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ル伍 Lscquence　on 　chromosome 　IV　of ∫乃o‘hu　yeast．　 NQBuo 　YAMAsHIT ぺ
＊ KuNIYAsu 　GQTo ，2

　　NARuHIKo　NAKAMuRA，2　TAxAMIcHr　NlsHIYA，2　and 　GAKuzo　TAMuRA1（Research　Jnstitute

　　げ B 厂ewing 　1〜eso ロπ 〜 and 　Natienat　Resea厂ch　lnstitute　of　Brezvins，22 −6−30　Takin ρgawa，働 α，

　　 τb砂 9 ヱゴ4）Seibutsu匿kogaku　72： 87−94，1994．

　　In　the 　y ¢ a5t　Sa‘charemptces 　cerevisiae ，丘ve 　unhnked 翩 乙 （maltose 　fヒrmcntat 互on 　gene）loci，
齟 L1 ，謝 乙2，翩 L3 ，謝 L4 ，　 and ル tAL6 　 have 　 been 　 identi五ed ．　 We 　 surveyed 　 thc

chromosomal 　location　 of 　the 謝 乙 homologous　 sequence 　for　 some 　industrial　yeasts ，
　 and

found　 that　 5加 ‘加 yeasts，　 sake 　ycasts　 and 　 wine 　 yeasts　 isolated　 in　Japan　 have　 a　MAL

homologous　scquence 　on 　their 　chromosome 正V ，　identi最ed 　by　hybridization　analysis 　with 　a

TRPI 　gene 　probe，　 By　pulsc 且eld 　gel　electrophoresis （PFG ）
−Southern　hybridization　analys 三s

of 　segregants 　iso】ated 　from　a　hybrid　between　a　haploid　spore 　frern読o‘hu　yeast 　SH −4　a皿 d　a

mat 「 aboratory 　strain ，　this　homelogous　sequence 　originatingin 　SH −4　could 　express 　maltose

ferme斌 abi 】ity．　 Therefore，　we 　named 　this　sequence 　MAL7 ．　 These1膨 ム＋ segregants 　induc −

ed 　m 討 tase 　activity 　more 　slowiy 　than 　the ル佃 ゐ 6　segregants 　did，　 We 　cloned 止is　sequence 　of

shochu 　yeast 　SH ・4　by　polymerase 　chain 　reaction 　and 　fbund　it　had　hjgh　hornelogy　te　MAL6 ．

