考えている。

1000 

ま8∞
旦剛
" '" c: 4∞ 
u 
U 

422∞ 

0 
o 10 20 

Ethanol (v/v %) 
Fig. 4-7 Time course of succinate production of sake fl町羽田tedby disruptants. Symbols: ・，K90I; .，KOSM 
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第五節 変良処耳[!による行機開量生熊件ーに特徴を持つ消酒醇l辛の育ff.

1 [[的

liil節において遺伝 (1破壊株のイj機般生産i'lの検討を行ったところ、TCA[口l路防止;の

泣伝「を舷峻することにより、コハク般生M性が低下した株またはリンゴ般生産性が

刑大した株が13られた。しかしこれらの株は遺伝下組換え体であるため、尖JII化には

問題が残されている。そこでTCA["[路併ぷ遺伝 f俄峻株ではグリセロールの資化性

を火うことにお[[し、その特i1を，fIIJIIしてランダムな変異処s[!により得た変見妹の'1'

から舷境株と[，;1等のイi機限生死性をボす株の分雌を試みた。また前節の結果は、削も

ろみ'1'でのイj機椴許制に、 解除のミトコンドリアが大きく関守していることを示して

いる.そこでミトコンドリアと細胞質の[:日のリンゴ般輸送に凶わる遺伝「に変異がお

これば.イ1機限生産性に特徴を持つm酒併時の汗積ができるのではないかと与え、 j
Ij~輸送同['， Imlであるフェニルコハク 般[7 1[の冊H1 株の分離を試みた。

2 'Ji験材料および)j/l;

2-1 グリセロール非資化性変異株の分離

YPOプレートlで2[ I [Ii[ 30'Cで府長した協会901り(K901)の鮒l胞を2∞mMリン椴
ナトリウム緩衝液 (pH8.0)9.7mlに懸潤し (2.5x1 0' cellslml)，そこにエチルメタンスル

フォネー卜(EMS)を0.3011JJIIえ30'Cで 111τ!jIUJ緩やかに振とうして変具処理した。I高益

後 2 [u[滅的水で洗浄し、そこに 5mlのYPOI百地をIJIIえ30'Cで iJ(~}"，した。 J'l菌

blFiニ物質であるナイスタチンを取込み易くするため、制胞をw‘菌、洗浄後5mlの宅井;
由ilを合まない YCBm地 (y田.stCarbon Base 1.17耳.Difi∞)に移し、 30'Cで 1[:P苦楽飢餓

間後を1iった固そして e回洗浄した後、 10mlのSGtf1地に移して 4時[m用益した。倍

長後O.lmlのナイスタチン (44∞unitslmg，wako)百年波 (1mglml)を添加し、さらに l時
IHJt抗益した。濃縮効ヰ〈をあげるため SG!i'Hlliでの収益およびづイスタチン処V[lをさら

に 1IJt繰り返したのち、 YPOプレートに塗布したo 30'Cで3日間陪養し、 111現したコ

ロニーをSOおよびSGプレー トにレプリカして、 SO!岳地のみに生育する株をグリセ

ロールJド資化性株として分雌した。

2-2 フェニルサクシネート耐性変異株の分離

-72ー



協会 901 r~ を l二，氾とH岐に EMS で変見処EP.した後、フェニルコハク障を含む SD

培地に檎布し.生育してきたコロニーを耐性株として分献した.なお主~~1濃度は、あ

らかじめ行った予備実験の紡*から、 3mg/mllこt設定した.

3 :Jo験結決および巧察

3-1 グリセロール41資化性変異株のttn
EMS処EI!後、ナイスタチン波紺を行なって分離した 12∞株についてグリセロール

の資化刊を検J、「した紡来、 111*の，1資化tl株を分脈できた.その内6株はJe併試験に

おいて税株と見なるコハク般またはリ ンゴ般の'ur判。を"、したが、 7，ル両立をiNWす

る株は作イtしなかった。これらの6株を川いて前例のfI込み試験を実施した紡民を

Table 4-7に，戸す.変異株 KAYGIおよびKAYG4はリンコl't¥l1，:':j 'ur刊ーをぶした。また

Table4・7.Prop町1iesof sake made using gly出 rolnon-assimilating mutants. 

