
博　士　論　文

清酒酵母の栄養特性及び

醸造特性に関する研究

平成19年　6月

庄　林　　愛



<略号>

本論文に用いた略号を以下に記載する

ATP; adenosine triphosphate

bp; base pair

CDNA; complementary deoxyribonucleic acid

COS Y; correlation spectroscopy

CTP ; cytidine triphosphate

DEPC ; die也yl pyrocarbonate

DMSO; dime也yl sul丘)xide

DNA; deoxyribonucleic acid

DTT; dithiothreitol

EDTA; ethylenediammetetraacetic acid

GC-MS ; gas chromatograpgh-mass spectrometry

GTP; guanosine tnphosphate

h; hour(s)

HMBC; heteronuclear multiple bond correlation

HMP ; hydroxyme也ylpyri mi dine

HM(〕C ; heteronuclear multiple-quantum coherence

HPLC ; high-pressure liquid chromatography

Hz; herts

KD; kiro dalton

m/z; mass to charge ratio

mm; minuite(s)

MIPS; The Munich Information Center for Protein Sequences

MTA; methyl也Ioadenosme

NAD ; nicotmamide adenine dinucleotide

NADH; reduced nicotmamide adenine dmucleotide

NMR; nuclear magnetic resonance

OD; optical density

ORF; open reading frame

PCR; polymerase chain reaction

rDNA; nbosomal deoxyribonucleic acid

RNA; nbonucleic acid

rpm; revolutions per mmute

Rt; retention time

SAH; S-adenosyl homocystem

SAM; S-adenosylmethionine

SGF; Simulated Gastric Fluid

TTP; tymisme triphosphate

UDP; undine diphosphate

UTP; uridme triphosphate

UV; ultra violet



目　　次

目次　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

序論　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5

第1章　清酒酵母のエルゴステロール生合成に及ぼす培養条件の影響- 8

第1節

第　2　節

第1項

第　2　項

第　3　項

第　4　項

第　3　節

第1項

・ti　二　項

第　3　項

・T5　4　項

第　5　項

第　4　節

第　5　節

緒言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8

実験方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1 0

供試菌株と培養条件　　　　　　　　　　　　　　　　1 0

酵母のエタノール耐性評価方法　　　　　　　　　　　1 0

酵母の総エルゴステロールおよびフリーエルゴ

ステロールの定量方法　　　　　　　　　　　　　　　　1 0

DNAマイクロアレイによるエルゴステロール合成遺伝子の

発現の解析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1 1

実験結果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1 3

清酒酵母及び実験室酵母のエタノール耐性・ -　- ・ 1 3

種々の培養条件下での清酒酵母及び実験室酵母の

総エルゴステロール量　　　　　　　　　　　　　　　　1 4

酸素及びエタノールが酵母の総エルゴステロール量に

及ぼす影響　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1 6

酸素及びエタノールが酵母のフリーエルゴステロール量に

及ぼす影響　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1 7

清酒酵母のエルゴステロール合成遺伝子の発現解析-　2 0

考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22

小括　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・ ・26



第　2　章

第1節

第　2　節

第1項

第　2　項

第　3　項

第　4　項

第　5　項

第　6　項

第　7　項

第　8　項

第　3　節

第1項

第　2　項

第　3　項

第　4　項

第　5　項

第　6　項

第　7　項

新規S・アデノシルメチオニン高蓄積変異株の取得方法の開発と

解析・　*　・　・　一・ ・一　　　　　　　　　　一　　　　27

緒言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　27

実験方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2 9

供試菌株・遺伝子破壊株の構築及び培養条件・ ・ - ・ 29

ナイスタチン耐性変異株の取得方法　　　　　　　　　　3 0

酵母に含まれるS-アデノシルメチオニンの定量方法　　3 1

S-アデノシルメチオニン高蓄積株の増殖特性の評価　　3 1

酵母に含まれる総エルゴステロール量の定量と

ステロールの精製方法　　　　　　　　　　　　　　　　3 1

ステロールの同定方法　　　　　　　　　　　　　　　　　3 2

凍結乾燥酵母に含まれるS-アデノシルメチオニンの

安定性　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3 4

凍結乾燥酵母に含まれるS-アデノシルメチオニンの

消化性　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3 4

実験結果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3 5

清酒酵母及びエタノール感受性株のS-アデノシルメチオニン

及びエルゴステロール量　　　　　　　　　　　　　　　　3 5

ナイスタチン変異株の取得及びS-アデノシルメチオニン

量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35

S-アデノシルメチオニン高蓄積株のエルゴステロール

量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　37

S-アデノシルメチオニン高蓄積株の増殖特性　　　　　3 7

S-アデノシルメチオニン高蓄積株で増加するステロールの

同定　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38

erg4破壊株のS-アデノシルメチオニン及びエルゴステロール

含量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　41

凍結乾燥酵母に含まれるS-アデノシルメチオニンの

K



第　8　項

第　4　節

第　5　節

第　3　章

第1節

第　2　節

第　3　節

第　4　節

第　4　章

第1節

第　2　節

第1項

第　2　項

第　3　項

第　3　節

第1項

第　2　項

第　3　項

第　4　項

第　5　項

第　6　項

第　7　項

第　8　項

安定性　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4 2

凍結乾燥酵母に含まれるS-アデノシルメチオニンの

消化性　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4 3

考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　45

小括　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　47

酵母細胞中に蓄積されたS-アデノシルメチオニンの挙動　　4 9

緒言・ ・一　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　49

実験方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5 0

実験結果及び考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5 0

小括　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　54

清酒酵母の遺伝子発現プロファイルの解析　　　　　　　　5 5

緒言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　55

実験方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5 6

供試菌株及び培養方法　　　　　　　　　　　　　　　　5 6

DNAマイクロアレイ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　56

データ解析　　　　　　　　　　　　　　　-　　　　5 7

実験結果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5 8

代謝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　58

エネルギー　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6 2

細胞輸送、輸送促進および輸送系　　　　　　　　　　　6 4

転写　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　67

タンパク質合成　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6 7

タンパク質のクオリティコントロール

(フォールディング、修飾および輸送　　　　　　　　　6 7

細胞周期およびDNAプロセッシング　　　　　　　　　6 9

細胞構造、発達、細胞生成　　　　　　　　　　　　　　7 0

3



>¥i il　項

第10　項

第11項

第12　項

第　4　節

第　5　節

細胞環境との相互作用および細胞情報伝達機構・ - ・ 7 0

セルレスキュー、防御および病原性一・一　　　　70

転位因子、ウイルス性およびプラスミドタンパク質・ 72

未分類タンパク質　　　　　　　　　　　　　　　　　7 2

考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　73

小括　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　78

緒言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80

参考文献　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8 3

謝辞　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　94

公表論文　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9 5

4



序論

清酒醸造は、麹の酵素による米でんぷんの溶解糖化と、酵母によるア

ルコール発酵を同時に行う並行複発酵と呼ばれる独自の醸造法により、

世界の醸造酒の中で最も高いアルコール濃度を達成している醸造法であ

る。またすぐれた清酒の香味を実現するために、高度に精白された米を

原料として使用し、低温で長期間にわたって醸造を行うなど様々な特徴

を持つ醸造法である。清酒醸造で用いられる酵母(清酒酵母)は

Saccharomyces cerevisiae属に分類されているが、高いアルコール生産性

および耐性、低温での良好な増殖性、高エステル生成能など優れた特徴

を持ち、これまでも酵母におけるアルコール耐性機構の研究対象にされ

てきた。また一方で、清酒酵母の醸造中に増殖した菌体は、未溶解の米

や麹など他の成分とともに、酒粕という伝統的な食品として日本人に親

しまれてきた。最近の健康に関する意識の高まりの中で酵母菌体そのも

のをサプリメントとして利用する健康食晶も多く見られるようになった

が、日本では、酒粕という酵母菌体を多く含む食品として、古くから酵

母の摂取が行われていたことになる。ここには貴重な原材料である米を

余すことなく利用するというだけでなく、酵母菌体や醸造成分の健康-

の寄与が経験的に認められていたと考えられるが、現在も清酒酵母の持

つ栄養特性について十分な研究が行われているとは言いがたい。私は、

これら清酒酵母のもつ優れた栄養特性及び醸造特性、またこれらの関逮

性について研究を行った。

近年の環境問題・エネルギー問題-の関心の高まりから、微生物によ

るバイオマスを用いたエタノール発酵の研究がなされており、清酒酵母

の持つアルコール耐性機構の解析は広い応用が期待され、注目を集めて

いる。 Saccharomyces cerevisiaeのアルコール耐性に細胞膜の構成成分で

あるエルゴステロールが重要な役割を果たしていることをInoueらは明
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らかにしている(Inoue2005)cそこで筆者らは清酒酵母のアルコール耐性

についてエルゴステロールの挙動の解析を試み、さらにエルゴステロー

ル合成遺伝子の発現解析を行ったO　清酒醸造条件はエルゴステロール合

成には厳しい条件であるが、清酒酵母は総エルゴステロール合成量が高

いだけでなく、細胞膜において機能を有するフリーのエルゴステロール

のホメオスタシスが高く保たれていることを示した。その結果を第1章

に記す。

清酒酵母の高いエタノール耐性に大きな役割を果たしているエルゴ

ステロールであるが、栄養特性の観点からみると別名「プロビタミンD」

とも呼ばれカルシウム吸収の補酵素として有用である。筆者らは、清酒

酵母の高いエルゴステロール合成能を維持するためにはその合成に必要

な他の成分も多く合成されているのではないかと考え、エルゴステロー

ル合成系でメチル基供与体としての役割を果たす　S-アデノシルメチオ

ニン(SAM)に着目した。 SAMは生体内の様々な反応に関与している物

質であり、アルコール性肝障害(Martinez-Chantar et al. 2002, Purohit and

Russo 2002; Lieber 2002)、うつ病(Mischoulon and Fava 2002, Saletu et al.

2002, Nguyen and Gregan 2002)、関節炎(padova 1987, Bradley et al 1994)、

アルツ-イマ-病(Morrison 1996, Newman 2000)などの疾病に効果があ

ることが報告され、生体内に存在する物質であり副作用も少ないことか

ら医学的な研究も盛んに行われており、アメリカではサプリメントとし

て、ヨーロッパでは処方築薬として利用されている　SAMの生産は酵母

を用いて行われているが、清酒酵母は他の微生物に比較して　SAMを多

量に蓄積するという報告がなされている(Shiozaki 1984)c　そこで、清酒

酵母の高い　SAM合成能をさらに高めた株を遺伝子操作を行うことなく

効率的に取得する方法の開発を試みた。エルゴステロール合成に使用さ

れるSAM量を減少させることにより酵母細胞内に蓄積するSAM量を増

加させるのではないかとの発想に基づき、SAM高蓄積株の効率的取得方

法を開発したので、その結果を第2章に記す。
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我々利用する側にとっては、清酒酵母の蓄積する　SAMは非常に有用

な物質であるが、酵母にとって　SAMを蓄積することはどのような意味

があ草のだろうか　SAMは、先にも述べたとおり生体内の様々な反応に

関与しており、メチオニン、システイン、グルタチオンなど含硫アミノ

酸代謝のホメオスタシスを維持するための鍵となる物質であり(Thomas

and Surdin-Kerjan 1997)、細胞内の　SAM濃度を調節するために余剰の

SAMは液胞内に蓄積されるといわれている(Nakamura and Schlenk 1974)。

筆者は液胞内に蓄積された　SAMは必要に応じて細胞の活動に利用され

ているのではないかと考え、貧栄養条件下での細胞内の　SAMの挙動を

解析し、SAMは貧栄養状態においてN源・S源となることを示したので、

その結果を第3章に記す。

これまで述べた特徴のほかにも、清酒酵母には様々な特徴がある。清

酒′醸造に関する特性としては、高い炭水化物資化能、エタノール生成能、

エタノール耐性能などが挙げられる。また、低い銅耐性や酸性フオスフ

アタ-ゼ活性は、清酒醸造の際に混入する野生酵母の検出にも利用され

ている。これらの特徴をDNAマイクロアレイの手法を用いて清酒酵母

の遺伝子発現を実験室酵母と比政することで解析を行った。今回解析を

行った結果から、遺伝子の発現の違いが清酒酵母の優れた特性を裏打ち

していることが示されたが、遺伝子の発現制御系に実験室酵母との違い

が示唆されたものや、染色体の構造の違いが示唆されたものがあった0

これらの結果について第4章に記す。

7



第1章　　清酒酵母のエルゴステロール生合成に及ぼす

培養条件の影響

第1節　　緒言

ステロールは全ての真核細胞にとって必須の細胞膜構成成分

であるo酵母Saccharomycescerevisiaeにおける主たるステロール

はエルゴステロールであり、これは晴乳類のコレステロールにあ

たるものである。他の真核細胞と同様にS.cerevisiaeの細胞中で

ステロールはフリーのステロールとステロールエステルという

二つの形態をとっている。フリーのステロールは主に細胞膜に存

在しており、膜に結合している様々なタンパク質の活性に影響を

及ぼし、膜の流動性・透過性に非常に大きな役割を果たしている

(Bloch,K.E.,1983)。一方、ステロールエステルは細胞質内にある

ステロールのホメオスタシスに重要な脂質頼粒(Lipidparticle)

に貯蔵されている(Zinseretal. 1993;Zweyticketal.2000)。近年、

エルゴステロールは膜に存在し、膜輸送や細胞におけるシグナル

伝達に関与するラフトと呼ばれるマイクロドメインの形成に重

要であることが分かり、その重要性に注目が集まっている(Bagnat

etal.2000;Eisenkolbetal.2002)c　エルゴステロール合成系におい

て、アセチルCo-Aからチモステロールにいたるまでの経路が遮

断されると致死の表現形が現れることからもステロールは酵母

の細胞機能にとって必須であることがわかる。

清酒醸造に用いられる清酒酵母は20　%もの高いエタノール濃

度を達成しており、他の産業用酵母よりも高いエタノール耐性を

持つことが知られている(CaseyandIngledew1986)。 Inoueらは清

酒酵母より、デルタ(24)-ステロール　C-メチルトランスフェラー

ゼをコードするERG6こよって相補されるエタノール感受性株を
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取得している(Inoueetal.2000)。この酵素は、エルゴステロール

合成系においてチモステロールの　C-24　をメチル化しフェコステ

ロール-の変換を触媒している。また、エルゴステロール合成能

は酵母におけるエタノール耐性の重要な要因であると考えられ

ている(Alexandreetal. 1994; Swanetal. 1998; Inoue etal. 2000)。こ

のようにエルゴステロールは酵母のエタノール耐性を高めると

考えられるが、既に低酸素(Osumi et al. 1978; Jahnke and Klein

1983)あるいは高濃度のエタノール(Walker-Caprioglio et al. 1990;

Koukkouetal. 1993)が酵母のエルゴステロール合成を減少させる

ことが報告されており、清酒醸造の低酸素かつ高濃度エタノール

条件を考慮すると、醸造中の酵母のエルゴステロール含量は低く

なっていることが予想される。

そこで清酒酵母および実験室酵母の清酒醸造条件下での細胞

内エルゴステロールの挙動を解析するために、清酒醸造に関連す

るいくつかの条件下での、これら二つの酵母のエルゴステロール

合成について分析を行った。これまでの清酒酵母のエルゴステロ

ールに関しては、フリーのステロールとステロールエステルの和

である総エルゴステロール量についてのみ研究が行われてきた

(Swan et al. 1998; Inoue et al. 2000)。今回我々は、清酒酵母

Saccharomyces cerevisiae K-9と実験室酵母S. cerevisiae X2180-1A

を用いて清酒醸造環境で予想されるいくつかの条件下で総エル

ゴステロール量を分析してエルゴステロールの合成に影響を持

つ要因の絞りこみを行った。次に清酒醸造の特徴である低酸素条

件下、高アルコール条件下での総エルゴステロール量とフリーの

エルゴステロールの分析を行った。さらに、これらの酵母の細胞

内のエルゴステロールの挙動の違いとエルゴステロール合成遺

伝子の発現の関連性について　DNAマイクロアレイを用いて清酒

酵母と実験室酵母の遺伝子の発現の違いを比較し解析した。
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第　2　節　　実験方法

第1項　　供試菌株と培養条件

本研究では、清酒酵母としてSaccharomycescerevisiaeK-9 (以

下、清酒酵母K-9)、実験室酵母として　Saccharomyces cerevisiae

X21801-Aを用いた。基本となる培地は、 SD培地( 0.67　%　Difco

yeastnitrogenbase without amino acids、 1.0 % D-グルコース)を用

い、寒天培地にはSD培地に1.8%の寒天を添加して用いた。

第　2　項　　酵母のエタノール耐性評価方法

清酒酵母と実験室酵母のエタノール耐性は、エタノールを添加

した培地での増殖性で評価を行った。酵母は、 SD　液体培地に-

白金耳植菌し、 30℃で　24時間振畳培養を行い、遠心分離により

集菌後、滅菌水で二回洗浄し、それぞれの培地にOD660が1.0と

なるように調整し、さらにこの酵母懸濁液の10倍ごとの希釈系

列を104まで作成した。これら各3ドlの酵母懸濁液をエタノール

0、 5、 7%添加したSD寒天培地上にスポットし、 30℃で2　日間

培養して、増殖を観察した。さらに、同様に準備した酵母懸濁液

をエタノール0、 5、 7%添加した　SD液体培地に、 OD660が　0.1

となるように植菌し、30-Cにおける振畳培養での増殖をバイオフ

ォトレコーダーTN1506(アドバンテック)で経時的に測定した.