　酵 母 Saccharom］ces 　cerevisiae 　e＝　tsい て マ ル トース の 発

酵性 を 付与す る MAL 遺伝 子 は 謝 L1 （VII），　 MAL2

（III），MAL3 （II），　 MAL4 （XI），協 乙6 （VIII）の 5

つ の 重複遺伝子が同定され て い る．1・2｝こ れ らの 遺伝子

フ ァ ミ リー
は 染色体 上 の マ

ッ ピ ン グ ，ク P 一ン 化 に よ

る構造解析 が な さ れ，各 MAL 間 で 相 同 性 が 非 常 に 高

い こ と や 遺伝子座 が い ずれ もテ ロ メ ア 近傍 に あ る こ

と 1）か らイ ン ベ ル タ
ーゼ 遺伝子 εUC3）や メ リ ビ ア ーゼ

遺伝子 MEV ）に 類似 した 進化過程 が 示唆 され て い る．

ルML 遺伝子 は マ ル ト
ー

ス 透過酵素，マ ル タ
ーゼ お よ

び 両遺伝子の 発現を正 に 制御する調節 タ ン パ ク をそれ

ぞ れ コ ードす る GENEI ，GENE2 ，GENE3 の 三遺伝子

か ら構成 され る こ と が 明 らか に な っ て お り，た と え ば

MAL6 座 の 各構 成遺伝子 は MAL61 ，ル甜 L62，　MAL63

と表記 され る ．5−7）最近 ， 高 田 らは ビール 酵母を中心

＊
連絡先，Cerrcsponding　author ．

現在，白鶴酒造  研究室
　　　658 神戸市東灘区住吉南町← 5−5

とす る 醸造 用 酵 母 が MAL 相 同 配列 を 重複 して 保有

し，今 ま で 1diaLの 遺伝子 座が 確認 され て い な い 第 N

染色 体 （約 1600Kb ）に も MAL 相 同 配 列 を 持 つ 株 が 存

在す る こ と を報告 して い る．e〕こ の 相同配列を 持つ 株

は 焼酎酵母 を 中心 と して ，一
部 の 清酒酵 母 や ワ イ γ 酵

母 な どい ずれ も 日本を 分離源 と す る もの で あ っ た こ と

か ら，我 々 は こ の 相同配列 を 地域性 の 強 い 新規 な

謝 ム遺伝子 で は な い か と考 え，そ の配列 の 発現性 に

つ い て 検討を加えた の で 報告す る，

実　験　方 　法

　使用菌株お よ び培地　　今回 の 実験 に 用 い た 菌株 を

Table　1 に 示 し た ．第 r1染 色 体上 の MAL 相同配列 保

有菌株に は 醸造 試 験 所 保存 の 協会 焼 酎酵 母 SH4 ，9）協

会 ワ イ ソ 酵母 172KW −1（
’86）10）（以下 KW −1 と略す）

を 用 い た ．S｝｛4 は マ ル タ ーゼ 遺伝子 （GENE2 ＞領域 の

相 同配 列 を第 N ，丗 ，i皿染色体 に ，　 KW −1 は 同 配列 を

第 W ，田染色体に 保有して い た ．8｝こ れ ら 2株 は い ず
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Table 工．　 5  ‘8π ひゴ癩 8　strains 　used 　in　thi8　study ，