S官官n Sake E出制01Total Amino 。屯副icacid con四 n岡山ns(mg!1) 

me也r (覧) a口di)tyaCId) ty maJale succinate lac阻也 fumarateaa盟国
(ml) (ml 

K90l +95 19.0 2.5 2.0 236 “6 316 <10 <10 KAYGI +7.5 18.2 4.3 1.9 498 626 254 <10 257 

KAYG4 -2.0 15.4 3.7 2.3 529 428 268 <10 <10 

KAYG7 + 1.0 17.9 3.0 2.4 463 330 273 <10 <10 

KAYG8 +4.5 18.5 2.4 2.0 219 430 262 <10 <10 

KAYG9 +6.0 17.7 2.9 2.1 484 431 270 <10 <10 

KAYGII +7.5 18.3 2.3 2.4 279 369 278 <10 <10 

Fermentation lime:18days 

変5'4掛， KAYG7およびKAYG9はリンゴ般I:71'lJI刊かつコハク般低'I'M何ーを，1'したー

さらに変異株 KAYG8およびKAYGIIはコハク俄低'ur刊をボした.これらの変先株

の'1'で、リンコ.般のみを高生産する KAYGIおよび KAYG4は、泡伝「敏境:Jo験では

件られていなかったタイプの株であった.変良を受けたill伝「を係る11的で、 ACOI

遺伝子舷峻株KA∞と宮l似のイi機殴'1二府性を示したKAYG7およびKAYG9について

は ACOIを合むプラスミド pSE31で、また KGDIillh f'倣岐株 KKGDと知似してい

た KAYG8およびKAYGII株については.KGDIを合むプラスミド pG70，汀lで形質転

倹した.その紡米 KAYG8株を pG70JTIでlfjit転換した仰のみ.グリセロール非資化
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性が相補され SG泊地に生育してくる形質転換体を得た(T油le4-8)。また KAYG8株は

Fig. 4-8に示す織に KGDl般地株と官i似のコハク般生成経過を示した。これらの結果

からー KAYG8株はkgdl:変異によりコハク鮫低生産性を示したのではないかと推定さ

れる。 他のグリセロ ー ル41，資化何株については、 酔~の遺伝子パンクで!臣賞転換した

が、 Jドi'i化性を相補するクローンは符られていない。

件られた炎、災株は:Jf餓造に使用することが可能であり.今後の利Jflが期待される。
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3-2 フェニルサクシネ 卜耐刊変異株の性質

協会901 ~Jを EMS 処理した後、フェニルサクシネー トを含む SO 他地に塗布し:f\~

したコロニー(頻度 1xゅうをランダムに選び、JeM試験で予備スクリーニングをした

後 12株の耐性変良株についてがI柄傾造試験を行った。Fig.4-9に示す綴に全ての株

でリンゴ般生産性の低下が観測された@その1人Iの 株 KNPR3は発両手続過も良好であ

り、:.n川への利用がJUjNiされた(Tab1e4-9)。耐性を磁15した機階については、、円削IJy. 

fJ，tしたミトコンドリアからのリンゴ般朕輸送系の変民とも与えられるが、今後の検J、I

が必要と忠われる。

E E 当C〉L 14i • • • • • • .・・. 。

ω 伺υ コ506 

出M ω 〉-Oω S 。。 0.5 

Relative malate produclivity 

Fig. 4-9 Su∞lI1ate剖 dmalate productivities of phenyl SU∞mate reslstan mutants m匝 ke
fermentation. Symbols: +， phenyJ succinate resistant mutants， 0， K90¥. 5u∞nate and 
maJate producti v山田ofslrains were ∞mpared 10由atofK901