第　3項　　酵母の総エルゴステロール量およびフリーエルゴ

ステロール量の定量方法

酵母の総エルゴステロール量は、 Inoue　らの方法に従って行っ

た(2000),前培養した酵母は、各培養条件で培養した後、得られ

た菌体を氷冷滅菌水で二回洗浄し、ねじ口つき褐色試験管に入れ

て凍結乾燥し、重量を測定後、 3mlのメタノール、 0.6g水酸化

10



カリウム、酸化防止剤として少量のピロガロールを加えて、 N2

置換を行い、 85℃で2時間加水分解を行った。室温まで冷却した

後、 2ml石油エーテルを加えて激しく授拝して2回抽出した。得

られたステロールを含む石油エーテル画分は減圧乾固した後、 1

mlのクロロホルムに溶解L HPLC(TSK Gel ODS-8OTs 4.6 mm x

250mm)で分析を行った。

酵母のフリーエルゴステロール量は、 BaileyおよびParksらの

方法に従って測定した(1975).前培養した酵母は各培養条件で培

養した後、得られた菌体を氷冷滅菌水で2回洗浄し、ねじ口つき

褐色試験管に入れて凍結乾燥し重量を測定した　400nlのジメチ

ルスルホキシド(DMSO)に懸濁し、 100-Cで1時間加熱した。

室温まで冷却した後、 3　ml　の蒸留水を加えて摸拝した後、 2　ml

の石油エーテルを加えて激しく摸拝し2回抽出したo得られた石

油エーテル層は減圧乾固したのち、 500ト11のクロロホルムに溶解

し、 HPLCで分析を行った。

第　4　項　　DNA　マイクロアレイによるエルゴステロール合成

遺伝子の発現の解析

DNA　マイクロアレイに用いる清酒酵母及び実験室酵母は、 SD

液体培地で24時間前培養した菌体をSD液体培地にOD660が0.1

となるように植菌し、30　CでOD660が5.0になるまで振塗培養を

行った。得られた菌体は遠心分離により回収し、氷冷した滅菌蒸

留水で二回洗浄を行った。酵母からのトータル　RNAの抽出はホ

ットフェノール法で行った(Kohrer and Domdey 1991)。得られた

トータルRNAは適量のDEPC処理水に溶解し、 DNAマイクロア

レイに供した。

cDNAの蛍光標識の作業は全て氷浴上で行った。トータルRNA

25トLg　は　5x First-Strand Buffer (Invitrogen-Life Technologies,

II



Carlsbad, CA) 8 ¥i¥、 yeast-specific primer mix (Eurogentech, Seraing,

Belgium) 1トtl、 20 mM dCTP　を除く　dNTP (それぞれ6.67 raMの

dATP,dGTP,dTTPを含む)3nl、 1mMdCTPl nl、 ImMCy3-　また

はCy5-結合dCTP (Amersham Pharmacia Bioscience、 Piscataway、

NJ) 1.5トLl、 0.1MDTT4nl、 RNasin(Promega、 Madison、 WI) 1ml

とよく混合した後、 DEPC処理水を用いて最終容量を　40直に調

整した。調整した反応溶液は65-C　で5　分間、さらに42-C　で5

分間保持した後、 RNasin 1 jxlとSuperscript II RT (Invitrogen-Life

Technologies)1トLl　を加えてよく混合し、 42。C　で2　時間逆転写反

応を行った。 1時間反応を行った時点で更にSuperscriptIIRT　を

1トLl追加した。

逆転写反応終了後、 50mMEDTA5jal、 10NNaOH2|xlを反応

溶液に添加し、 65。C　で20　分間保持し逆転写反応を停止した。 5

M酢酸4plを加えて反応溶液のpHを中性に調整したO反応溶液

から標識されたcDNAプローブを精製するためにQIA-quickPCR

purificationkit (Qiagen,Hilden, Germany)を用いた。精製したCy3-

および　Cy5標識　cDNAプローブは、 Microcon-30 ultra filtration

device (Millipore, Bed ford, MA)を用いて24.5 nlに濃縮した。

本実験ではYeast chip ver. 2.0 (DNA Chip Research, Yoko- hama,

Japan)をマイクロアレイとして使用し、マイクロアレイのマニュ

アルに従って-イブリダイゼ-ション及び洗浄の操作を行った。

洗浄後、乾燥したマイクロアレイはFLA-8000 Fluorescent Image

Analyzer (Fuji Film, Tokyo)を用いて蛍光強度を読み取り、

GeneSpring 6.0 software (Silicon Genetics, Redwood City, CA)を用

いてデータの解析を行った。
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第　3　節　　実験結果

第1項　　　清酒酵母及び実験室酵母のエタノール耐性

エタノール耐性は醸造用酵母にとって最も重要な性質のひと

つである。発酵終期にはエタノール濃度が　20　%に達する清酒醸

造に用いられる清酒酵母は、高いエタノール耐性を持つことで知

られている(Casey and Ingledew 1986)。清酒酵母K-9と実験室酵

母X2180-1のエタノール耐性を　5%および7%となるようにエタ

ノールを添加した培地を用いて評価した結果をFig.1に示す。

10 102 103 104　　2.5
≡
C
E<
tD
tD

l⊃

0

1=

0
め
～
O
I_
O
c

≡
c
E<

lO
tD

81
c

0
u)
tq
4J

20

B ′

′

′

′

′

′

′
′

∫

I

I

1

/
′

′

メ

一′

s- -
- - . ll.

0　4　8　12 16　20　24　28　32

incubation time (h)

D ..

′

,.・-

′

′

′

′

′

′

′

′
′

′

メ. .. 一

lI

4　8　12 16　20　24　28　32

Incubation time (h)

Fig. 1. Ethanol Tolerances ofS. cerevisiae K-9 and X2180-1A.

The growth ofK-9 (A) and X2180-1A(C) on solid SD medium containing

0, 5, or7%ethanol. The series of spots was made by dilution of the yeast cell

suspensions of their cell density at OD660 at 1.0 by 10 times. Yeast cells spotted

on the medium were cultured at 30-C for48 h.　The growth ofK-9 (B) and

X2180-1A (D) in liquid SD medium containing ethanol at a concentration of0%,

solidlines(-);5%,dottedlines(- );7%,brokenlines(一一). The yeast

cells were inoculated at OD660 0.1. The growth of the two yeast strains was

measured by OD660 every 30 min at 30-C aerobically.
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エタノールを含むSD寒天培地上での実験室酵母X2180-1Aの増

殖は、清酒酵母K-9のものと比較すると少ないことがわかる。ま

た、エタノールを含む　SD液体培地での実験室酵母X2180-1Aの

増殖は、エタノールを含まない培地での増殖に比較して著しく遅

れており、清酒酵母K-9に見られる増殖の遅れよりも顕著に大き

いことが分かる。この結果から、清酒酵母　K-9　は実験室酵母

X2180-1Aに比べてエタノール耐性が高いことが示された。

エルゴステロール合成量が低下した　erg6変異がェタノール感

受性を引き起こすという研究結果から(Inoueetal.2000)、エタノ

ール耐性にエルゴステロール合成が重要な役割を果たしている

ことが報告されていることを踏まえ、種々の増殖条件下での清酒

酵母K-9及び実験室酵母X2180-1Aのエルゴステロール合成量の

分析を行った。

第　2　項　　種々の培養条件下での清酒酵母及び実験室酵母の総

エルゴステロール量

SD液体培地で25℃、96時間培養したときの清酒酵母K-9と実

験室酵母　X2180-X　の総エルゴステロール量は、それぞれ16.5、

5.8mg/g dry cellweightであり、清酒酵母K-9の総エルゴステロ

ール量は実験室酵母X2180-1Aの約3倍多くなっていた(Fig.2)。

次に、清酒醸造初期にはグルコース濃度が高くなり、浸透圧が高

くなることが酵母のエルゴステロール合成に影響しているので

はないかと考え、グルコース濃度と浸透圧の総エルゴステロール

量-の影響を解析した。グルコース添加を行ったときの清酒酵母

K-9と実験室酵母X2180-1Aの総エルゴステロール量をFig. 2に

示した。培地中のグルコース濃度を高くすると、清酒酵母　Kl9、

実験室酵母X2180-1Aともに総エルゴステロール量は増加してい

た。グルコースの代わりに、 D-ソルビトールまたはNaClで5　%

14



グルコースと同じになるように培地の浸透圧を調整し、浸透圧が

総エルゴステロール量に及ぼす影響を解析したが、これらの条件

下では1%グルコースを含む培地よりもむしろ総エルゴステロー

ル量は少なくなっていた。
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Fig. 2. Ergosterol Contents ofS. cereVisiae K-9 and X2180-1A.

Each type of yeast cells was cultured at 25。C for 96 h aerobically

in SD medium containing glucose and an osmotic adjuster respectively.

これらの結果から、グルコースは酵母の総エルゴステロール量

を増加させる効果があるが、その効果は浸透圧によるものではな

いことが分かった。また、検討した全ての条件下で清酒酵母K-9

の総エルゴステロール量は実験室酵母X2180-1Aよりも多くなっ

ていた。
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第　3　項　　酸素及びエタノールが酵母の総エルゴステロール量

に及ぼす影響

清酒醸造は低酸素状態であり、またそのアルコール濃度は20%

にも達するOエルゴステロール合成には分子状酸素が必要である

にも関わらず、清酒酵母は低酸素状態の清酒もろみ-の中で細胞膜

の機能を正常に維持しなければならない。そこで清酒酵母のエル

ゴステロール合成に与える酸素の影響を解析したO
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Fig. 3. Influences of Oxygen and Ethanol on Ergosterol Contents of Yeast

Cells of S. cerevisiae K-9　and X2180_lA.

Yeast cells were cultured at 25。C for 96 h in SD medium containing

O% (Aand B) or 5% ethanol (C) with shaking (aerobic, Aand C) and without

shaking (hypoxic, B).

清酒酵母K-9及び実験室酵母X2180-1Aを　SD液体培地で振塗

及び静置で　25℃、 96時間培養し、総エルゴステロール量を測定

した。静置培養では振盗培養に比較して清酒酵母　K-9で1/4に、
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実験室酵母X2180-1Aでは1/2に減少していた(Fig.3-A,B)c　清酒

酵母　K19　の総エルゴステロール量は静置培養を行うことによっ

て実験室酵母X2180-1Aに比較して大きく減少していたが、それ

でもなお実験室酵母X2180-1Aの総エルゴステロール量よりも多

くなっていた。このように、清酒酵母K-9は振塗、静置のどちら

の条件でも実験室酵母よりも高いエルゴステロール合成能を有

していることが分かった。

次に清酒醸造において高濃度に存在しているエタノールが、エ

ルゴステロール合成に及ぼす影響を解析した。エルゴステロール

は酵母のエタノール耐性に関与していることから、エタノールの

存在は酵母のエル豆ステロール含量を増加させるのではないか

と考えちれたが、エタノールは清酒酵母K-9の総エルゴステロー

ル量を減少させていた(Fig.3-C)c　実験室酵母X2180-1Aの総エル

ゴステロール量は増加していたが、やはり清酒酵母の総エルゴス

テロール量は実験室酵母のものよりも多くなっていた。

第　4　項　　酸素及びエタノールが酵母のフリーエルゴステロー

ル量に及ぼす影響

これまで述べてきたように、低酸素状態とエタノールは酵母の

エルゴステロール合成を減少する効果がある。これらは醸造工程

に共通する要因であり、醸造中のエルゴステロール合成に影響を

与えている可能性がある。そこでエタノールと低酸素の相乗効果

を詳細に解析することとした。先にも述べたように、エルゴステ

ロールは細胞膜上で機能しているフリーのエルゴステロールと

脂質頼粒内に貯蔵されているステロールエステルの二つの形態

で存在している。フリーのエルゴステロールはラフトや膜の流動

性に影響し、エタノール発酵に重要なPmalpを始めGaslp、Tat2p

など膜に存在するいくつかのタンパク質の機能維持に関与して

17



いると考えられ、フリーのエルゴステロールの挙動が発酵中のエ

タノール耐性に重要ではないかと考え、フリーのエルゴステロー

ルとステロールエステルを分別して測定した。フリーのエルゴス

テロールと総エルゴステロールの経時変化をFig.4に示した。
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under hypoxic conditions. Yeast cells cultured in liquid SD medium

without ethanol at 25。C. Open circles, total ergosterol contents; closed

circles, free ergosterol contents.
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振迫条件下では、清酒酵母K-9の総エルゴステロール量は培養

時間の経過に応じて増加し15mg/g dry cellweightに達したが、

静置条件下ではやや減少していた(Fig. 4-A, B),実験室酵母

X2180-1A　の総エルゴステロール量は振塗、静置培養ともに培養

時間の経過に関わらず大きな変化は見られなかった(Fig. 4-C, D)。

清酒酵母K-9、実験室酵母X2180-1A共に、振造、静置培養でフ

リーのエルゴステロールは培養時間　48　時間で一時的に増加して

いた。清酒酵母K-9ではフリ`-のエルゴステロールは、振塗、静

置の両培養条件下でほぼ同じであるが、実験室酵母X2180-1Aで

は振塗培養に比較して静置培養ではフリーのエルゴステロール

量は減少しており、培養　48時間のフリーエルゴステロール量は

約1/2であった。

エタノールの存在は総エルゴステロール量に影響しているこ

とが確認されたので、低酸素とエタノールが総エルゴステロール

量とフリーのエルゴステロール量に相乗的な影響を与えている

か検討を加えた(Fig.5)c　エタノールは清酒酵母K-9、実験室酵母

X2180-1A　共に総エルゴステロール量、フリーのエルゴステロー

ル量に影響を与えていた。エタノールの添加により、総エルゴス

テロール量は減少していた。振塗培養での清酒酵母　K-9　と静置

培養での実験室酵母X2180-1Aで総エルゴステロール量が大きく

減少していたが、検討した全ての培養条件下で清酒酵母K-9の総

エルゴステロール量は実験室酵母X2180-1Aよりも多いことが確

認された。耳タノールはフリーのエルゴステロールに大きな影響

を示し、 5%のエタノール添加では、培養48時間に見られていた

-時的なフリーのエルゴステロールの上昇が振畳・静置培養とも

にみられなくなっていた。フリーのエルゴステロールの量はK-9

では振塗条件下と静置条件下でほぼ同じであったが、実験室酵母

X2180-1Aでは静置条件下で減少していることが分かった。
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Fig. 5. Time Courses of Free and Total Ergosterol Contents of Yeast

Cells under Aerobic and Hypoxic Conditions with Ethanol.

A, K-9 cultured under aerobic conditions; B, K-9 cultured under

hypoxic conditions; C, X2180-1A under aerobic conditions; D, X2180-1A

under hypoxic conditions.　Yeast cells were cultured in liquid SD

medium containing 5% ethanol under aerobic and hypoxic conditions at

25。C.　Open circles, total ergosterol contents; closed circles, free

ergosterol contents.

第　5　項　　　清酒酵母のエルゴステロール合成遺伝子の発現解

析

清酒酵母K-9は実験室酵母X2180-1Aに比較してエルゴステロ

ール合成能、蓄積能ともに高いことが分かった。清酒酵母K-9の

このような特徴がエルゴステロール合成遺伝子の発現の違いに
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よるものかどうか、 DNA　マイ

クロアレイを用いて解析を行

った。清酒酵母K-9、実験室酵

母X2180-1AともにSD液体培

地で独立した　2　回の培養を行

い、トータルRNAを抽出して

蛍光標識操作を行い、2回の独

立したマイク　ロアレイ-のハ

イブリダイズを蛍光標識の入

れ替えを行い発現解析した。

マイクロアレイで解析を行

った19のエルゴステロール合

成遺伝子のうち、清酒酵母K-9

において　9　遺伝子が実験室酵

母X2180-1Aに比較して2倍以

上発現しており(Fig. 6　および

Table 1)、実験室酵母X2180-1A

において清酒酵母　K-9　より　も

高発現している遺伝子は見ら

れなかった。

清酒酵母　K19　に見られるエ

ルゴステロール合成遺伝子の

高発現は清酒酵母の高いエル

ゴステロール合成能の一因と

考えられる。

2-acetyl CoA

l

acetoacetyl CoA

ERG13　　1　　3.3 (0.0031 1)
HMG CoA

HMGl l　　2.7 (0.001 79)
mevalonic acid

1

1

∫

∫

dimethylallyl pyrophosphate

ERG20　　1　　2.5 (0.0001 86)

geranylpyrophosphate

ERG20　　1　　2.5 (0.0001 86)

fanesyl pyrophosphate

4 , 4- dimethylcholesta- 8 , 1 4 , 24 -trienol

ERG24　　1　　2.4 (0.0031 7)

4 , 4 -dimethylzymosterol

ERG26　　1　　2.2 (5.02E-05)

4 -methyl野mosterol

ERG26　　　1

野mosterol

ERG6

fecosterol

ERG2　　　1

ep isterol

ERG3　　　1

2.2 (5.02E-05)

1.2 (0.328)

2.0 (0.0209)

2.0 (0.0018)

ergosta- 5 , 7 , 24(2 8)-tnenol

ERGS l　　　2.1 (0.00472)

αgosta- 5 , 7, 22 , 24(2 8)-tetraenol

l

ergosterol

Fig. 6. 0verexpressed Genes Involved

in Ergosterol Biosynthesis in K-9.