Tab1e 4-9. Properties of田 kemade using one of phenyl succinate resistant mutants 

Str百n Sake Ethano1 Total Amino Organic acid conccn回 tions(mg/L) 

meter (也) acidity acidity ma1ate su回 mat巴 1ac旧民向maraleace也記

i!!!!2 (m1) 
K901 一17.0 18.7 2.8 1.8 393 580 421 <10 <10 

KNPR3 -27.0 17.6 2.6 2.1 197 650 428 <10 <10 

Fermentation time: 12 days 
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第六節 育騒静母の有機開量生産性

遺伝子舷境または変異処J!Ilにより、有機般生産性に特徴を有する織々な株を育種す

ることができた (Fig.4-10)。コハク般低生pt.性株として般壊株 KKGD，KFUMおよ

びグリセロ』ル非資化性変見株 KAYG8が得られた。またコハク般低生庄一性かつリン

ゴ殿山生応性株として破壊株KA∞およびグリセロール非資化性変異株KAYG7が件

られた.リンゴ般のみを高生産する株としては、グリセロール非資化性変異株 KAYGl

が符られた。さらにウラシル要求性変異株 Ku問、 OSMl俄墳株 KOSMおよびフェニ

ルコハク般耐性変異株 KNPR3は、 それぞれコハク俄・リンゴ厳高生死性、コハク般

市'I'Pf.i1、およびリ ンコ.般低生皮性を示した.これらの育樋妹は、味の1mで向付加佃1

ft!i化および‘注目'1化された柄の開発に寄与するものと考えられる。なお破境株 KKGD

でわずかにリンゴ般'主lIi駄が親株 K901に比べ t界している織にみえる。これは、kgdJ

t:見と忠われる KAYG8株が鋭株とI，;Jじリンゴ般咋成訟を示したことより、 KKGDに

正常な URA3遺伝fがーつしか含まれていないためではないかと考えている。また

TCA 1"1路静止;逃伝「舷境株とJ<なる布機俊生産性を持つ株が遺伝子「位壊または変異

により得られたことより、酒もろみ中における商事母の有機俊生産にはTCAI~I路酔素

併以外の椴々な遺伝子が関与していると考えられ、今後のさらなる研究が必要と思わ

れる。
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第七節要事j

消酒併時協会901~日のイI機俄'~ffl湖述遺伝 f (ACOI.KGDI.SDHI.FUMl.ICLIおよ

び OSMI)の舷境株を作成し、これらの株の酒もろみ中での布機般生産性の検討をおこ

なった.アコニターゼ遺伝子(ACOI)般機株は消酒仕込み試験において親株に比べ2

mのリ ンゴ般生恒例と 0.5併のコハク般生ft.性を示した。また7<ル償還元併京遺伝
(-(OSMJ)般地株は 1.5mのコハク限生産性を示した.さらにケトグルタール般デ
ヒドロゲナーゼ遺伝子 (KGDI)およびフマラーゼ遺伝子(FUMI)破損株は‘コハク

般低'[;1111を不した.しかし KGDI破壊株と FUMI舷峻株では‘もろみ巾でのコハ

ク微生成純過に迎いが兄られた.KGDI破線株では‘発静初期においてコハク酸佐渡

性の低ドがみられたのに比べ、FUMI般峻株では発静初期lでのコハク酸生成fitの低F

はわずかであり.むしろ発併後期におけるコハク酸生産がほとんどみられない点が特

徴的であった.これらの結果は、発時予知IJWIにおいてはTCA回路の般化)51可の動きに

よりコハク般が主に生成し.ft併後押lにおいては還元的な経路でコハク般が生成する

ことを示すものとiiiわれる.一方、 遺伝子破壊実験から得られた情報を元に、変見処

sI!でも有機西空生産性に特徴を持つ変異株を分自在した.符られたグリセロール非資化性

変見株の中には、コハク般低生産性、リンゴ般高生産性およびリ ンゴ陵高生産かつコ

ハク般低生産性の株が見いijlされた.特にコハク般低生産性変兄妹の内、 ー株はkgdl

~Y4によるものと忠われた. またフェニルサク シネー ト耐性変災株の中から.リ ンゴ

般低生産性株を分僻した。これらの遺伝子破壊株および変異株は、風味の而で高付加

価値化および差別化された淵の開発に寄与するものと考えられる.
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総括および結論

本論文は、 ffl酒の風味に影響を7-える酔母の育種に関する研究成果をまとめたもの

であり.緒論並びに本編五I;をと総括・結論から防成されている。

緒論において、本研究を進めるに宣った1f);(について概説し、本研究の11的につい

て述べた。

ii'I酒の風味に影響をうえる要因の中で、待りと味に|刻しては併i祉によって生産され

る物質が寄与している。よって居予防を改変することにより、様々な風味をイIするlI'ili'i

の開発が可能であると考えられた。香りにi刻しては、併ほの'1二Ni.する {J-フェネチル

アルコールに.1'}目し、遺伝子組換えによる過剰生産株のfi'極をはみ、以ドの本編 I市

と21;1のTJ<*を得た。また味にl測しては、併母の'1081するイI機般にお11L-. A<解191で

あった高ll'iif!度、 嫌気条件下または消酒もろみq:Jでの併i吐のの機般生庇機構について、

遺伝子般壊の手紘一を用いて検討を加えるとともに、遺伝 f破駿および変見処~~による

l'f種を試み、以下の本編3章から 4f，l'の成果を得た。

第 1章では Bーフェネチルアルコール日生産性信事母をi世伝子組倹え法によりfi'!if! 

するため.清酒Jlj併母協会901号のβチエニルアラニン何HA)耐性変民株

(K901-TI2)よりi立伝子パンクを作成し、ショッ トガンクローニングにより目ーフェ

ネチルアルコール高生産性を付与する THA耐性変異(THAウi宣伝子をクローニング

した。この遺伝子は、温基配列より、 AR04遺伝子の変異型であり、 その変異は柿造

遺伝子中での点変異によるものであることがわかった。協会901月をこのTHAri且伝

子を含む YCp 型のプラスミド pAFl で形質転換 したところ、 J~質転換株は、 m楢の

小仕込試験において、変異株と問機、観株に比べ約 4倍のβーフヱネチルアルコール

高生産性を示した.また変異点を含むTHA'遺伝子を押入した2N!郊のプラスミド

pAFI0I -PI および pAFI-9P を用いて、相同的組i換え法によ り 協会 901 号をJ~n転

換したところ、得られた形質転換株は発静試験において苅いβ フエネチルアルコー

ル生産相を示した。

第 2草では、 クローニングしたTHA耐性変異遺伝子をJIlいて、マルチクローニ

ング部位を有し、優性的な選択が可能な YEp型およびYCp型の酵母・大腸菌シャトル

ベクタ一、ならびに相同的な組換え法において組検え株の選択が難しい遺伝子を、師事

母染色体上のAR04遺伝子下流部位に仲人し、。ーチエニルアラニン耐性を指標とし
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て選択を可能にする相阿組換え用ベクターを構築した.またTHA耐性変異遺伝FF

流に大腸菌での選択マーカーとしてカナマイ シン耐性 ぽ皿，)遺伝子を持入したi宣伝

子破壊mカセットを合むプラスミド pHTHAKmを構築した.さらに併母での選奴マ

ーカーとして URA3遺伝子を持つ、 遺伝f舷段目1カセットを有するプラスミド

pURAKmも構築した.破境川カセットの'1'に大脇i溜での選訳マーカーであるKm'