From DNA microarray analysis (n

-　4), overexpressed genes involved in

ergosterol biosynthesis in K-9, its

expression ratio compared with that of

X2180-1A, and/rvalue oft-test.
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Table l.Overexpressed Ergosterol Biosynthesis Genes in K-9

Gene Gene product Ratio p-value

ERG13　CoA synthetase

HMGI HMG CoA reductase

ERG20　farnesyldiphosphate synthetase

ERG24　C-14　sterol reductase

ERG26　C-3 sterol dehydrogenase

ERG6*　C-24 sterol methyltransferase

ERG2　　C-8　sterol isomerase

ERG3　　　C-5　sterol desaturase

ERG5　　C-22　sterol desaturase

ERG28　unknown

3.3　　0.00311

2.7　　0.00179

2.5　　0.000186

2.4　　0.00317

2.2　　5.02E-05

1.2　　0.328

2.0　　0.0209

2.0　　0.0018

2.1　　0.00472

2.1　　0.0251

*ERG6 was not overexpressed in K-9, shown as control gene

第　4　節　　考察

低酸素、高エタノール濃度、高浸透圧、低温、高グルコース濃

度など酵母にとって清酒醸造条件は過酷なものと考えられる。清

酒酵母は他の産業用酵母に比較して高いエタノール耐性を持っ

ていることが知られていたが(Casey and Ingledew 1986)、本研究

においても清酒酵母S. cerevisiaeK-9は、実験室酵母S. cerevisiae

X2180-1Aと比べて、液体培地でも寒天培地でもエタノールを5%

添加した条件で、高い増殖能を示した(Fig.D　またエルゴステ

ロールは酵母の細胞膜の機能維持やエタノール耐性に重要な役

割を果たしていることが知られている(Bloch1983;Alexandreetal.

1994; SwanandWatson 1998; Inoueetal.2000)c　本研究の中で清酒

酵母K-9は実験室酵母X2180-1Aに比較して約3倍の総エルゴス

テロール量を持つことが示されたo　清酒酵母が約　20　%ものエタ

ノール濃度を達成することができる一因はその高いエタノール

耐性であると考え、グルコース濃度、浸透圧、低酸素、ユタノー
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ルなど清酒醸造に関連すると思われる環境要因がェルゴステロ

ールの細胞内の挙動にどのような影響を与えているか解析する

ために、清酒酵母K-9と実験室酵母X2180-1Aの細胞内エルゴス

テロールの分析を行った。

高濃度のグルコースはエルゴステロール合成を促進するが、浸

透圧は影響がなく、グルコ_-スのエルゴステロール合成に対する

促進効果は浸透圧によるものではないことが分かった。エルゴス

テロール合成には多くのATPをエネルギーとして要し(Parks and

Casey1995)、またエルゴステロール合成のスタートとなるアセチ

ルCo-Aも解糖系から供給されていることから、培地中のグルコ

ース濃度が高くなることによって、エネルギー供給及び合成系の

促進が起こり、総エルゴステロール量の増加が観察されたものと

考えるが、更に詳細な解析が必要であると思われる。

エルゴステロール合成には分子状酸素が必要であるため(Parks

and Casey 1995;Daumetal. 1998)、清酒醸造における低酸素状態

は酵母の総エルゴステロール量を低下させると予想される。さら

にエタノールは酵母の膜の弾性(Tierney et al. 2005)やェルゴステ

ロール合成に影響を与えるといわれており(Walker-Caprioglio et

al. 1990;Koukkou et al. 1993)、これら二つの要因は清酒酵母K-9

および実験室酵母X2180-1Aの総エルゴステロール量を低下させ

る効果が見られた。しかし、本研究で検討を加えた全ての条件下

で、清酒酵母K-9の総エルゴステロール量は実験室酵母X2180-1A

よりも多く、清酒酵母K-9が清酒醸造に関連する条件下でも高い

エルゴステロール合成能を維持しているといえる。

エルゴステロールは酵母細胞中で、細胞膜上で機能しているフ

リーのエルゴステロールと脂質頼粒に貯蔵されているステロー

ルエステルという二つの形態で存在しているが、膜に存在しラフ

トの形成を通して膜タンパク質の機能維持や膜の流動性に関与
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しているフリーのエルゴステロールの方が、酵母細胞の機能維持

に関しては重要であると思われる。低酸素条件下で、清酒酵母

K-9の総エルゴステロール量は大きく減少したが、フリーのエル

ゴステロール量の減少は小さい。これと比較すると実験室酵母

X2180-A　では低酸素条件下では総エルゴステロール量の減少は

小さいが、フリーのエルゴステロール量は大きく減少していた。

この結果から清酒酵母　K-9　は実験室酵母に比較して低酸素条件

下でもフリーのエルゴステロールのホメオスタシスが維持され

ていると考えられる。

さらに、エタノールの存在は酵母細胞のエルゴステロールのホ

メオスタシスに大きい影響を持っていることがわかった。エタノ

ールを培地中に添加することにより、培養　48　時間に見られた一

時的なフリーのエルゴステロール量の上昇が見られなくなった。

実験室酵母X2180-1Aでは総エルゴステロール量の減少は小さい

ことから、フリーの'ェルゴステロール量の一時的な上昇が見られ

なくなったのは、エルゴステロール合成の抑制が原因とは考えら

れないO　また、一時的なフリーのエルゴステロール量の上昇は見

られても、ベースとなるフリーのエルゴステロール量はどちらの

酵母でも安定していた。これらの結果から、フリーのエルゴステ

ロールのホメオスタシスはエルゴステロール合成量には大きく

影響されず、低酸素条件下やェタノール存在下でも膜の機能維持

に必要なフリーエルゴステロールの量を保っていると考えられ

る。

清酒酵母・実験室酵母ともに、正常な細胞の機能を維持するた

めにフリーのエルゴステロール量をコントロールすることは重

要であるが、フリーのエルゴステロールのリザ-バーと考えられ

るステロールエステルは総エルゴステロール量の約　65-99　%と

推算され、検討を加えた全ての条件下で清酒酵母K-9は実験室酵
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母X2180-1Aよりも総エルゴステロール量が多かった。これらの

結果から清酒酵母では高いエルゴステロール合成能により貯蔵

したステロールエステルを利用し、低酸素やェタノール存在下と

いうエルゴステロール合成が低下する環境の中でも細胞膜上に

存在するフリーのエルゴステロール量を維持することで醸造環

境下でも正常な細胞の機能を保っていると考えられる。

これらの結果は、 DNA　マイクロアレイを用いた清酒酵母　K-9

と実験室酵母X2180-1Aのエルゴステロール合成遺伝子の発現量

の比較結果とも一致していた。エルゴステロール合成遺伝子のう

ち、 9つが清酒酵母K-9で実験室酵母X2180-1Aよりも高発現し

ていた。特にエルゴステロール合成の上流での律速段階となって

いるHMG-CoAレダクタ-ゼをコードしているHMGlとステロー

ル合成酵素複合体の鍵と　なるタ　ンパク質をコードしている

ERG28 (Veen et al. 2003; Mo and Bard 2005)の高発現が清酒酵母

の高いエルゴステロール合成能、さらに清酒酵母の高いエタノー

ル耐性と関連していると思われる。清酒醸造では低酸素、高エタ

ノール濃度とエルゴステロール合成を低下させる条件が重なっ

ているが、清酒酵母の高いエルゴステロール合成能がこのような

環境下でのエタノール耐性の維持につながっているのではない

だろうか。

清酒酵母と実験室酵母のエルゴステロール合成遺伝子の発現

の違いは、 S. cerevisiae S288c由来の実験室酵母X2180-1Aに見ら

れるHAPlの変異が原因と考えられる(Gaisne et al. 1999)。 HAPl

は　HMGl　を初めとして複数のエルゴステロール合成遺伝子の転

写調節因子複合体に含まれるタンパク質をコードしている。さら

に清酒酵母由来のHAPlを実験室酵母X2180-1Aに導入した株の

ェルゴステロール合成遺伝子の発現とエルゴステロール合成量

が親株に比較して高くなるという研究もなされているが(Tamura
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etal.2004)、清酒酵母のエルゴステロール合成の制御については

さらに詳細な研究を進める必要があると思われる。

これまで、酵母のエタノール耐性については酵母細胞の総エル

ゴステロール量についてのみ検討が加えられてきたが、本研究の

中で、清酒酵母K-9は低酸素や高エタノール存在下条件下でも総

エルゴステロール量とフリーのエルゴステロール量を高く維持

することが示され、このような清酒酵母の能力が高いエタノール

耐性につながっていると考えられた。

第　5　節　　小括

酵母の細胞膜の状態を維持するためにエルゴステロールは必

要な構成成分であり、これまでも酵母のエタノール耐性に重要な

要素であることが知られていた。我々は、清酒醸造時に20%もの

高エタノール濃度を達成する清酒酵母　Saccharomyces cerevisiae

K-9　と実験室酵母X2180-1Aの細胞中のエルゴステロール量に対

して醸造条件がどのような影響を与えるか検討を加えた。清酒酵

母K-9は実験を行った全ての培養条件下で、実験室酵母X2180-1A

よりも多い総エルゴステロール量を持つことが分かった。エタノ

ールと低酸素は両方の株の総エルゴステロール量に対して相乗

的な抑制効果を示したが、特に実験室酵母X2180-1Aのフリーエ

ルゴステロール量に大きな抑制効果を示した。一方、清酒酵母

K-9のフリーエルゴステロール量に対する影響は小さかった。醸

造条件下でのフリーのエルゴステロール量の高いホメオスタシ

ス維持能力が清酒酵母の重要な特徴となっているのかも知れな

い。 DNA　マイクロアレイによるエルゴステロール合成遺伝子の

発現量の比較においても清酒酵母K-9では実験室酵母X2180-1A

に比べて高発現している遺伝子が多く見られた。
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第　2　章　　新規S-アデノシルメチオニン高蓄積変異株の取得方

法の開発と解析

第1節　　緒言

S-アデノシルメチオニン(SAM)はタンパク質、核酸、多糖類、

リン脂質、脂肪酸の主たるメチル基供与体であり、全ての生物に

おいて必要欠くべからざる代謝物である(TaborandTabor1984)と

ともに、含硫アミノ酸生合成経路の代謝調節に関与する化合物と

して関心を集めている(ThomasandSurdin-Kerjan1997)。一方、医

学的な研究では　SAMはアルコール性肝障害(Martinez-Chantar et

al. 2002, Purohit andRusso 2002; Lieber 2002)、うつ痛(Mischoulon

and Fava 2002, Saletu et ai. 2002, Nguyen and Gregan 2002)、関節

炎(padova 1987, Bradley et al 1994)、アルツハイマー病(Morrison

1996,Newman2000)など様々な病気に効果がある化合物であるこ

とが示され、医薬品としての大きな可能性が見出されており、ア

メリカでは1998年からドラッグストアなどで購入できるサプリ

メントとして、ヨーロッパでは1979年から処方等薬として利用

されている。このように　SAMの需要増加が見込まれているにも

関わらず、非常に高価であることから効率の良い生産方法が望ま

れており、これまでにいくつかSaccharomycescerevisiaeを用いた

SAMの効率的生産の試みがなされている。 Shiozakiらは、酵母、

細菌、カビ、放線菌など様々な微生物のSAM生産性を広く調べ、

S.cerevisiaeが、しかも清酒酵母の一群が非常に高濃度のSAMを

細胞内に蓄積することを見出した(1984;1989)。またShiomiらは

エチオニン耐性遺伝子を酵母の染色体に導入することで　SAMの

生産を増加させることができると報告している(1995)。これらの

試みにも関わらず、これまでサプリメントなど-の実用化が可能

27



な遺伝子操作を伴わない　SAM高蓄積酵母の効率的な選択方法は

報告されていない。

SAMが関与している生体反応のひとつにS.cereγisiaeにおける

エルゴステロール生合成経路がある。この経路では、チモステロ

ールが　ERG6にコードされるA-24-ステロールーC-メチルトランス

フェラーゼ(EC2.1.1.41)によってフェコステロールに変換され

る(Parks1958)。この反応で、SAMはメチル基供与体として働き、

消費される(Fig.7) (Dickinson and Schweizer 1999)c
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Fig. 7. Principle of the Nystatin Selection Method for the Isolation of

SAM-Accumulating Yeasts.

SAM is consumed at the transmethylation step as a methyl group

donor in the biosynthesis ofergosterol. Nystatin, an antifungal reagent,

interacts with ergosterol in the yeast cell membrane.　Some of the

nystatin-resistant mutants will have deficiencies in ergosterol

biosynthesis, and will consume less SAM than their parental strains.

Thus, SAM-accumulating mutants can be isolated efficiently by

nystatin-resistant selection.
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一方、ナイスタチンはこれまでにエルゴステロール合成系変異

株の選択に利用されてきた(Trochaetal. 1977;MolzahnandWoods

1972;Barton1974)。ナイスタチンは膜のエルゴステロールに結合

し、膜の透過性を上昇させることにより抗真菌作用を示す化合物

であり(Kobayashi and Medoff 1977)、増殖中の酵母にのみ抗菌作

用を示すことから、栄養要求性株等の濃縮操作によく用いられて

おり、 Inoue　らはこのナイスタチン濃縮法を用いてエタノール感

受性株の取得に成功している。得られた変異株5株とも全てerg6

に変異のある株であり、この株のエルゴステロール量は親株に比

べて少ないことが示された(Inoue et al. 2000)c　本研究で我々は、

エルゴステロールの合成ができなく　なった株では、消費される

sAMの量が少なくなることにより、親株に比べてSAMを高蓄積

するのではないかという仮説を立て、ナイスタチン耐性によりエ

ルゴステロール合成変異株を選択することによるS.cerevisiaeか

らの　SAM高蓄積株の選択方法の開発を試みた。また、得られた

SAM　蓄積酵母のサプリ~メントとしての利用の可能性を探るため

に凍結乾燥酵母中の　SAMの安定性と消化性についても解析を行

った。

第　2　節　　実験方法

第1項　　供試菌株・遺伝子破壊株の構築及び培養条件

本研究で使用された菌株をTable　2に示した。エタノール感受

性変異株es-5は清酒酵母K-9の一倍体株　SY-32　よりInoue　らに

よって取得された(2000)。 Xerg4　は実験室酵母　S. cerevisiae

X2180-1A　から、 Aerg4　とAerg6は　S. cerevisiae BY4742　から、

kanMX4の両端にERG4 ORFまたはERG6ORFのそれぞれ上流・

下流の500bpをつないだpcR産物を用いて作製した株である。
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YPD培地(2%　酵母エキス、 1%　ペプトン、　2%D-グルコー

ス)およびSD培地(0.67 % Difco yeast nitrogen base w/o ammo

acids、 2%D-グルコース)に栄養要求性を補完するアミノ酸を適

宜添加して使用した。ナイスタチン耐性変異株の選択には、 YPD

培地に　50　jig/mlとなるようにナイスタチンを加えた寒天培地を

用いた。酵母のSAM蓄積量の測定には、 SAMの蓄積を促進する

ために、0培地(5%D-グルコース、1%peptone、0.5%yeastextract、

0.4　%　KH2PO4、 0.2　%　K2HPO4、 0.05　%　MgSO4'7H20、 0.15　%

L-methionine、 pH 6)を用いて培養を行った(Shiozaki etal.1984)。

Table 2. Strains Used in This Study

Strain Genotype S ourc e

K-9

es5　　　脳T α Iys2 erg6

X2180-1A MATa

Xerg4

BY4742

A erg4

A erg6

MA T a erg4: :kanMX4

ANT α his3AI Ieu2AOIys2AOuraSAO

MAT α hisSAl leu2AOlys2∠¥Oura3AO

erg4 A ::kanMX4

ANT α his3AI Ieu2AOIys2AOura3AO

erg6 A :;kanMX4

sake yeast

Inoue et al. (2000)

laboratory yeast

In this study

Invitorgen

Invitorgen

Invitorgen

第　2　項　　ナイスタチン耐性変異株の取得方法

S.cerevisiaeK-9及びX2180-1AをYPD培地にて30-Cで一晩、

振塗で前培養を行い、遠心分離にて集菌した後、滅菌水で洗浄し

た菌体を少量の滅菌水に2.5×107cells/mlとなるように懸濁し、選

択培地に塗布した。生存率10-20%となるようにUV照射を行い、

30　-Cで4　日間培養した後に生育してきたコロニーを単離し、ナ

イスタチン耐性変異株として取得した。
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第　3　項　　酵母に含まれる　S-アデノシルメチオニンの定量方