遺伝子を組み込むことにより、遺伝子般機用プラスミドの機築が憎めて容易になった。

買33CTではー 併 I~;の{]機限生産に|則わると与えられる各種併ポ遺伝子の破壊株に

ついて YPD15(グルコース 15%)階地で30"C311 IJlI培益し、それらのm義液中の布

機俄濃度を川PLC (発色検111)で測定した.H主L条刊での恥益ではAC01破駿によ

るクエン商量生成性の即1大 (鎌気条刊でも同線上 KC01破壊によるコハク俊生産性の

減少、 501-11破損による附大およびFUM1舷境によるリ ンゴ般の減少(検出限界以

ド)等が観測されたことより、 JE鮪讃皮下でも TCA回路での有機般生産の寄与が大

きいと推測された. ゾ'}，嫌気条件では KC01破襲によるコハク般佐原性の減少は、

好気Ift益と同 であったが、 5DHl破損によるm大は観測されなかった。これは嫌気
条刊でもTCA@路の般化経路の動きでコハク僚は生成するが、コハク般からフマル

般の生成は起きていないことを意味する.一方、 2額類のフマル償還元師事素遺伝子を

破壊した株は嫌気条件で生育できなくなった.OSMlのみを舷境した株でも嫌気条件

では極度に別殖性が低Fした。これらの結決は、旦 cere円Slaeの7?ル償還元酔来は

嫌気m舶に必須であることを意味する.また無R!紫t告養においてフマル酸還元酵素遺
伝子の一重破駿株では;)1;l¥'l殖閣体のコハク般生産能の低下が認められた.これらのこ

とは、雌気条円において7?ル償還元が行なわれていることを示すものと忠われる.

よって嫌気条件ではTCAI日l路の般化系およびフマル般からの還元系、少なくとも 2

向車lのコハク般生成系が存在することがIYJらかになった。なお unuを相補しない般

機株と相補した舷場株のイI機般生産性を比較したところ、ウラシル合成または代謝系

からと考えられるフマル般生成およびυra3-株におけるコハク般生産性の附大が観

測された.

第41lでは、 町I柄静母協会901号の有償般生産関連遺伝子ACOJ，KGDJ， SDHI， 

FUMI，ICLIおよびOSMIの舷壊株を作成し、これらの抹の酒もろみ巾での有機般生

産性の験討をおこなった.アコニターゼ遺伝子(ACOI)破境株は消酒仕込み試験にお

いて観抹に比べ2倍のリ ンゴ般生産性と 0.51自のコハク般生産性を示した.またフマ
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ル鮫還元静素遺伝子 (OSMJ)破場株は1.5倍のコハク酸生皮性を示した。さらにケ

トグルタール酸デヒドロゲナーゼ遺伝 f(KGDI)およびフマラーゼ遺伝子(FUMI)

般境株は、コハク般低生応性を示した.しかし KGDI般壊株と FUMI破峻株では、

もろみ中でのコハク般生成経過に迎いがよLられたo KGDI破壊株では、発酔初JU!にお

いてコハク般生応性の低下がみられたのに比べ‘ FUMI値段株では発併相'JJIJ!でのコハ

ク般生成訟の低下はわずかであり、むしろ先併後期におけるコハク般生産がほとんど

みられない点が特徴的であった。これらの結果は、発酵初出lにおいてはTCA1"1路の

般化方向の動きによりコハク酸がJ:に生成し、発併後期においてはji;lJe的な経路でコ

ハク般が生成することを示すものと思われる。 ー)J、遺伝「倣腹:Ji験から件られた情

報を元に、変見処耳Eでも有機般生成Itに特徴を持つ変'J4株を分離した.1:}られたグリ

セロール非資化性変異株の中には、コハク般低生産性、リ ンゴ俊!日'j'EPi'i性およびリ ン

ゴ陵高生産かつコハク般低生産性の株が比いlHされた.特にコハク俄低生産性i!t.'J4株

のF旬、一株はkgdl変見によるものと思われた。またフェニルコハク殿耐性変民株の

rl:1から、リンゴ俄低生産性株を分離した.これらの遺伝子破峻株および変民株は、 l出

で尚付加価値化および'LO;IJ化された削の|別発にtffうするものと持えられる.

本なでは、本研究を総指した.
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Study on the breeding of the Sake yeast having distinctive 

productivit.ies of tlavor and taste substrates. 

Yukihiko Arikawa 

Summary 

Capter t. [Moleculer br田 dingof high produclive yeasl of s -phenelyl-alcohol J 

β(2-Thienyl)心し01田町σ刊A)-resiSIanImulanl K90トTI2which ov釘produ印ds-

phenetyl-a1cohol were i回 latedfrom a fermentation 自国nof Sacc:harom)'c削 cerevisiaeK 90 I 

pAFI∞n凶 ning5.5Kb insen fr砲m削 whichshowed THA f'回 S凶 ceand high productivity of 

s-仲間elyトaJ∞加1in Saccharomycl田 cereVIJwew田 clon吋 from• gene library of K90 1・TI2

by sholog'胡 cloning.lo姐kebrewing，回 nsform回世田nsby pAFI川d田t凶 highproductivity 

of s -phenelyl-.I∞同1. S明uencingof2.1 Kb Pn凶CIfragment in 5.5Kb fragmcnt rcv阻l国

AR04 genecoding 3-d田町一D-ar由ino-hep加rosonate-7-phosphanate(DAHP) synthase 

inhibition by tyrosine . The mu阻tionwas dctermin国 tobe a missense mutation comparing 

with wiJd type gene c10n吋 byPCR. By homologusr叙::ombinationbetw田ngenomic AR04 

ofK901田d由emu刷出AR04gene， high produ凶 vcstrains of s-凶田町 l-aJ∞holw師

1田1.led

Ch.pler 2. [Appling s-Ihienyl .Ianine resislanl gene (TIIAヲforconstruction 0 r 

vectors and gene disruption cassettes] 

YCp and YEp type shanle vec回目betw酷 nSa町haromycescelY!Vis;ae and E.coli which 

could 岡田lect困問抽velywere cons回目国byusing the mutat，剖IoR04geneσliAr師団加t

gene) ，剖 dvector which could in田no山町E開 esinto sIte of AR04 gene via homologus 

recombination was constructed 

Two plasmids，出epURAKmcon回ningthe URA3 gene and the kanamycin resistant (Kmヲ

gene，副dIhe pHTHAKm con回inings出向1.1訓 nereSlS阻nt(THIoヲgeneand出eKmr gene， 

were ∞町田ct回 andused for副 effici田tcons回 ctionof the disruption casseUes. The K m' 

gene is useful for a selection of a c10ne har加 ringa gene disruption plasmid in E. coli， and 

URA3 and THIo'. for出e皿lectionofthe gene-disrup阻ntsin S. ce町四lta

Thepl田midpURAKm was ∞町田町出by加 川 時rtionof a 1.8-kb且amHJfr湾m開 Ib田nng

由ekanamycin resistar、t(Kmヲgenefrom the pNH-KanloriTplasmid. and. l.3-kb lIindIIl 

f団畠mentcontaining the URA3 gene into the BamHI加 dlIind 111 sileofpUCl3. res戸剖ively

Plasmid pHTHAKm w田 construct.剖by問問問nionof. 5.I-kb lIindlll 台湾m伺 tωn凶即時
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theTHA'gene(-1837 10叶 427)幽 confersresis回目toβ由i町 l副anme，田d出eKm'畠田e

(in日1100山eblunt-聞 ded1.8-kb BamH 1 fragm田 tinto the EcoRV site!()(剖国255-bp

downstr回 mfrom stop codon ofthe THA' ORF) into pHSG398. 

C h~lpler 3. [Efrect of ~ene disruplions of TCA cycJe and fum<lrutc reductase 011 

production of succinic acid in Saccharo"'J'ces cerev;s;ae. j 

Succinate is the main tasle ωmponent produced by y田stsduring sake (Japanese rice wine) 

fennentalion. The pathway leading 10 accumulation of 5U民 matewas exam!n国間 liquid

culture in the pre剛 ceof a high conc朗回tion(I5覧)of glucose under aerobic and田 aerobic

conditions in a series of strains of S，臥'charomyc四四町附凶ein which various genes of the TCA 

cycle were disrupted. When cultur吋川 YPD∞n凶 ning15需glucoseunder aerobic 

叩 nditions，出eKGDI (α-ke叫 lu回目tedehydro邑即時的genedisrup凶 tproduc吋 alower level 

ofsuc沼mate∞m回r剖 10the wild-ザ問S国間.whiletheSDHJ (su回同胞dehy古ogenase)gene 
disrup回ntshow凶加川町田昌dlevel of succinate. On theother hand， the FUMI (fumarase) 

gene disruptant produc民Js唱即日目ntlyhigher levels of fun四割ebut did not fonn malate at all 