法

酵母は、 4　mlの0培地に-白金耳植菌し、 30　-Cにて48時間

振塗培養を行った。得られた菌体は氷冷滅菌水で2回洗浄し、lml

の10　%過塩素酸水溶液に懸濁し、室温で1時間、緩やかに摸拝

しながら抽出を行ったのち(Shiozakietal.1984)、遠心分離にて得

られた上清を0.45|xmのフィルターで漉過し、Accusepfusedsilica

75　¥im x　60　cm (Waters Chromatography Division, Milford, MA,

USA)を使用し、キャピラリー電気泳動装置　waters Ion Analyzer

(Waters)を用いて測定した(Panak et al. 1997)c

第　4　項　　S-アデノシルメチオニン高蓄積株の増殖特性の評

価

ナイスタチン耐性変異株として取得された　SAM高蓄積株のエ

タノール存在下での増殖特性は、 YPD液体培地で30-Cで一晩振

塗培養した菌体を5%エタノール添加のYPD液体培地にOD660が

0.1となるように植菌し、 30　-Cで振塗培養しながら30分おきに

OD660を測定し、エタノール無添加での増殖特性と比較した。

第　5　項　　酵母に含まれる総エルゴステロール量の定量とステ

ロールの精製方法

酵母は、 5mlのSD培地に-白金耳植菌し、 30-Cで48時間振

塗培養を行った。得られた菌体の総エルゴステロール量は第1章

第2節　第3項に示した方法で測定した。また酵母から抽出され

たステロールの精製はエルゴステロールの定量と同じ条件の

HPLC条件で、各ステロール画分が単一ピークとなるまで分取・

精製を行った。また、各画分の精製および保存に関しては、 N2

置換を行うた密閉容器で行った。
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第　6　項　　　ステロールの同定方法

酵母から抽出・精製されたステロールは!H NMR　および13c

NMR及びGC-MSによって同定を行った。 lH及び13CNMR　の測

定はCDC13溶媒中でJEOL ECP-500 spectrometerを用いて測定し

た　CDC13の8h7.24ppmおよび8c 77.0 ppm　のシグナルをNMR

スペクトルの内部標準として使用した。ステロールのNMRシグ

ナルは^H-HCOSY,HM(〕Cおよび　HMBC　スペクトルにより取得

した　GC-MSスペクトルはShimadzu(∋P-5050Aspectrometer　を用

いて測定した。

ステロール1のシグナルは、IKNMR(500MHz,CDC13)85.93(d,

1H,J- 15.8Hz,H-23), 5.57ノ(dd, 1H,J- 8.9, 15.8Hz,H-22), 5.55

(m, 1H, H-6), 5.37 (m, 1H, H-7), 4.82 (d, 2H,J- 15.8 Hz, H-28),

3.60 (m, 1H, H-3), 2.53 (m, 1H, H-25), 2.45 (m, 1H, H-4), 2.26 (m,

1H,H-4),2.13 (m, 1H,H-20),2.06(m, 1H,H-12), 1.96(m, 1H,H-9),

1.90-1.84 (3H, H-l, H-2, H-14), 1.76-1.62 (3H, H-ll, H-15, H-16),

1.59 (m, 1H, H-ll), 1.46 (m, 1H, H-2), 1.4ト1.22 (5H, H-l, H-12,

H-15,H-16,H-17), 1.06(d,3H,J-6.6Hz,H-21), 1.06(d,3H,J-

6.6 Hz, H-27), 1.05 (d, 3H,J- 6.6 Hz, H-26), 0.93 (s, 3H, H-19),

0.63 (s,3H,H-18)であった13CNMR(125MHz,CDC13)のデータ

はTable3に示した。GC-MS　によって分子イオンピークはm/z394

に観測された。

ステロール　2 (zymosterol)のシグナルは、 *H NMR (500 MHz,

CDC13)85.07(t, 1H,J-7.1 Hz,H-24),3.60(m, 1H,H-3),2.10-1.92

(6H, H-7, H-ll, H-12, H-12,H-14, H-23), 1.90-1.78 (2H, H-2, H-23),

1.73 (1H,m,H-1), 1.70-1.47(6H,H-4,H-6,H-7,H-15,H-15,H-16),

1.66(s,3H,H-27), 1.58 (s,3H,H-26), 1.47-1.01 (llH,H-l,H-2,H-4,

H-5, H-6, H-ll, H-16, H-17, H-20, H-22, H-22), 0.93 (s, 3H, H-19),

0.92(d,3H,J-6.6Hz,H-21),0.59(s,3H,H-18)であった。13CNMR
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(125MHz, CDCI3)のデータはTable 3に示した。

分子イオンピークはm!z384　に観測された。

Table 3 13c chemical Shifts3 (ppm) of Isolated Sterols.

Carbon Sterol 1,　Stero1 2,　Stero1 4,

Atom Rt-2 1 min Rt-24min Rt-3 0min

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

ll

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

38.4

>.0

70.5

40.8

139.9

119.6

116.4

141.2

46.2

'.0

21.1

u

43.0

54.5

23.0

28.2

55.8

12.1

16.3

40.6

20.6

135.8

129.4

153.0

29.4

22.4

22.1

109.7

1.1　　　　　38.4

31.7　　　　　32.0

71.2　　　　　70.5

¥A　　　　　40.8

40.8　　　　139.8

25.5　　　　119.6

27.2　　　　116.3

128.3　　　　141.5

135.0　　　　46.2

i.7　　　　　37.0

23.0　　　　　21.1

>.9　　　　　39.2

42.1　　　　42.9

51.9　　　　　54.5

23.8　　　　　23.6

28.8　　　　　28.0

54.8　　　　　55.7

ll.2　　　　11.8

17.8　　　　　16.3

).1　　　　36.5

18.7　　　　19.0

.0　　　　　33.7

24.8　　　　　30.6

125.2　　　　39.1

130.9　　　　　31.5

17.9　　　　17.6

25.7　　　　20.5

15.4

a d 77.0 was used as the internal standard.

b Assignments may be reversed.
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GC-MS　において

ステロ-ノレ　4

(ergosta-5,7-dien

-3-ol)のシグナ

ルは、 *H NMR

(500　　　　MHz,

CDC13) 8 5.55 (m,

1H, H-6), 5.37

(m, 1H, H-7),

3.62　(m, 1H,

H-3), 2.45 (1H,

m,　H-4),　2.26

(1H, m, H-4),

2.07　(1H,　m,

H-12), 1.94-1.83

(4H, H-1, H-2,

H-14,　　H-23),

1.85　(1H,　m,

H-9), 1.75-1.64

(4H, H-ll, H-16,

H-22,　　H-23),

1.60-1.47　(5H,

H-2, H-ll, H-15,

H-15, H-25),



1.42-1.15 (7H, H-l, H-12, H-16, H-17, H-20, H-22, H-24), 0.92 (s,

3H,H-19),0.92(d,3H,J-6.4Hz,H-21), 0.84(d, 3H,J-6.6Hz,

H-27),0.77(d,3H,J-6.9Hz,H-28),0.76(d, 3H,/-6.6Hz,H-26),

0.63 (s,3H,H-18)であった。 13CNMR(125MHz,CDC13)のデータ

は　Table3に示した。GC-MSにおいて分子イオンピークはm/z398

に観測された。

第　7　項　　凍結乾燥酵母に含まれる　S-アデノシルメチオニン

の安定性

sAMを高蓄積させた後、凍結乾燥した酵母中のSAMの安定性

を-20、 4、 25　-Cの各温度で保存し、第2章　第2節　第3項に述

べた方法で　SAM　およびメチルチオアデノシン(MTA)の分析を行

った。凍結乾燥直後の菌体に含まれる　SAM量を100　%として保

存中のSAMの安定性を評価した。

第　8　項　　凍結乾燥酵母に含まれる　S-アデノシルメチオニン

の消化性

生菌及び凍結乾燥した　SAM　蓄積酵母から、消化管滞留中の

SAMの消化性を調べるために、擬似消化液中でのSAM抽出実験

を行った　HClでpH 1.2に調整したmilliC)に3.2mg/mlペプシ

ンを添加、または無添加の溶液を擬似消化液(SGF)として用意し、

生菌または凍結乾燥したSAM蓄積酵母を懸濁後、37-Cでゆるや

かに摸拝しながら消化を行った(Astwoodetal.1996)。 0,5,15,30,

60, 120　ごとに反応を停止し、菌体を遠心分離により除いた後の

上清画分に含まれる　SAMを直接、第2章　第2節　第3項に述べ

た方法で分析した。本実験に用いた酵母の集菌時、または凍結乾

燥調整時の酵母を第2章　第2節　第3項で示したように、 10%過

塩素酸溶液で1時間抽出したときの　SAM量を100　%として、各

34



反応時間における　SAMの消化性を評価した。

第　3　節　　　実験結果

第1項　　清酒酵母及びエタノール感受性株es5のS-アデノシ

ルメチオニン及びエルゴステロール量

ナイスタチン耐性変異株として取得されたS. cerevisiae es5株

は　erg6変異を持っておりエルゴステロール合成量は非常にに少

ないものであった(Inoue etal.2000)c　エルゴステロール合成系に

変異のある株は、 SAM　を高蓄積しているという仮説通りであれ

ば、この　es5株は　SAMを蓄積していると考えられる。そこで、

このS.cerevisiae es5と親株であるK-9のSAMとエルゴステロー

ルを測定した　K-9　のエルゴステロールは　9.30　mg/g dry cell

weightであったが、 es5ではわずか1.04mg/gdrycellweightであ

った。この結果は、 Inoueらの報告と一致した(Inoueetal.2000)c

一方、 es5のSAMは45.7mg/gdrycellweightであり、 K-9の3.5

倍蓄積していた。この結果からも、エルゴステロール合成変異が

es5のSAM蓄積を引き起こしたと考えられる。

K-9　は他の酵母よりも高いレベルの　SAM　を蓄積することが報

告されており(Shiozakietal.1984)、我々はナイスタチン耐性変異

株の選択による　SAM高蓄積株の取得にK-9を親株として使用す

ることとした。

第　2　項　　　ナイスタチン耐性変異株の取得及び　S-アデノシル

メチオニン畳

まず、 10-20%の生存率となるようにUV照射による変異処理

を行った後、選択培地を用いてナイスタチン耐性変異株を単離し

た。二次スクリーニングとして選択培地によって取得されたナイ
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スタチン耐性変異株の　SAMおよびェルゴステロール量を測定し

た。

K-9からは34株、 X2180-1Aからは100株のナイスタチン耐性

変異株を単離し、ナイスタチン耐性変異株の頻度はそれぞれ　3×

10-6と1.0×10-5であった。

次に、得られたナイスタチン耐性変異株の　SAM蓄積量を測定

した。K-9から得られた34株のナイスタチン耐性変異株のうち3

株が親株に比較して1.7-3倍のSAMを蓄積していた(Fig.8),こ

れらの株をそれぞれ　KUN14、 KUN18、 KUN22　と命名した。

X2180-1A株から得られた100株のナイスタチン耐性変異株のう

ち、 8株で親株に比較して4.2-5.5倍の　SAMを蓄積していた。

これら　8　株のうち　SAM　蓄積量の多い　5　株をそれぞれ　XUN2、

XUN12、 XUN15、 XUN49、 XUN89　株と命名した。親株である清

酒酵母K-9は、実験室酵母X2180-1Aよりも約4倍のSAMを蓄

積しており、この結果はShiozakiらの報告とも一致した(1984),
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Fig.8. SAM Contents of SAM-Accumulating Mutants Isolated from S.

cereVisiae K-9 (A), and X2180-1A (B).

The yeast strains, cultured in SD medium for 48 h at 30C.
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第　3　項　　S-アデノシルメチオニン高蓄積株のエルゴステロ

ー-　i'H.

清酒酵母から得られた　SAM　高蓄積変異株　KUN14、 KUN18、

KUN22のエルゴステロール量は親株に比較して、おおよそ50%、

50%、 20%であった。実験室酵母から得られたSAM高蓄積変異株

ⅩUN株のエルゴステロール量は　HPLC　による分析では検出でき

ないほど減少していた(Fig.9)。
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Fig. 9. Ergosterol Contents of SAM-Accumulating Mutants Isolated from

S, cerevisiae K-9 (A), and X2180-1A (B).

The yeast strains, cultured in SD medium for 48 h at 30C.

第　4　項　　S-アデノシルメチオニン高蓄積株の増殖特性

ナイスタチン耐性変異株として取得された　SAM高蓄積株は親

株に比べてエルゴステロール量が減少していたことから、エルゴ

ステロール合成系に変異があると考えられるOエルゴステロール

は酵母のエタノール耐性に重要な役割を果たしていることが報

告されているため、得られた　SAM高蓄積株のエタノール耐性を
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5%エタノール存在下での増殖特性として評価した。結果を　Fig.

10　に示した。清酒酵母　K-9　から取得した変異株は、増殖初期の

遅延は見られなかったが、対数増殖期での増殖速度は親株と比較

すると遅くなっていた。実験室酵母X2180-1Aから取得された変

異株は、増殖初期から親株よりも増殖が遅くなっていた。

10　　　15　　　20　　　25　　　　　　　　　　10　15　20　25　30　35　40

Incubation time ( hr )　　　　　　　　　　Incubation time ( hr )

Fig. 10. Growth Profiles of SAM-Accumulating Mutants Isolated

from S. cereγisiae K-9 (A), and X2180-1A (B).

The yeast strains were pre-cultured in YPD medium for 24 h at

30℃　and were inoculated in YPD medium containing 5 % ethanol.

第　5　項　　　S-アデノシルメチオニン高蓄積株で増加するステ

ロールの同定

K-9　から得られた　SAM高蓄積株のステロール組成は、親株の

ステロール組成とは異なっていた(Fig.ll)c　このことは、 SAM高

蓄積株のエルゴステロール合成系には何らかの変異が生じてい

ることを示唆している。そこで　SAM高蓄積株のエルゴステロー

ル合成系の変異を詳細に調べるために、 KUN14およびKUN18で

蓄積が認められたステロールに焦点を当て解析を行った　KUN14
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と　KUN18の二つの株はSAM及びエルゴステロール量、エタノー

ル5%存在下での増殖特性、ステロール組成がほぼ同じであるこ

とからェルゴステロール合成系に同じ変異が生じていることが

予想された。 KUN14及びKUN18では親株ではわずかしか検出さ

れないステロール(Sterol1:RT-21min)が蓄積し、親株で多く見ら

れるステロール(Sterol 3: RT-24min)が減少していた(Fig.H)t　こ

のことから　KUN14で特異的に蓄積しているステロールの解析を

行い、 KUN14　のエルゴステロール合成系の変異について解析を

行った。

b

era

e

Fig.ll. HPLC Chromatograms of Sterols Extracted from S. cerevisiae

K-9 and SAM-Accumulating Mutant KUN14.

親株である清酒酵母K-9およびSAM高蓄積株KUN14より調整

したステロール画分は、 HPLCでエルゴステロールの定量と各ス

テロールの精製を行い、得られた精製ステロールの同定をGC-MS

およびNMRで行った。

S. cerevisiae K-9から　HPLCにより検出されるステロールは4

種類あり、エルゴステロールの定量を行う分析条件と同じ条件で

ステロールの精製を行った　Stero11はHPLC分析では21分のリ

テンションタイムを示しており、 GC-MS　の分子イオンピークは

m/z　394であったことから　C28H420の分子式であることが分かっ

た　Stero11の構造は>H,13CNMRおよび　2DNMR　により決定し、
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13CNMRのデータはTable3に示した。 1H-lHCOSYおよびHMBC

を解析するこ　とによって　Stero1 1は　ergosta-5,7,22,24(28)-

tetraen-3-olであると決定した。

Stero12はHPLC分析では24分にリテンションタイムを示して

おり、 GC-MS　での分子イオンピークは　m/z　384　であり分子式

C27H440と決定した　Stero12の構造はJH,13CNMRおよび2DNMR

を解析することによって決定した　13C NMRのデータはTable3

に示した　^H-H COSY　および　HMBC　を解析することによって

Stero12　はチモステロールであると決定した。また、NMRデータ

は既に報告されているスペクトルデータ(Taylor et al. 1981)と一

致した。

Stero13　はHPLC分析では26分のリテンションタイムを示した。

Stero1 3のlHおよび13C NMRデータは標晶エルゴステロールの

データと一致しており、エルゴステロールと決定した。

Stero1 4はHPLC分析では30分のリテンションタイムを示し、

GC-MSでの分子イオンピークはm/z398であったことから分子式

C28H460と一致した　Stero14の構造は!H,13CNMRおよび2DNMR

を解析することによって決定した13C NMRのデータはTable3

に示した　^H-H COSY　および　HMBC　を解析することによって

Stero1 4はergosta-5,7-dien-3-olと決定した。

KUN14から得られるステロールは主に二種類あり、HPLCクロ

マトグラム、 GC-MSスペクトル、 lHおよび13C NMRデータと

HPLCでのStero1 1と　Stero1 3の標晶のデータとの比較によりそ

れぞれ　ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3-ol (Fig.12)とエルゴステロ

ールと決定した。 Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3-olはエルゴステ

ロールの直接の前駆体であり、 ERG4にコードされる　C-24(28)ス

テロールレダクタ-ゼによってエルゴステロールに変換される

(Zweytick et al. 2000)c
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Fig.12. Proposed Structure of the Sterol Accumulated Specifically by

KUN14 (stero1 1).

Sterol 1 was identified as ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3-ol, and as

the direct precursor ofergosterol. The numbers in this figure correspond to

carbon numbers in Table 3.