Th田cresults indicate that su田inate，fumarate田 dmalate are mainly synthesiz剖 through由e
TCA cycle (0町dativedir民tion)even in the pre田n田 ofglucose at concentrntion of as high as 

15%. When the growth condition was shift吋 fromaerobic to anaerobic， lhe incr曲 sedlevel of 

S叫日岡崎inSDH J disruptanls was oot noted any longer， wh町田sthedecr田S剖 levelin KGDI 

diruptanl was still ob田 rved. Simultan田 usdisruption of fumarate reductase genes (OSM I田 d

FRDS) resulted in出einability ofthe y朗自旧growanaerobically on glucose as a car加n

source， and disruption of the OSM J gene caused poor growth under ana官"Obicconditions 

Th田eresults suggest that山efumarnle n討ductasei釦 enzym回 inSaccharomyces l.:erevisiae are 

es蛇nt凶 foranaerobic growth. Double disruptant for the two fumarate reduc阻却 1田zyme

genes (OSMI田 dFRDS) showed a succinate productivity of50耳目∞m回redto the par，伺t

when cells were incubated in glu∞se-buff町 edsolution. Th田eresuhs ind回 tethat su山田1e
could be synthes旧国Ihroughtwo pathways， namely， TCA cyc1e oxi由旬onand fumarate 

r国uctionunder anaerobic cond山ons

Chapter 4_ [lsol叫帥nof silke yeasl strains having various levels of sucCInate 

nndlor malate produ口ng~， bilities by gene disruption or mutation] 

Succinate and malate are the main凶 te∞m凹n回目produce刈byY白紙during回ke(Jap回目e
al∞hol bev町湾e)fermentation. Sake y回 ststrains having Var10US organic acid productiviti田
were I田latedby gene disruption. Sake ferrnented using出ea∞mtaseg田 e(/lCOI) disrup回 t
contam出 atwofold higher conc回国tionof malate and a twofold lower 叩 ncen回 tionof 

SUCCI国 te出血thatmade using the wild-type s回 inK90l. The futT四時reduc阻..segene 

(OSM 1) disrup回 tproduc同組.kecon凶 ninga 1.5-fold high町∞ncen回 tionof succinate as 

com間百dto the wild-type，皿dαketoglu回ratedehydrogenase gene (KGDI)凹 dfumarase 
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gene (FUM 1) disruptants produced 叫 'ccon凶 ninga lower concentration of 5U田 mate 百 e

AkgdJ disr叩回ntshow剖 alower succinate productivity in the early phases of sake 

fermentation， while山eAfum I disruptant showed a lower succinate productivity in曲ela町

phases. Th田eresults indicale lha! succinate was mainly produced by田 oxidat.ivepathway of 

the TCA cycle in the early phases of阻 kefennen凶 lon，加 dby a r出ucl:Jve岡山wayin the la町

phases. On the other hand， br田dingof sa.ke y回 stswith low succinate productivi叩andlor
high malate productivity was peげormedby i回 latingmutants unable 10 assimilate glycerol as a 

carbon sourcc. Low maJate producing y曲 SISwere also obtain出白-omph朋 ylsuccinate 

resistant mutants. The mutation of one of these mutant st悶inswith low succinale productivity 

was found 10 occur in Ihe KGDJ genc. Th田e町田nshaving various succi悶 teand/or malale 

producing abiJiti田町"epromising for the production of sake wil.h distinctive tastes 
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