第　6　項　　erg4破壊株の　S-アデノシルメチオニン及びエルゴ

ステロール含量

erg4変異がSAM蓄積を引き起こしていることを確認するため、

実験室酵母BY4742及びX2180-Aのerg4破壊株のSAMおよびエ

ルゴステロール量を分析した(Table4)二つのerg4破壊株は親

株に比較してSAMを高蓄積していた。これらerg4破壊株ではエ

ルゴステロールは検出されなかったが、 KUN14およびKUN18で

蓄積が見られた　erg4変異株に蓄積するエルゴステロール合成中

間体　ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3-ol　が検出された(data not

shown)t

Table 4. SAMContents of erg Genes Disruptants and Their Parental Strains

Strain SAM cell wei

X2180-1A

Xerg4

BY4742

A erg4

3.77

7.43

ll.1

16.3

18

Yeast strains were cultivated in O- medium for the determination of SAM

at 30-C for 48 h aerobically.
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第　7　項　　凍結乾燥酵母に含まれる　S-アデノシルメチオニン

の安定性

これまでに述べた方法により、 SAM　高蓄積株の効率的な選択

方法が確立された。しかしながら　SAM高蓄積株を酵母のもつ豊

富なビタミンやタンパク質などの有効成分と共に利用するため

の課題は、酵母に含まれるSAMの安定性と消化性であると考え、

まず凍結乾燥酵母中のSAMの安定性を評価した。

120、 4、 25　-Cの各温度で凍結乾燥酵母を6ケ月間保存し、各保

存期間での　SAM量を定量し、凍結乾燥酵母調整時の　SAM量を

100%とした時の残存量として評価した。結果をFig. 13に示す。

凍結乾燥酵母中のSAMは-20　-Cでは6ケ月間保存後もほとんど

減少していなかったが、 4oCでは6カ月後には57.0　%にまで減

少していた。ところが25-Cでは2週間で65.7%まで、さらに6

ケ月後には3.6%にまで減少していた。

c

喜60
<
声望

zl) 40
° ▼・一l

s=
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2　　　　　　4

Storage period (month)

Fig. 13. Stability of SAM in Lyophilized SAM Yeast Cells during

Storage.

Lyophilized SAM yeast cells were stocked at -20。C (filled circle),

4-C (filled square) and 25。C (filled triangle) for 6 months.
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SAM　は熱に対して不安定な物質であり、室温程度の熱によっ

ても徐々に分解してメチルチオアデノシン(MTA)に分解されるこ

とが知られている(Zappia et al. 1969)。そこで凍結乾燥酵母中の

MTAについても分析を行った(Fig.14)。 SAMの経時的な減少に

伴い、 MTAの増加が見られ、保存温度に依存して　SAM　の　MTA

-の分解が促進されていることが示された。
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Fig. 14. MTAin Lyophilized SAMYeast Cells during Storage.

Lyophmzed SAM yeast cells were stocked at -20。C (filled

circle), 4。C (filled square) and 25-C (filled triangle) for 6 months.

第　8　項　　凍結乾燥酵母および生菌に含まれる　S-アデノシル

メチオニンの消化性

SAM　は酵母の液胞中に蓄積されており、これが消化管で吸収

されなければsAM高蓄積株をそのまま利用することはできない。

そこで、擬似的な条件下でSAMの酵母からの抽出を検証した。

SAM　蓄積酵母を凍結乾燥処理したものと清酒粕などに含まれ

る場合を想定した生菌の擬似消化液sGF中でのSAM消化率を測

定した(Fig. 15)凍結乾燥酵母では、 SGF消化開始時において
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81.8　%のSAMが抽出されていた(Fig.15　A)。 30分後には消化率

は平衡に達していた。生菌ではSGF消化開始時には、 0.23%しか

SAMは抽出されていないが、経時的にSAM消化率は上昇し約60

分で平衡に達した。凍結乾燥した　SAM蓄積酵母では、ペプシン

の有無や酵母の量に関わらず高い消化率を示した。生菌では、酵

母の量が多くなると消化率がやや低下しているが　60　分でほぼ

80%の消化率となっており(Fig.15　B)、凍結乾燥酵母、生菌共に

消化管での消化吸収に問題はないと思われる。

また、 SAMはSGF中で37-C、 120分間安定であることも分か

った。
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Fig. 15. Digestive Efficiency of Lyophilized and Viable SAM Yeast

cells in SGF.

SGF consists of sterilized water adjusted to pHl.2　with

hydrochloric acid with pepsin (open symbols) and without pepsin (closed

symbols).　Lyophilized (A) and viable (B) SAM yeast cells 2 mg/ml

(circles) and lOmg/ml (triangles) of SGF were incubated at 37-C for 120

min.
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第　4　節　　考察

私は、酵母のエルゴステロール合成系に変異を生じることで

SAM　高蓄積を引き起こすと仮定し、ナイスタチン耐性変異株選

択による新規　sAM高蓄積株取得方法を開発した。清酒酵母　K-9

および実験室酵母X2180-1Aから　Uv照射による変異とナイスタ

チン耐性変異株の選択により　SAM高蓄積株の取得に成功した。

X2180-1A　から取得された変異株ではエルゴステロール量は検出

できないほど減少しており、 SAM蓄積量は親株に比較して4.2-

5.5　倍も高蓄積していた　K-9　から取得された変異株では、 SAM

蓄積量およびエルゴステロール量の変化は、実験室酵母

X2180-1Aから取得された変異株で見られたSAM蓄積量の増加量

と比べて少なく、エルゴステロール量の減少は小さかった。この

違いは、 K19は二倍体であり　X2180-1Aは一倍体であることに起

因していると考えられる。つまり　X2180-1Aから得られた変異株

では、エルゴステロール合成系に生じた変異によりエルゴステロ

ールの合成がほぼ完全に遮断されているが、二倍体であるK-9か

ら得られた変異株では一方の遺伝子が野生型であるため、エルゴ

ステロールの合成は部分的に減少するに過ぎないためと考えら

;!「蝣'.)

KUN14およびKUN18で蓄積していたStero1 1がエルゴステロ

ールの直接の前駆体であり、Erg4pの基質であることが同定され、

KUN14およびKUN18に生じた変異はerg4であることが示唆され

た。さらに、 X2180-1AおよびBY4742から　kanMX4　ORFにより

ERG4ORFを破壊することにより作成した二つのerg4破壊株でも

親株に比べて　SAMを高蓄積していることが示された。清酒酵母

K-9および二つの実験室酵母から取得されたerg4変異株がすべて

SAM高蓄積株となったことから、Erg4pが触媒する生合成反応は
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エルゴステロール合成系においてSAMを消費するErg6pが触媒

する生合成反応よりも下流であるにも関わらず、 sAM　高蓄積を

引き起こすことが示された。エルゴステロール合成系の代謝中間

体であるergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3-olの蓄積がエルゴステロ

ール合成を抑制し結果的に　SAMの蓄積を引き起こしているのか

もしれない。これらの結果から　erg6変異以外でもエルゴステロ

ール合成系の変異がsAMの蓄積を引き起こすことが示された。

このようにして取得された　SAM高蓄積酵母の菌体をサプリメ

ントなどの形で利用するための検討も行った　SAM　の凍結乾燥

菌体中での安定性は、温度の影響を大きく受け、 6ケ月の安定性

を維持するためには-20-Cでの保存が必要であった　SAMはメチ

ル基供与反応に関与するメチルスルホニウムイオンを分子内に

有しているため、熱やアルカリに対して不安定であることが知ら

れている。今回の結果でも、温度に依存して　SAMの安定性は低

下しており、 SAMの減少に伴いSAMの熱分解により生成するこ

とが報告されているMTAの生成が確認され、 SAMの分解が熱に

大きく影響されることが示された。

次に、サプリメントとして利用が想定される凍結乾燥菌体およ

び、日本で古くから食されてきた酒粕に含まれる生菌体について

擬似消化液SGF中でのSAMの抽出性を検討した。凍結乾燥菌体

では処理開始直後にほとんどの　SAMが抽出されており、高い消

化性が示された。また生菌体からの抽出では、経時的に消化率は

上昇し、 60分で約80%のSAMが抽出されており、通常の消化管

の滞留時間内に良好に抽出されることが示された。凍結乾燥酵母

では細胞の膜のバリア性が失われることで生菌に比べて消化性

が高くなったと考えられる。また、 SAM　はアルカリに対しては

不安定であることが知られているが、消化管内部のような酸性条

件下では比較的安定であり、本研究でもpH1.2のSGF中では37
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oc、120分間は安定であることが確認された。このようにSAM高

蓄積酵母は　SAM安定性に課題は残るものの、消化管における消

化性には問題がなく保存に留意すれば有効なサプリメントとし

て利用可能であると考えられる。

本研究において、ナイスタチン耐性となるエルゴステロール合

成系の変異が　SAM高蓄積を引き起こすことを示した。清酒酵母

K-9および実験室酵母X2180-1Aからナイスタチン耐性変異株を

選択することで、高頻度で　SAM高蓄積株を取得することに成功

した。このようにナイスタチン耐性による選択方法は　SAM高蓄

積株の非常に有効な選択方法といえる。さらに本方法を用いるこ

とにより遺伝子操作なしに　SAM高蓄積株を取得できることから

SAM　の産業用生産棟の取得にも有効であるといえる。既に、清

酒酵母が様々な微生物の中でももっとも多くの　SAMを蓄積する

ことが報告されていることから(Shiozakietal.1984)、清酒酵母か

らさらに　SAMを高蓄積する株が取得できたことは産業利用の点

からも注目すべき点であろう。今後も、 SAM　高蓄積株を利用し

たSAM生産方法の検討やsAMの安定性の向上についての研究が

望まれる。

第　5　節　　小括

S-アデノシルメチオニン(SAM)は全ての生物において多くの生

体反応にメチル基供与体として関与している重要な物質である

とともに、うつ痛・肝機能障害・関節炎などの多くの疾病に有効

であることから医学的研究においても非常に大きな関心が持た

れている。医学や産業利用-の期待から、より効率的な　sAM生

産方法の開発が望まれている。S.cerevisiaeの多くのSAMを消費

する生体反応の中にエルゴステロール合成系のErg6pが触媒する
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メチル基転移反応があるoそこで我々はエルゴステロール合成系

の変異株はエルゴステロール合成で消費される　SAMの量が減少

することにより、 SAMが蓄積するのではないかと考え、 sAM高

蓄積株の取得にこれまでエルゴステロール変異株の取得に用い

られてきたナイスタチン耐性変異株選択方法の応用を試みた。本

選択方法を用いることにより清酒酵母S. cerevisiae K-9および実

験室酵母S. cerevisiaeX2180-1Aから効率的にSAM蓄積株を取得

することができた。これらの株は親株に比較して1.7-5.5　倍の

SAMを蓄積していた。 NMRおよびGC-MSによる解析でK-9か

ら得られた二つのSAM高蓄積株はerg4変異であることが示唆さ

れ、さらに二つの実験室酵母X2180-1AおよびBY4742から作成

したerg4破壊株でも親株に比べてSAMを高蓄積していることが

確認された。これらの結果から、エルゴステロール合成系でSAM

を消費するErg6pよりも下流の酵素をコードする遺伝子に起こる

変異でも　SAM蓄積を引き起こすことが示された。またSAM蓄積

酵母菌体中の　SAMを安定的に保存するためには-20　-Cでの保存

が必要であるが、菌体からの消化性には問題がなくサプリメント

としての利用の可能性が示された。
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第　3　章　　酵母細胞中に蓄積されたS-アデノシルメチオニンの挙動

第1節　　緒言

S-アデノシルメチオニン(SAM)は多くの生体反応にメチル基供与体と

して関与しているだけでなく、含硫アミノ酸代謝のホメオスタシスにお

いても重要な役割を果たしており、細胞にとっては重要な化合物である

(Thomas and Surdin-Kerjan 1997)。酵母細胞では、細胞質内のSAM濃度

を制御し、含硫アミノ酸のホメオスタシスを維持するため過剰な　SAM

は液胞中に蓄積されている(Nakamura and Schlenk 1974)c　細胞質のSAM

濃度が高くなると、SCFMet3複合体を介した転写活性化因子Met4pの分解

によりMET遺伝子の転写が抑制される(Rouillonetal.2000)c　また、正常

な液胞を形成することのできないクラス　Cのvps変異株では、余剰の

SAMを液胞中に蓄積することができないため細胞質内のSAM濃度を制

御できず、メチオニン要求性の表現型となるものがある(Jacquemin-Faur

etal. 1994,ChanandAppling　2003)。液胞-のSAMの蓄積機構について

解析を行った研究は多く見られるが、一旦細胞内に蓄積された　SAMが

再び利用されているかどうかについての研究は見られない。筆者らは、

酵母細胞中に蓄積されたSAMはS源やN源の枯渇した条件下では再び

細胞増殖に利用されるのではないかと考えた　SAMはATPとメチオニ

ンから合成され、様々な生体反応に使われる高エネルギー化した硫黄イ

オンがあることから、酵母は含硫アミノ酸のホメオスタシスを保つため

だけにSAMを蓄積するのではなく、生体反応に再利用可能なS源ある

いはエネルギー源の貯蔵として蓄積しているのではないかと考えた。筆

者らは、この仮説を検証するために、様々なN源、 S源を含む条件下で

の酵母細胞内の　SAM消費速度、増殖速度や最終菌体収率について解析

を行った。

49



第　2　節　　実験方法

SAM高蓄積酵母および低蓄積酵母は表5に示した培地AおよびBを

用いて、 30-C、 24時間振塗にて前培養を行い作製したO　これら二つの条

件下で培養を行った酵母を新鮮なAおよびB培地にOD660が0.1となる

ように植菌し、 30-Cで振畳培養を行った。さらに、 SD培地にN源およ

びS源として含まれる硫酸アンモニウムの代わりに尿素を用いたC培地

と、 YNB without amino acids and ammonium sulfateのみを含むD培地を

用いた。酵母中のSAMは既に報告した方法(第2章第2節第3項)

により分析を行い、酵母の増殖はOD660で測定した。

Table 5　Compositions of Media Used in This Study *1

Medium A B C D

YNB w/o a.a. and (NH4)2SO4　　0.17　　0.17　　0.17　　0.17

(NH4)2SO4

L -Methionme

Urea

D-Glucose

0.5　　　　0.5

0.15

0.23

2　　　　2　　　　2　　　　2

* 1 : Compositions are expressed as by percentages

第　3　節　　実験結果及び考察

Saccharomyces cerevisiae K-9をSD培地に0.15 %メチオニンを添加し

たA培地で培養を行うことにより、酵母の細胞中にはSAMが蓄積する

(以下、high-SAM酵母とする)が、メチオニンや他のアミノ酸を添加せず、

(NH4)2S04のみを含む通常のSD堵地であるB培地で培養を行うとSAM

の蓄積はほとんど認められなかった(以下Iow-SAM酵母とする)。これら

二つの条件下で前培養を行った酵母の様々なN源、 S源を含んだ培地で

のSAMの消費速度と菌体増殖速度を解析し、菌体内のSAMが培地中の
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N源、 S源にどのような影響を受けているのか解析を行った　high-SAM

酵母をそれぞれA、 B、 C培地に植菌した場合、これらの酵母の増殖速

度はほぼ同じであった(Fig. 16a)c

当　0.8

月
:-MWf

0.4

0.2

0
0　　1

Incubation time (h)

Fig. 16. SAM Contents and Growth Rates of High- and Low-SAM Containing

yeasts.

SAM consumptions and growth rates of high-SAM-containing yeast (a),

low-SAM-containing yeast (b), in A medium (open triangles: SAM contents, closed

triangles: growth), B medium (open squares: SAM contents, closed squares:

growth), C medium (open circles: SAM contents, closed circles: growth),

compositions of media are shown in Table　5. Yeast cells were inoculated at

OD66o-0-l, and cultured at 30 -C aerobically.

このとき、植菌されたhigh-SAM酵母中に蓄積されていたSAMは、 N源

として尿素のみを添加しておりS源の少ないC培地では速やかに消費さ

れているが、メチオニンを含むA培地では緩やかに、そして、 (NH4)2S04

を含むB培地ではA培地とC培地の間の速さでSAMが減少していた0

このように、酵母の細胞中に蓄積されたSAMの消費速度は、培地に令

まれるN源やS源の量や種類に関係していることが示された。
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これとは逆に、培地中のN源、 S源が酵母細胞中のSAMの蓄積にど

のような影響を与えるのかを解析するために、 low-SAM酵母をA培地、

B培地、 C培地に植菌した。このとき、メチオニンを含むA培地のみで

細胞中にSAMの蓄積が見られた(Fig. 16b)。 A培地に植菌した直後から

細胞中にSAMの蓄積が観察されることから、 A培地中に含まれるメチ

オニンは酵母細胞に取り込まれた後、速やかにSAMに変換されている

ことが分かった。 Low-SAM酵母の増殖速度は培地によって異なってお

り、(NH4)2S04を含むB培地で最も早く、次にメチオニンを含むA培地、

N源として尿素のみを添加しておりS源の少ないC培地でもっとも遅く

なっていた。 C培地におけるIow-SAM酵母の増殖の遅れは、菌体中にも

培地中にもS源が少ないためと考えられる　high-SAM酵母を植菌した

場合では、 S源の少ないC培地での増殖速度はN源やS源が十分に含ま

れるA培地やB培地と同じ増殖速度を示したことから、菌体内のSAM

はS源の制限された条件下では酵母の増殖に利用されていると考えられ

る。また、 high-SAM酵母をメチオニンを含むA培地に植菌した酵母の

増殖速度は、 S源がA培地に比べて少ないB培地、 C培地に植菌された

high-SAM酵母と比較するとほぼ同じであった。これは培地中のS源が

不足していても菌体内のSAMをS源として利用することができるため、

high-SAM酵母をN源として尿素しか含まずS源が少ないC培地に植菌

した場合でも、 S源を多く含むA培地やB培地とほぼ同じ増殖速度を維

持できたのではないかと考えられる。ところがA、B、Cの各培地での、

high-SAM酵母とIow-SAM酵母の増殖速度を比較してみると、むしろ

low-SAM酵母の増殖速度の方が速くなっていることが分かった。この結

果は、細胞内のSAMの蓄積は増殖を促進するのではなく、むしろ増殖

の遅れを引き起こしていると考えられる。これはvps変異株における

SAMの異常蓄積が増殖阻害を引き起こすという報告(Jacquemin-Faur et

al. 1994, ChanandAppling　2003)と一致している。これらの結果から、

細胞内に蓄積されたSAMには酵母の増殖に対して二つの相反する効果
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-ひとつは増殖に利用可能なS源として、もうひとつは増殖抑制因子と

して-を持っていると考えられる。しかしながら、これまでの実験結果

では、 high-SAM酵母とlow-SAM酵母の各培地での増殖速度の違いは酵

母細胞中に蓄積されたSAMの増殖抑制効果だけが原因となっている可

能性が残っている。そこで、SAMが細胞の増殖に利用されるのであれば、

酵母細胞に蓄積されている　SAMの量が菌体増殖量に違いをもたらすと

考え、 high-SAM酵母とIow-SAM酵母をN源、 S源ともに制限されたD

培地(Table 5)にOD660が0.05となるように植菌し増殖量を調べた。 D

培地に植菌されたIow-SAM酵母は先に述べた結果と同じく、増殖初期に

はhigh-SAM酵母よりも早い増殖速度を示し、細胞内のSAMの増殖抑制

効果の再現性が確認できたO　しかし、 low-SAM酵母は増殖初期には

high-SAM酵母よりも速い増殖速度を示しながらも、増殖量はhigh-SAM

酵母の増殖量の約3/4にとどまった(Fig.17)e
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Fig. 17. SAM Contents and Growth Profiles of High- and Low-SAM-Accumulating

Yeasts in D medium

High- (open circles: SAM contents, closed circles: growth) and low-SAM

(open triangles: SAM contents, closed triangles; growth) accumulating yeasts were

inoculated in D medium, whose composition was shown in Table 1, at OD660-0.05, and

cultured at 30 -C aerobically.
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N源、 S源が制限された環境下でのlow-SAM酵母とhigh-SAM酵母の増

殖量の違いは、細胞内に蓄積されたSAMがN源あるいはS源として増

殖に利用されており、その細胞内sAM蓄積量の違いが利用可能なN源、

S源の差となり、ひいては細胞増殖量の違いとなって現れたと考えられ

る。

以上の結果から、含硫アミノ酸のホメオスタシスのため酵母の液胞内

に蓄積され、細胞質中の濃度の調節が行われていると考えられる　SAM

は、培地中に含まれるN源、 S源の種類や量に応じて酵母の増殖に利用

されていることが示された。

第　4　節　　小括

培養中に酵母細胞に蓄積される　S-アデノシルメチオニン(SAM)は、

酵母の増殖に対して二つの効果を持っている。酵母細胞中の高濃度の

SAMは、増殖初期には増殖を抑制するが、 N源やS源の制限された培地

では増殖量を増加させる効果がある。細胞質中のSAM濃度のコントロ

ールのために液胞中に蓄積されるSAMは培地中のN源やS源の種類や

量に応じて再利用されていることが示された。
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第　4　章　　清酒酵母の遺伝子発現プロファイルの解析

第1節　　緒言

清酒は、米を原料として作られる伝統的なアルコール飲料である。米に

含まれるでんぷんは蒸し米の表面にAspergillusoryzaeを生育させた麹の

生産するアミラーゼによってグルコース-と変換される。でんぷんから

グルコース-の糖化と酵母によるグルコースのエタノール-の変換はも

ろみ中で同時に進行する。ビール醸造では糖化と発酵は別々の工程で行

われるが、清酒醸造ではこれら二つの工程が同時に行われることが大き

な違いとなっている。この糖化と発酵が平行して行われる清酒の醸造方

法は並行複発酵と呼ばれている。清酒酵母は10-15-Cで15-20日間に

及ぶ清酒醸造において他に類を見ない約20%ものエタノール濃度を達成

することができる。

清酒酵母は何百年もの歴史の中で、高アルコール耐性、高エタノール

生産性、低温における高い発酵能や高浸透圧耐性などの清酒醸造に適し

た特徴を有する酵母が選択されてきた。より良い品質の清酒を醸造する

ために、高エステル生産能、低有機酸生成、低アミノ酸生成など清酒の

香味に影響を与える酵母の性質についても優良清酒酵母の選択の要件と

されてきた。

清酒酵母は実験室酵母Saccharomyces cerevisiae X2180-1Aなどと同じ

属に分類されているが、この二つの酵母の性質は大きく異なっており、

特に醸造特性に関しては大きな違いが見られる。清酒酵母のトランスク

リプト-ム解析データをもとにストレス耐性のある酵母の育種を行う試

みでは(Hirasawaetal.2006)、 DNAマクロアレイが清酒酵母の特徴の違

いを解析するためのツールとして用いられてきた。我々は、清酒酵母S.

cerevisiae K-9と実験室酵母S. cerevisiaeX2180-1Aの特性の違いを、通常

の培養と醸造の大きな違いのひとつである振畳と静置という二つの培秦
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条件下でDNAマイクロアレイによる解析を行い、これら二つの酵母の

醸造特性に関する違いを解析した。

第　2　節　　実験方法

第1項　　供試菌株及び培養方法

DNAマイクロアレイによる解析に用いた酵母は、 S. cerevisiaeK-9 (協

会9号、清酒酵母)およびS. cerevisiaeX21S0-1A (MATa、実験室酵母)

である。これら二つの株は、 YPD培地で30-C、 24時間、振迫にて前培

養を行い、100mlのYPD培地にOD660が0.1となるように植菌を行った。

培養は30-Cで振畳あるいは静置培養でOD660が1.0になるまで行った。

菌体を回収するまでに要した培養時間は、振塗培養ではK-9で6.5時間、

X2180-1Aで7.5時間であり、静置培養ではどちらの株も9.8時蘭であっ

た。

第　2　項　　DNAマイクロアレイ

OD660が1.0に達した酵母細胞は、遠心により回収し、冷滅菌水で二回

洗浄を行う。回収菌体からのトータルRNAの抽出はホットフェノール

法にて行った(KohrerandDomdey1991)0 DNAマイクロアレイに用いる

プローブの調整、ハイブリダイゼ-ション、マイクロアレイデータの取

得および解析は第1章第2節第4項に示した方法で行った。25^igのトー

タルRNAから　Cy3　または　Cy5修飾の　dCTP (Amersham Pharmacia

Bioscience)を用い、 yeast-specific primer mix(Eurogentech)をプライマーと

した逆転写反応によりラベリングを行いプローブとした。合成されたプ

ローブはQia-quick PCR purification kit (Qiagen)を用いて精製と濃縮を行

い、それぞれCy3およびCy5でラベルされたcDNAプローブをYeastChip

ver.2.0(DNAチップ研究所)にハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼ-

ションは、 65-Cで一晩、湿度を保った密閉容器内で行い、洗浄・乾燥の
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後、 FLA-8000 Fluorescent Image Analyzer (フジフイルム)により蛍光強

度を測定した。

DNAマイクロアレイデータは、各培養条件下で二回の独立した培養を

行い、それぞれの培養で蛍光標識のスワッピングを行ったプローブを作

成して-イブリグイゼ-ションを行った。つまり、各培養条件下で4回

のハイブリダイゼ-ションから得られたデータの解析を行った。

第3　項　　データ解析

マイクロアレイのデータはソフトウエアGeneSpring 6.0を用いて統計

的に解析を行った。蛍光強度はGeneSpring6.0によりLowess法によりノ

ーマライゼーションを行った　K-9での発現変動の見られた遺伝子は、

それぞれの培養条件下で行った4回の実験のうち3回以上の実験におい

てK-9でX2180-1Aよりも2倍以上発現が多いものあるいは少ないもの

として選択を行った。さらにこれらの遺伝子からStudent's t-testにより

危険率p<0.05であるものを選択し、以下の解析を行った。遺伝子の分類

はThe Search for Functional Distribution of Gene Lists of MIPS Functional

Catalogue (http://mips.gsf.de/proj/funcatDB/search_ main_frame.html)により

行い、遺伝子情報はThe Munich Information Center for Protein Sequences

(MIPS)に従った　K-9において振畳あるいは静置培養条件下でX2180-1A

に比べて発現が異なっていた遺伝子を機能による分類を行った後、アベ

レージリンケージクラスタリングアルゴリズムによるクラスターで示し

ている　X2180-1Aの遺伝子発現と比較したK-9の遺伝子の発現レベル

はそれぞれカラーインジケータで示した色で表現し、類似度はそれぞれ

の距離で示した。
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第　3　節　　実験結果

第1項　　代謝

代謝に分類された遺伝子の発現プロファイルをFig.18に示した。代謝

に分類された遺伝子をMIPSのThe Functional Distribution of Genesで解

析したところ、 K19で高発現している遺伝子ではアミノ酸代謝(p-value,

1.44e-07)、 C化合物および炭水化物代謝(p-value,4.71e-10)、脂質、脂肪

酸およびイソプレノイド代謝(p-value,1.22e-05)、ビタミン、補酵素およ

びprosthetic　グループの代謝(p-value, 1.42e-07)が顕著なサブカテゴリ

として挙げられた。
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Fig. 18. Alteration Expression Profiles of the Genes in the Category "Metabolism" in K-9.

The expression profiles of the genes in K-9 are shown in two columns, indicating culture

conditions: a, shaking conditions, and b, static conditions, and with colors indicating their

expression levels in K-9 as compared with those in 2180-1A., as shown in the indicator bar: red,

overexpressed, and green, underexpressed in K-9. The reliability of the data is shown as the

density of the color. The method of the clustering is described in "Materials and Methods".
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産業用醸造酵母にとっては、高エタノール生産性は重要な特徴のひと

つであり、高い炭素源の利用能があると考えられている。 C化合物およ

び炭水化物利用のカテゴリに含まれている遺伝子は、 GLKl (aldohexose

specific glucokinase)、 LSC2 (succinate-CoA ligase beta subunit)、 MNNl

(α-1,3-mannosyltransferase)が両培養条件下で高発現していた。解糖系お

よび糖新生経路に関与する遺伝子はACSl (acetyl-CoA synthetase)、 SFAl

(long-chain alcohol dehydrogenase) 、 PGM2 (phosphoglucomutase, major

isoform)が、でんぷんおよびショ糖代謝に関与する遺伝子では　GLC3

(1,4-glucan branching enzyme) 、　GSYl　(UDP glucose-starch

glucosyltransferase, isoform 1)、 GSY2 (UDP-glucose-starch glucosyltrans-

ferase, isoform 2)、 MUCl (extracellular α-1,4-glucan glucosidase)、 TPSl (α,

α-trehalosephosphate synthase, 56KD subunit)、 TPS2 (α,α-trehalosephosphate

synthase, 102KD subunit)、 TSLl (α,α-trehalose-phosphate synthase, 123 KD

subunit)、フラクト-スおよびガラクト-ス代謝に関与する遺伝子では

GRE3 (aldose reductase)、 GCYl (galactose-induced protein of aldo/keto

reductase family)、 UGPl (UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase)が振

畳培養条件下で高発現していた。更に、 TCAサイクルに関与する遺伝子

ではACOl (aconitate hydratase)、 CITl (citrate (,s7)-synthase, mitochondrial)、

KGDl (2-0xoglutarate dehydrogenase complex El component)、 MDHl (malate

dehydrogenase precursor, mitochondrial) 、 MDH2 (malate dehydrogenase,

cytoplasmic)、 SDHl (succinate dehydrogenase flavoprotein precursor)、 SDH2

(succmate dehydrogenase ironsulfur protein subunit)、 SDH3 (cytochrome b560

subunit of respiratory complex II)、 SDH4 (succinate dehydrogenase membrane

anchor subunit for sdh2p)もまた振塗培養条件下で高発現していた。

アミ　ノ酸代謝のカテゴリ　に含まれている遺伝子では、 ADIl

(aci-reductone dioxygenease, involved in methionine salvage pathway)、 ALTl

(strong similarity to alanine transaminases)、 BNA5 (strong similarity to rat

kynurenmase) 、 CAR2 (ornithine aminotransferase) 、 GCVl (glycine
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decarboxylase, subumt T)、 GCV3 (glycine decarboxylase, subunit H)、 SAMl

(S-adenosylmethionme synthetase 1) 、　SAM2 (S-adenosylmethionine

synthetase 2)、およびSHM2 (serine hydroxymethyltransferase, cytoplasmic)

が静置培養条件下で高発現していた。逆に、 BNAl (3-hydroxyanthranilic

acid dioxygenase)、 YJRO78W (tryptophan 2,3-dioxygenase)、 HIS4 (histidinol

dehydrogenase) 、 HIS5 (histidinolphosphate aminotransferase) 、 HIS7

(glutamine amidotransferase) 、 ILV5 (ketolacid reducto-isomerase) 、 LYS9

(saccharopine dehydrogenase) 、 MET6 (5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-

homocysteme methyltransferase)、 MUP3 (low-affinity methionine permease)、

PROl (glutamate 5-kinase)、 SER2 (phosphoserine phosphatase)およびSER33

(3-phosphoglycerate dehydrogenase)は振塗培養条件下で低発現であった。

またCPA2 (arginine-specific carbamoylphosphate synthase, large chain)、

LEU4 (2-isopropylmalalate synthase)、 LEU9 (strong similarity to Leu4)、

MET17 (0-acetylhomoserine sulfhydrylase)、 SULl (sulfate permease I)およ

びYHRO33W (strong similarity to glutamate 5-kinase)は静置培養条件下にお

いて低発現であった。更に、アスパラギン・アスパラギン酸代謝に関与

するASNl (asparagine synthetase)、 ASP3-1、 ASP3-2、 ASP3-3およびASP3-4

(L-asparaginase II)や、 LYS2、 LYS21 (homocitrate synthase)、 YFR055Jf (strong

similarity to beta-cystathionases)、 CBFl (centromere binding factor 1, which

is present at several sites, including MET gene promoters, and centroemere

DNA I encoded by CDEl)、 AROIO (similarity to Pdc6p、 Thi3p、 pyruvate

decarboxylase)およびARO9 (aromatic ammo acid aminotransferase II)は両

培養条件下で低発現であった。

脂質、脂肪酸およびイソプレノイド代謝に関与する多くの遺伝子が

K-9　では高発現していた。 ACHl (acetyl-CoA hydrolase)、 ACPI

(mitochondria! acylcarrier protein) 、 COQl (hexaprenyl pyrophosphate

synthetase precursor) 、 CSG2 (which is required for mannosylation of

lnositolphosphorylceramide and for growth at high calcium concentrations)、
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ERG25 (C-4 sterol methyl oxidase)、 IPTl (mannosyl diphosphorylinositol

ceramide synthase) 、 OPI3 (methylene-fattyacyl-phospholipid synthase) 、 OSH2

(member of an oxysterol binding protein family)、 SURl (which is required for

mannosylation of sphingolipids)、 TSCIO (3-ketosphinganine reductase)および

YDCl (alkaline dihydroceramidase)が振塗培養条件下で高発現していた。

脂質、脂肪酸およびイソプレノイド代謝に関与する遺伝子のうち、ARE2

(acyl-CoA sterol acyltransferase)、 CYB5 (cytochrome b5)、 ERG5 (C-22 sterol

desaturase)、 ERG7 (lanosterol synthase)、 ERG8 (phosphomevalonate kinase)、

ERGIO (acetyl-CoA C-acetyltransferase, cytosolic)、 ERG13 (3-hydroxy-3-

methylglutaryl coenzyme A synthase) 、 ERG20 (farnesylpyrophosphate

synthetase)、 ERG2 (C-3 sterol dehydrogenase, C-4 decarboxylase)、 ERG28

(involved in the synthesis of ergosterol) 、 IDIl (isopentenyldiphosphate

delta-isomerase)、 MVDl (mevalonate pyrophosphate decarboxylase)、 YEHl

(similarity to triacylglycerol lipases)およびYPCl (alkaline ceramidase)は静

置培養条件下で高発現していた。脂質、脂肪酸およびイソプレノイド代

謝　に　関　与　し　て　い　る　遺　伝　子　の　中　で　HMG1 (3-hydroxy-

3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 1)、 OLEl (stearoyトCoA desaturase)、

PLBl (phosphohpase B)、 SCS7 (which is required for hydroxylation of

ceramide)、およびYNL045W (which encodes protein hydralyse leukotriene-

1ike substrate)は、両培養条件下で高発現していた。脂質、脂肪酸および

イソプレノイド代謝に関与している遺伝子の多くは、どちらかの培養条

件下で高発現しているだけではなく、もう一方の培養条件下でも

X2180-1Aと同程度か、またはやや強く発現していた。

ビタミン、補酵素およびprostheticグループの代謝に関与している遺

伝子では、 THI2 (regulator of thiamine biosynthetic genes)、 THI3 (positive

regulation factor of thiamin metabolism)、 THI4 (involved in thiamine

biosynthesis and DNA repair)、 THI5 (pyrimidine biosynthesis protein)、 mill

(thiamme regulated gene)、 THI12 (protein involved in the synthesis of the
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thiamme precursor hydroxymethylpyrimidine, HMP)、 THI20 (hydroxymethyl-

pyrimidine phosphate, HMP-P, kinase)、 THI21 (hydroxymethylpyrimidine

phosphate kinase, involved in the last steps of thiamine biosynthesis)を含む

遺伝子が静置培養条件下で高発現していた。

サブカテゴリでは、ヌクレオチド代謝に関与する遺伝子　MTDl

(methylenetetrahydrofolate dehydrogenase, NAD )、 ADEl (phosphoribosyl-

amidoimidazolesuccmocarboxamide synthase)、 ADE2 (phosphoribosyl-ammo-

imidazole carboxylase) 、 ADE4 (amidophosphoribosyltransferase)および

ADE1 7 (5-aminoimidazole-4-carboxamide ribotide transformylase)などの遺

伝子が静置培養条件下で高発現していた。リン酸代謝に関与する遺伝千

ではPH03 (constitutive acid phosphatase precursor)、 PH05 (repressible acid

phosphatase precursor)、 PH08 (repressible alkaline phosphatase vacuolar)、

PHOll (secreted acid phosphatase)、 PHO12 (secreted acid phosphatase)およ

びPHO81 (cyclindependent kinase inhibitor)が両培養条件下で低発現して

いた。

第　2　項　　エネルギー

Fig.19にエネルギーのカテゴリに分類された遺伝子の発現プロファイ

ルを示した。このカテゴリで顕著なサブカテゴリは、電子輸送および膜

結合型エネルギー変換(/?-value, 1.53e-16)、呼吸匝-value, 1.45e-19)、発

酵0-value,0.00196)、エネルギー貯蔵代謝㊥-value,0.000852)およびエ

ネルギー変換および再生(p-value, 0.000852)であった。

電子輸送および膜結合型エネルギー変換に関与する遺伝子には、 8つの

ATP遺伝子と、 CORl (ubiquinol-cytochrome-c reductase 44K core protein)、

6つのCOX遺伝子、 YMR145C (mitochondrial cytosolically directed NADH

dehydrogenase) 、 NDIl (NADH-ubiquinone-6　0xidoreductase) 、 MCRl

(cytochrome-b5 reductase)、 QCR2 (ubiquinol-cytochrome-c reductase 40KD

chain II)およびQCR7 (ubiquinol-cytochrome-c reductase subunit 7)が振畳培
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養条件下で高発現していた。加えてCOX15 (cytochrome oxidase assembly

factor)、 CYCl (cytochrome-c isoform 1)、 CYC7 (cytochrome-c isoform 2)、

CYTl (cytochrome-cl)、 QCR9 (ubiqumol-cytochrome-c reductase subunit 9)

およびRIPl (ubiquinol-cytochrome-c reductase iron-sulfur protein pr,ecursor)

は両培養条件下で高発現していた。

発酵に関与する遺伝子では、 ALD2 (aldehyde dehydrogenase 2, NAD十)、

ALD3 (stress-inducible aldehyde dehydrogenase)およびALD4 (aldehyde

dehydrogenase, mitochondrial)が振畳培養条件下で高発現していた。
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Fig. 19. Alteration Expression Profiles of the Genes in the Category

''Energy" in K-9.

The expression profiles of the genes in K-9 are shown in two columns,

indicating culture conditions: a, shaking conditions, and b, static conditions, in

the same way as in Fig.18.
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第　3　項　　細胞輸送、輸送促進および輸送系

細胞輸送、輸送促進および輸送系のカテゴリに分類された遺伝子の発

現はFig.20に示した。このカテゴリの中で顕著なサブカテゴリは、イオ

ン輸送、 C化合物および炭水化物輸送、アミノ酸輸送、電子/水素輸送お

よび薬剤輸送を含めた輸送化合物(基質)匝-value, 9.10e-17)とATPase輸

逮(p-value, 1.77e-06)であった。イオン輸送に関与する遺伝子では、重金

属イオン輸送(Cu, Fe, etc.)に関与する遺伝子がX2180-1Aにおける発現

と異なっていた　CCC2 (P-type ATPase involved inthe export of Cu from

the cytosol into mtracellular, secretory compartments) 、 FTHl (with a

similarity to Iron permease Ftrlp, YER145c)、 ARNl (a transporter of ferrirubin,

ferrirhodin, and other ferrichromes)およびSITl (transporter of the bacterial

siderophore ferrioxamine B)は振塗培養条件下で高発現していた。

CTR3 (mtracellular, cystem-rich protein involved in high-affinity copper

uptake)は両培養条件下で高発現していたが、 ARR3 (probable arsenite

extrusion protein)、 COTl (vacuolar zinc and possibly other metal transporter)、

FET4 (low affinity iron and copper transporter)、 FRE7 (similarity to Frelp and

Fre2p)およびZRTl (zinc transporter I)は両培養条件下で低発現していたo

FET3 (cell surface ferroxidase with high affinity)は振塗培養条件下で高発

現していたが、静置培養条件下で低発現していた。

このサブカテゴリでは、リン酸輸送に関与する遺伝子で　PHO84

(inorganic phosphate permease)とPHO89 (Na /phosphate co-transporter)が両

培養条件下で低発現していたが、 pHO81 (low affinity phosphate

transporter)は両培養条件下で高発現していた。

C化合物および炭水化物輸送に含まれる遺伝子では、 GAL2 (galactose

permease)、 7つ<D HXT遺伝子、JENl (lactate and pyruvate permease)、 VPS73

(similarity to glucose transport proteins)およびYDL199C (similarity to sugar

transporter proteins)が振畳培養条件下で高発現しており、 HXT4 (hexose

facilitator of moderately low affinity)は両培養条件下で高発現していた。
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アミノ酸輸送に関与する遺伝子では、 AGP2 (carnitinepermease)、 CANl

(arginine permease)、 β〃'∫ (glutamate and aspartate permease able to mediate

the transport of other amino acids)、 GNPl (broad-specificity amino-acid

permease)、 LYPl (lysine permease)およびpTR2 (di- and tripeptide permease)

が振畳培養条件下で高発現していた　TATl (broad-specificity amino-acid

permease)は両培養条件下で低発現していた　BAP2 (broad-specificity

ammo-acid permease inducible by most neutral amino acids)は振畳培養条件

下で高発現していたが、静置培養条件下では低発現していた　MMP1

(S-methylmethionme permease, which has similarity to S-adenosylmethionine

permease Sam3p)は、両培養条件下で低発現していた。

電子/水素輸送のカテゴリに含まれる遺伝子では、 THI7 (thiamine

permase)が両培養条件下で高発現しており、 YOR071C (strong similarityto

Thi7p)、 YOR192C (strong similarity to Thi7p)およびYLR004C (similarity to

allantoate transport protein)は静置培養条件下で高発現していた。

薬剤輸送に含まれる遺伝子では、 PDRll (full-size ABC ransporter

involved in sterol uptake)、 SGEl (putative substrate-H antiporter conferring

resistance to crystal violet and to 10-N-nonyl acridine orange, NAO)、 TPOl

(vacuolar polyamine-H antiporter)、 TP02 (proposed vacuolar polyamine

transporter)およびTPO4 (proposed vacuolar polyamine transporter)が振畳培

養条件下で高発現していた。 HOLI (putative substrate-H antiporter of

unknown biological function)およびYHR032W (ethionine resistance protein)

は両培養条件下で高発現していた。 multi-drugtransporterをコードしてい

る遺伝子では、 SNQ2、 PDR5およびYIL121Wが両培養条件下で低発現し

てI、た。

ATPaseに関与する遺伝子では、 PMA2 (poorly expressed, H -transporting

P-type ATPase)、 PMCl (vacuolar P-type ATPase transporting Ca + into the

vacuole)、 PMP2 (H -ATPase subunit in the plasma membrane)、 ENAl, ENA2

およびENA5 (which encode plasma membrane P-type ATPase, involved in
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Na andLi efflux)は振畳培養条件下で高発現していた。
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Fig. 20. Alteration of the Expression Profiles of the Ge且es in the Category

"Cellular Transport, Transport Facilitation, and Transport Routes" in K-9.

The expression profiles of the genes in K-9 are shown in two columns,

indicating culture conditions: a, shaking conditions, and b, static conditions, in

same way as inFig.18.
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第　4　項　　転写

転写に分類される遺伝子の発現プロファイルをFig.21.Aに示した。こ

のカテゴリに含まれる遺伝子では、 CUP9 (involved in copperhomeostasis

repression of protein import)、 MBRl (required for optimal growth on glycerol)

およびSTP4 (involved in pre-tRNA splicing and in uptake of branched-chain

amino acids)が振塗培養条件下で高発現しており、 MGAl (similarity to

heatshock transcription factors)は両培養条件下で高発現していた　SMPl

(MADS-box transcription factor, which is involved in regulating the response

to osmotic stress)、およびROXl (heme-dependent transcriptional repressor of

hypoxic genes)は静置培養条件下で高発現していた　NETl (required for

rDNA silencing and nucleolar integrity)、 ESC4 (which establishes silent

chromatin)およびSASIO (involved in silencing)は振塗培養条件下で低発現

していた　FLOS (member of the Flolp family offlocculation proteins)は両

培養条件下で低発現していた。

第　5　項　　タンパク質合成

タンパク質合成のカテゴリに含まれる遺伝子の発現プロファイルを

Fig.21.Bに示した。このカテゴリで、多くの遺伝子が含まれていたサブ

カテゴリはリボソーム生合成であり、 MNPl (strong similarity to cricetus

mitochrondial ribosomal LI2 protein)、 19のMRP遺伝子, NAM9, PET123,

RML2,RPS22Aおよび5つのRSM遺伝子が振塗培養条件下で高発現して

いた　KRSl (lysyl-tRNA synthetase, cytosolic)は、両培養条件下で低発現

していた。

第　6　項　　タンパク質の品質管理(フォールディング、修飾および輸

送)

タンパク質の品質管理のカテゴリに分類される遺伝子の発現プロフ

ァイルを、 Fig.21.Cに示したo　タンパク質分解酵素をコードするAXLl
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(haploid specific endoprotease)、 MAPI (methionine aminopeptidase, isoform

1)、 YPS3 (GPI-anchored aspartyl protease 3, yapsin 3)、 RPN5 (subunit of the

regulatory particle of the proteasome)、 STE13 (type-IV dipeptidyl amino-

peptidase)およびFPR4 (nucleolar peptidylprolyl cis-trans isomerase, PPIase)

は振塗培養条件下で低発現していたが、 yBR139W (strong similarity to

carboxypeptidase)、 PEP4 (aspartyl protease)、 YPSl (aspergillopepsin)、 APE3
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Fig.21. Alteration of the Expression Profiles of the Genes in the Categories

"Transcription!'``Protein Synthesis," and '`Protein fate" in K-9.

The expression profiles of the genes in K-9 are shown in two columns, indicating

culture conditions: a, shaking conditions, and b, static conditions, in same way as in

Fig.18. The expression profiles of the genes in each category are shown at to A,

transcription, B, protein synthesis, and C, protein fate.
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(vacuolar aminopeptidase Y) 、 PRCl (carboxypeptidase Y, serine-type

protease)およびLAP4 (aminopeptidase yscl precursor, vacuolar)は振畳培養

条件下で高発現していた。

ヒートショックタンパク質ファミリーに属するタンパク質をコード

している遺伝子のうちHSP26、HSP31、 HSP42、 HSP78、 HSP104、 MDJl

(heat-shock protein chaperone)およびFMP31 (similarity to D. melanogaster

heat-shock protein 67B2)は振塗培養条件下で高発現していた。

第　7　項　　細胞周期およびDNAプロセッシング

細胞周期およびDNAプロセッシングのカテゴリに含まれる遺伝子の

発現プロファイルをFig.22.Aに示した。これらの遺伝子は、 DNAプロセ

ッシングおよび体細胞分裂周期および細胞周期コントロールのサブカチ

ゴリに分類されたが統計的に顕著なサブカテゴリは見られなかった。

DNAプロセッシングに関与する遺伝子では、 CLN2 (cyclin, Gl/S-specific)、

MLPl (myosm-like protein related to Usolp)、 RAD6 (E2 ubiquitin-conju-

gating enzyme)、 RAD9 (DNA repair checkpoint protein)、 RDH54 (required for

mitotic diploid-specific recombination and repair and meiosis)、 YRF1-1およ

びYRF1-2 (Y-helicase protein 1)、 YRF1-4 (protein with similarity to other

subtelomerically-coded Y-helicase proteins)が振塗培養条件下で低発現し

ていた。体細胞分裂周期および細胞周期コントロールに関与する遺伝千

では、 CBF5 (putative rRNA pseuduridine synthase)、 FARl (cyclin-dependent

kmase inhibitor, CKI)、 MYO4 (myosin heavy-chain, unconventional, class V,

isoform)、 NDJl (meiotic telomere protein)、 PIN4 (similarity to >S. pombe

Z66568 C protein)、 REX4 (strong similarity to X. laevis XPMC2 protein and

YGR276c)、 SLK19 (involved in the control of spindle dynamics together with

kar3p)、 SMCl (chromosome segregation protein)、 NUFl (spindle pole body

component)、 UTHl (involved in the aging process)、 ZDSl (involved in

negative regulation of cell polarity)およびYLR179C (with a similarity to
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Tfslp)が振塗培養条件下で低発現していた　SNZl (stationary phase

protein)およびSCM4 (cdc4 suppressor)は両培養条件下で高発現していた.

第　8　項　　細胞構造、発達、細胞生成

このカテゴリに分類される遺伝子の発現プロファイルをFig.22.Bに示

した。出芽に関与する遺伝子AXL2 (required for axial pattern of budding)、

RAX2 (weak similarity to Pstlp)、 BUD3 (budding protein)および　UTR2

(eelトwall protein)は振畳培養条件下で低発現していたO

第　9　項　　細胞環境との相互作用および細胞情報伝達機構

これら三つのカテゴリに分類される遺伝子の発現プロファイルを

Fig.22.Cに示した.フェロモン反応、接合型決定および性特異的タンパ

ク質に関与する遺伝子GIC2 (cdc42 GTPase-binding protein)、 GPAl (GTP-

binding protein α subunit of the pheromone pathway)、 KEL2 (involved in cell

fusion and morphogenesis)、 STE2 (pheromone　α-factor receptor)、 STE4

(GTP-bindmg protein beta subunit of the pheromone pathway) 、 STE5

(pheromone signal transduction pathway protein) 、 STE6 (full-size ABC

transporter responsible for export of the a factor mating pheromone)、 MFA2

(mating pheromone a-factor 2)、 LRGl (GTPase-activatmg protein of the

rho/rac family)は両条件下で低発現していたO

第10　項　　セルレスキュー、防御および病原性

セルレスキュー、防御および病原性のカテゴリに分類される遺伝子の

発現プロファイルをFig.22.Dに示した。このカテゴリで統計的に顕著な

サブカテゴリは、酸化ストレス応答、ヒートショック応答、栄養枯渇応

答を含むストレス応答(p-value, 1.74e-07)および解毒㊥-value, 2.60e-09)で

ある。ストレス応答に関与する遺伝子ではCTTl (catalase T, cytosolic)、

HSP30 (heat shock protein)、 PPZ2 (protein ser/thr phosphatase of the PP-1
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Fig. 22. Alteration of the Expression Profiles of the Genes in the Categories "Cell

Cycle and DNA Processing, ``Biogenesis of Cellular Components," "Development

(Systemic) ," "Cell Type Differentiation," "Cell Fate", "Cell Rescue, Defense and

Virulence," "Interaction with the Cellular Environment and Cellular

Communication Signal Tra皿sduction Mechanism," and "Transposable Elements,

Viral and Plasmid Proteins" in K-9.

The expression profiles of the genes in K-9　are shown in two columns,

indicating culture conditions: a, shaking conditions, and b, static conditions, in same

way as in Fig.18. The expression profiles of the genes in each category are shown as to

A, cell cycle and DNA processing, B, biogenesis of cellular components, development

(systemic) and cell type differentiation, C, cell fate, D, cell rescue, defense and

virulence, and E, transposable elements, viral and plasmid proteins.
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family)およびYRO2 (strong similarity to HSP30 heat-shock protein Yrolp)が、

また解毒に関与する遺伝子ではCCPl (cytochrome-c peroxidase precursor)、

PRXl (mitochondrial isoform of thioredoxin peroxidase)および　SOD2

(superoxide dismutase, Mn, precursor, mitochondria!)が振塗培養条件下で高

発現していた。ストレス応答に含まれる遺伝子のうち、 GTTl(glutathione

S-transferase) 、 HOR7 (hyperosmolarity-responsive protein)および　YGPl

(secreted glycoprotein)は両培養条件下で高発現していた。 SULl (a protein

mediating excretion of sulfite)、 LTVl (a low-temperature viability protein)、

GPX2 (glutathione peroxidases)およびSRLl (with a similarity to vanadate

sensitive suppressor Svslp)は振塗培養条件下で低発現していた。嫌気的増

殖に必要であるといわれている遺伝子TIR3 (cell wall mannoprotein)は両

培養条件下で高発現しており、 TIR4 (cell wall mannoprotein involved in

cell-wall maintenance)は静置培養条件下でのみ高発現していた。解毒に関

与する遺伝子ではCUP1-1蝣CUP1-2 (metallothionein)は両培養条件下で低

発現していた。 SEDl (abundant cell-surface glycoprotein)は振畳培養条件下

で高発現していたが、静置培養条件下では低発現していた。

第11項　　転位因子、ウイルス性およびプラスミドタンパク質

転位因子に関連した遺伝子の発現プロファイルをFig.22.Eに示した。

13のTYl elementsは両培養条件下で低発現していたが、 TY2 elements、

YCL020W、 YCL019wおよびYBLIOIW-Aは静置培養条件下で高発現して

いた。

第12　項　　未分類タンパク質

未分類タンパク質に分類される遺伝子の発現プロファイルをFig.23に

示した。振畳培養あるいは静置培養条件下で高発現あるいは低発現して

いた遺伝子は、 105　にのぼる。これらの遺伝子のうち染色体末端付近に

コードされているタンパク質に強い相同性をもつ13　の遺伝子が振塗培
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養条件下で低発現していた。
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Fig. 23. Alteration of the Expression Profiles of the Genes in the Category

"Unclassified Protein" in K-9.

The expression profiles of the genes in K-9 are shown in two columns,

indicating culture conditions: a, shaking conditions, and b, static conditions, in

same way as inFig.18.

第　4　節　　考察

S.cerevisiaeに属する酵母である清酒酵母は、高エタノール耐性、高発

酵能、低温下での高い増殖能、低アミノ酸生産性、高エステル生産性な
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どの清酒醸造に適した特性を有している。これら清酒酵母は長い清酒醸

造の歴史のなかで選択され、現在では純粋培養されたものが使用されて

いる。本研究では、振塗及び静置培養条件下でのDNAマイクロアレイ

により、清酒酵母が持つ特性について遺伝子の発現プロファイルから解

析を行った。

清酒酵母は他の酵母よりも高いエタノール耐性を示す。 (Shobayashiet

al. 2005, Casey andIngledew 1986)酵母のエタノール耐性に影響を与え

る要因については、酵母のトレハロース含量(Mansureetal.1994)や細

胞膜の脂質の不飽和度(Mishra and Prasad 1989, Alexandre et al. 1994, You

etal. 2003)、酵母細胞のエルゴステロール含量(Inoue etal. 2000)などの

観点から研究がなされてきた。清酒酵母から取得されたエタノール感受

性酵母はエルゴステロール合成系のerg6変異によるものであることが

示され、酵母のエタノール耐性にエルゴステロール含量が重要な役割を

果たしていることが明らかになった(Inoueetal.2000)

酵母のエタノール耐性に関連する遺伝子としては、先に述べたように、

トレハロース合成に関与するTPSl、TPS2およびTSLlまK19で振畳培養

条件下で高発現しており、不飽和脂肪酸の合成に関与する　OLEi(Stukey

et al. 1990)は両培養条件下で高発現していた。エルゴステロール合成に

関与する遺伝子は振畳または静置培養、あるいは両培養条件下で高発覗

していた。さらに、ステロールエステルのホメオスタシスに関与する二

つの遺伝子ARE2 (Zweytick et al. 2000, Jansen-Pergakes et al. 2001)および

7」#i(Koffeletal. 2005)が静置培養条件下で高発現していた。酵母細胞で

は合成されたエルゴステロールの大部分がステロールエステルに変換さ

れ細胞膜で利用されるまで脂質頼粒に貯蔵されている(Shobayashi et al.

2005,Zweyticketal.2000)cステロールエステルのホメオスタシスは酵母

細胞で機能を有するフリーのエルゴステロールのホメオスタシスにも重

要である。加えてエルゴステロール合成系でチモステロールのメチル化

反応においてメチル基供与体となる　SAMの合成に関与する二つの遺伝
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チ(Parks 1958, Daumetal. 1998)も静置培養条件下で高発現していた。こ

の結果は、静置培養条件下でK19のSAMおよびエルゴステロール含量

がX2180-1Aに比べて高いという結果とも一致している(Shobayashietal.

2006)。ステロール合成には分子状酸素が必要であるために静置培養条件

下では振造培養条件下よりも酵母の総ステロール含量は低くなる。しか

しながら、 K-9　におけるステロール合成やステロールエステルホメオス

タシスに関与する遺伝子の高発現は、静置培養条でのK-9の総エルゴス

テロールおよびフリーエルゴステロールの含量がX2180-1Aに比べて高

いことと一致している(Shobayashietal. 2005)。エタノール耐性に関与す

る多くの遺伝子が報告されているが、 K19　におけるこれらの遺伝子の高

発現は、 K-9の高いエタノール耐性に寄与していると考えられる。

C化合物および炭水化物代謝に関与している遺伝子では、いくつかの

ものが静置培養条件下で、多くの遺伝子が振塗培養条件下で高発現して

いた。これらの遺伝子の中で、 -キソース輸送および他の糖類の輸送に

関わる遺伝子が振塗培養条件下で高発現していた。しかしこれらの遺伝

子の発現調節に関与する遺伝子(SNF3, RGTl, and GRRl) (Ozcan and

Johnston1999)は、今回実験を行ったどちらの条件下でも発現に変動は見

られなかった。更にTCAサイクル、呼吸、酸化的リン酸化、 ATP合成お

よび発酵などェネルギ一に関与する遺伝子が振畳培養条件下で高発現し

ていた。これらのC化合物および炭水化物取り込み、代謝、呼吸および

エネルギーに関与する遺伝子の高発現が増殖初期の高い増殖特性と産莱

用酵母としてのK-9の高い発酵能、糖資化性に重要であると考えられる。

タンパク質合成とタンパク質の品質管理(フォールディング、修飾お

よび輸送)に関与する遺伝子で振畳培養条件下で高発現していたもので

は、 MRPs (mitochondrial ribosomal proteins)(Chacinska and Boguta 2000)が

あり、これは酵母のミトコンドリアに存在する呼吸と酸化的リン酸化に

関与する遺伝子の高発現とも一致している。タンパク質の品質管理に関

与する遺伝子の高発現は清酒酵母の高い増殖能やそれを支えるタンパク
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質合成に関連していると考えられる。

THI7　をはじめとするサイアミン取り込みおよび代謝に関与する遺伝

子が両培養条件下で高発現していた。サイアミンは酵母細胞においては

エタノール生成におけるピルビン酸脱炭酸酵素の重要な補酵素である0

細胞内のサイアミン濃度によって発現調節がなされるサイアミン合成に

関与する遺伝子(Praekelt et al. 1994, Hohmann and Meacock 1998)が高発現

しているという結果は、エタノール発酵の補酵素としてサイアミンが潤

費されることによりK-9の細胞内のサイアミン濃度が低くなっているた

め、これらサイアミン合成に関与する遺伝子が高発現しているとも考え

られる。しかしながらサイアミン取り込みに関与する遺伝子　PHO3

(Nosakaetal. 1989)は、 THI遺伝子と同じ発現調節を受けているので、サ

イアミン合成に関与する遺伝子が高発現している条件下では高発現する

ことが予想されるがpH03は他のPHO遺伝子と同じく両培養条件下で

非常に発現が低く抑えられている.さらに、 PH03　の発現が低いという

ことは、PH05がpH03の発現を抑制する(Tait-Kamradtetal. 1986)という

これまでに報告されている事実とも異なっている。

一方リン酸代謝に関与する遺伝子は、 K-9では両培養条件下で低発現

していた。加えてポリリン酸合成酵素であるVTCl、 VTC2、 VTC3および

VTC4も発現が低くなっていた　PHO遺伝子の発現調節系に関する知見

によると、サイクリン依存性キナ-ゼをコードする　PH081の発現が低

くなると他のPHO遺伝子も発現が抑えられ、酵母では高リン酸濃度の

条件下では抑制性酸性フオスフアタ-ゼが発現することが知られている

(Ogawaetal.2000)が、清酒酵母ではこの現象が見られない。この違いを

用いて酸性フオスフアタ-ゼを検出する寒天培地を用いた清酒酵母と汚

染した野生酵母の検出法が考案されている(Mizoguchi and Fujita 1982)。

我々の今回の結果はこれまでに清酒酵母に関してなされた報告と一致し

ていた。これまで述べたように、 THI遺伝子およびPHO遺伝子の発現プ

ロファイルより、K-9ではPHO遺伝子の発現調節系にX2180-1Aとは違
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いがあることが示唆された。

アミノ酸代謝に関与する遺伝子では、アスパラギン合成に関与する逮

伝子ASNl、 ASP3-1、 ASP3-2、 ASP3-3およびASP3-4とホモクエン酸合成

酵素LYS20、LYS21が両培養条件下で低発現していた。特にL-asparaginase

IIをコードするASP3-1、 ASP3-2、 ASP3-3およびASP3-4『ま非常に発現が

低くなっており、染色体上のこれらのORFに何らかの違いが生じている

可能性も考えられる。

金属イオンホメオスタシスに関与する遺伝子では、メタロチオネイン

をコードするCUP1-1とCUP1-2 (Buttetal. 1984)が低発現していたが、

Cu2+に反応して転写活性を行うCUP2の発現は低くなっていなかった。

清酒酵母は他の酵母に比べて銅耐性が低いことが知られており

(watanabe et al. 1984)、実験室酵母が増殖可能な5 mM Cu2+の寒天培地上

でK-9は増殖不可能であった(datanot shown)。酵母の銅耐性は遺伝子の

タンデムリピートによるものであるという報告(seymourandJuliet 1982)

や、 S.cerevisiae X2180-1AがCUp1-1とCUP1-2をタンデムに20コピー

有していることが報告されていることから(Karin et al. 1984)、 K-9では

CUP遺伝子のコピー数が少ないために発現量が低く、そのために銅耐性

も低くなっていると考えられる。

TYl elementをコードする遺伝子についてもK-9では両培養条件下で

発現が低くなっていた　S.cerevisiaeのTy elementの多型性については、

実験室酵母S.cerevisiae S288cと産業用酵母ではTyelementにいくつかの

バリエーションがあることが報告されている(Wicksteed et al. 1994),

S288cとその派生株ではHAPI ORFの3'末端付近にTyl elementの挿入に

よる変異が生じている(Gaisneetal. 1999)。 S288cの派生株であるX2180

にはこの変異があるが、清酒酵母のK-7は野生型のHAPlを有しており、

K17とX2180のエルゴステロール関連遺伝子の発現量とエルゴステロー

ル含量の違いは主にX2180のhapl変異によることが報告されている

(Tamura et al. 2004) ,
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Haplpはまた、酸素量に応じて転写を調節する重要な転写調節因子で

ある(Kwast et al. 1998)。HAPlの発現量は二つの培養条件下で違いは見

られなかったが、 X2180-1Aのhapl変異がK19とX2180-1Aの酸素の量

によって制御されている遺伝子の発現プロファイルに違いを引き起こし

ているのかもしれない。本研究では、 K-9における振塗培養条件下での

低酸素で発現する遺伝子CYC7、 ATHI、 TPSl、 TPS2、 OLEl、 ERG25お

よびERG26(Kwast et al. 2002)の高発現や、逆に好気的条件で発現する遺

伝子CYCl、 CYTl、 ERG13、 HMGlおよびMVDl(Kwastetal. 2002)の静置

培養条件下での高発現が見られた。これら酸素量に応じて発現する遺伝

子の発現プロファイルの違いを全てX2180-1Aのhapl変異によるものと

することはできないが、 K-9におけるTyelementの違いをはじめとする

染色体上の違いがいくつかの遺伝子の発現の違いに関与している可能性

が考えられる。

これまで述べてきたように、清酒酵母の厳しい醸造条件に適応するた

めの様々な能力は、対応する遺伝子発現によるものである。また清酒酵

母では染色体の構造や遺伝子発現調節系にもいくつかの違いがあること

が示唆されたが、清酒酵母のもつ類まれなる特性について解析するため

には更なる解析が望まれる。

第　5　節　　小括

清酒酵母と実験室酵母の特性の違いを引き起こしている遺伝子につい

て、 DNAマイクロアレイを用いて清酒酵母S.cerevisiaeK-9 (協会9号)

と実験室酵母X2180-1Aの振畳培養および静置培養条件下での遺伝子発

現プロファイルの違いを解析した。

K-9で高発現していた遺伝子には、炭素代謝に関与するHXT,ATP及び

COX遺伝子、エルゴステロール合成に関与するERG遺伝子群およびサ

イアミン代謝に関与するTHI遺伝子群があった。これらの遺伝子の高発

現は、清酒酵母の高い増殖能・発酵能やェタノール耐性に寄与している
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と考えられる。

K19で発現が低い遺伝子には、CUP1-1、CUP1-2やpHO遺伝子があり、

これらは清酒酵母で知られている特性である低い銅耐性、酸性フオスフ

アタ-ゼ活性と一致している。これらの遺伝子の低発現は清酒酵母の染

色体構造の違いに関係しているのかも知れない。
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鰭 ft

清酒酵母は、清酒醸造において他に類を見ない高アルコール濃度の中

でも活性を失わず、その品質を達成するための能力を維持することがで

きる。このような特性を持つ清酒酵母は分類学上、 Saccharomyces

cerevisiaeに属するとされているが、清酒醸造に適した株を長い歴史の中

で選択されたことにより、一般的な実験室酵母の性質とは異なる特徴を

有している。筆者は、清酒酵母は、そのもっとも大きな特徴である高い

エタノール耐性を維持するため、膜の構成成分であるエルゴステロール

の高い合成能とエルゴステロール合成にとって不利な条件下であっても、

膜で機能するフリーのエルゴステロール量のホメオスタシスを高く維持

していることを示した。今後は清酒酵母のエタノール耐性機構を解明し、

バイオマスエタノール生産など醸造以外の分野に適用することができれ

ば、応用範囲は大きく広がると考えられる。

高エタノール耐性を維持するための高いエルゴステロール合成能と

関連し、清酒酵母は他の微生物と比較して著量のSAMを液胞内に蓄積

することが知られている。 SAMは、アルコール性肝障害やうつ病などに

効果があることが知られている物質であり、その効率的生産方法の開発

が望まれている。そこで、エルゴステロール合成系の変異株では、エル

ゴステロール合成で消費される　SAMの量が減少することにより、 SAM

がより、多く蓄積すると考えSAM高蓄積株の取得にこれまでエルゴステ

ロール変異株の取得に用いられてきたナイスタチン耐性株選択方法の応

用を試みた。この選択方法により清酒酵母などから効率的な　sAM高蓄

積株の選択が可能であることを示した。本法により、清酒酵母からは親
cJl、

株の2倍、実験室酵母からは親株の5倍の　SAMを蓄積する株を取得す

ることに成功した。この　SAMを高蓄積した清酒酵母の安定性および消

化管での消化性を確認し、SAM高蓄積清酒酵母がサプリメントとして利

用可能であること示した。この方法によって作製されたSAM高蓄積清
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酒酵母を用いてマウスにおける活動量の増加(Manabe et al. 2004)やアル

コール性肝障害の抑制効果(Izu et al. 2006)が共同研究者らによって示さ

れた。清酒酵母にはSAM以外にもビタミンB群やプロビタミンDとも

言われるエルゴステロール、良質のタンパク質も多く含まれており、酒

粕など清酒酵母を多く含む食品の栄養特性を再評価することで、その価

値を見直すことができた。今後、日本でもサプリメントや医薬品として

SAMが認可された場合には、 SAM高蓄積清酒酵母を用いたSAMの効率

的生産の実用化が期待される。

SAMは、酵母細胞内では含硫アミノ酸のホメオスタシスの鍵を握る物

質である。酵母において、SAMは液胞に蓄積することが知られているが、

蓄積されたSAMが、貧栄養条件下では酵母のN源、 S源として再利用

されることを示した。この結果により、液胞に蓄積された　SAMは環境

に応じて再び細胞内で利用され、細胞の増殖などに利用されていること

を示したものである　SAMの液胞-の輸送系やその制御系は未だ解明さ

れていないが、本研究により　SAMの液胞-の輸送が細胞の置かれた状

況に応じた蓄積と再利用の双方向性であることを示した。今後、 sAMの

液胞-の輸送機構が解明されれば、より効率的なsAMの生産-の応用

が可能になるであろう。

清酒酵母のもつ優れた醸造特性やエルゴステロール合成能　SAM蓄積

能などの特性を、DNAマイクロアレイを用いて実験室酵母の遺伝子発現

と比較を行うことにより解析を行った。清酒酵母の高い増殖能や炭水化

物資化能などは、エネルギー生産に関する遺伝子やタンパク合成に関す

る遺伝子の発現量の違いとして示された。清酒酵母を他の酵母から検出

する際に、経験的に用いられていた特性である低い酸性フオスフアタ-

ゼ活性や低い銅耐性は、遺伝子発現の低さだけではなく染色体構造の逮

いに起因するものであることが示唆された。清酒酵母の様々な特性を秦

付ける遺伝子発現の違いの中から、他の酵母にも導入可能なものを見出

すことができれば、清酒酵母の優れた特性を更に広く活用できると考え
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られる。現在、独立行政法人酒類総合研究所を中心としたプロジェクト

で清酒酵母のゲノム解読が進められており、この結果から更に興味ある

情報が期待される。
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