Strain Mal　phenotype Genotype　Qr 　characteristics Soureee

SH・4172KW
−1 （

’
86）

2080−8CCgS

−2080S
−2080−IA

　 　 　・1G

　 　 　 ・6A

　 　 　 −7B

KW −2080

十

十

十

十

十

十

十

十

AwUd 　type　diplo重d　s亡rain　used 　for　sho ‘加 making

Awild 　type　diplDid　strain 　used 　fbr　wine 　making

α mal ∫ひC5 　MEL 　ad86

α 謝 ゐ6SUC ／L4EL　ade6

A 　hybrid　bctween　SH −4　and 　2Q80−8C

Asegregant 　from　S・2080
　 　 　 〃

〃

　 　 　 〃

Ahybrid 　between　KW −1　 and 　2G80−8C

N ．R ．LB ．

N ．R ．LB ．

Y ．G ．S．C 、

Y ．G ．S，C ．

This　study

　 〃

〃

〃

〃

〃

aN ，R ．1．B．：National　Research　Institute　of 　Brewing ．

　Y ．G ．S，C ．： Yeast　Genetic　Stock　Ccnter，　University　of 　Ca亅ifornia，　Berkeley．

れ も比較的強い マ ル ト
ー

ス 発酵性 をもつ こ とか ら遣伝

子重複tc よ る酵素活性 の 強化 が 示唆 された が，相 同配

列 を 複数保 有 す る状 態 で は 未 報告 で あ る第 1V染 色 体 の

deL 相 同 配列 の 発現性 を 判定 す る こ とは 困 難 で あ っ

た ．こ の た め 第 N 染色体の 相同配列を単独 に 保有す る

株を 分離す る た め に 行 っ た戻し交雑 の 相手株に は マ ル

トース 非発酵性 の 実験室株S．cerevisias 　2080−8G を 用 い

た ．SH ・4 は ホ モ タ リ ズ ム 株 で あ る こ とか ら交雑 は

spore 　to　eell 法 で 行 っ た ．11・12）ま た PCR 法 に よ る プ

P 一
ブ DNA の ク ロ ーニ ン グ に は MAL6 標準株 で あ る

S．cerevisiae 　C9 を 用 い た ．菌体 の 培養 に は YPAD 培地

（1％ yeast　extract ，2％ pept ・ nc ，　O．04％ adeninc 　 sulfate ，

2％ g】ucose ＞を 用い ，マ ル タ
ーゼ 誘導培地 に は YPAD

の 炭 素 源 を 2 ％ マ ル ト ース に 置 き換 え k 　YPAM 培 地

を 使 用 した ，胞 子 形成 に は Sherrnanら の 平板培地

（1％ potassium　 acetatc
，
0．1％ ycast　 extract ，0．05％

glucose，2％ agar ）
13）を 用い た ．

　バ ル ス フ ィ
ール ド電気泳動 （PFG ）

一サ ザ ン 解析

PFG の サ ン プ ル 調 製et　Schwartzと Cantorの 方 法 14）

に 基 づ い て 行 っ た ．泳 動 緩 衝 液 は 0．5XTBE

（TBE ＝ 90 　mM 　Tris −Borate，2．5mM 　EDTA ），泳動 ゲ ル

は 1，0％ ア ガ Pt 一ス （Se蝕 em 　GTG 　AgarDse，　FMC 　Bio

Pr・dUCtS社）を使用 した ．電気泳動装置 は 通常 CHEF

DRII （バ イ オ ラ ッ ド社） を 使用 し，定電圧 150V
，

パ

ル ス タ イ ム 180秒 12時間 ，120秒 12時 間，60秒 12時間 の

計 36時 間 で 行 っ た．ま た，約 1600Kb の 第 y 染 色 体

DNA 回収用 の 分離 に 際 して は パ ル サ フ
ォ
ー

シ ス テ ム

・ヘ キ サ ゴ ナ ル 電 極 型 （フ ァ ル マ シ ア 社 LKB2015 ）

を 使用 し，定電圧 180V
，
パ ル ス タ イ ム 180秒 10時間，

90秒 15 時 間 で 行 っ た ．両 泳動 と も泳動槽 中 は 12〜

15°C に 保 っ た ．泳 動 ゲ ル か らの サ ザ ソ プ ロ
ッ テ ィ ン

グ に は ナ イ ロ ソ 膜 Hyb ・ nd −N ＋ （Amersham 社）を使用

し，Reed ら の ア ル カ リ ブ ロ テ ィ
ン グ法

ユ5）に よ り行 っ

た ．フ 卩
一

フ （Fig ．5A ）は
ニ

ッ ク ト ラ ソ ス レ ーシ
ョ

ン

法
16｝に よ り，［α

一32P
］dCTP で 放 射能 ラ ベ ル し て 作製

した ．ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ーシ
ョ

ソ は 常法
1η に 基 づ き行

い ，洗浄 は 2xSSC 　65 °C　15分 ，2xSSC 　O．1％ SDS

65 °C30 分，0．1xSSC 　65° C　10分で 行 っ た ．

　 マ ル トース 発 酵性 お よ び マ ル ターゼ 活性 の 測定

5ml 　YPAD 液体培地 で 30 °C 一
夜振 と う培養 し た 定常

期 の 菌体 を 集菌，洗浄後，ダー
ラ ム 管を 入 れ た 5ml

YPAM 液体培 地 に 約 106　cells 〆m1 に な る よ う植 菌 した ．

30 °C5 日 間静置培養後，ダー
ラ ム 管中の 炭酸 ガ ス 蓄

積の 有無に よ リ マ ル トース 発酵性 の 判定を行 っ た．

　活性測定 は 40ml の YPAD 液体培地 で
一

晩振 と う

培養 した 定常期 の 菌体 を 2 回 洗浄後，40 　m1 　YPAM 液

体培地 に 1× 108cells／ml に な る よ う植菌 し，一
定時間

振 と う培養後，1 × 108cells分 の 培養液 を 経時的 に サ

ン プ リ ソ グ した ．サ ソ ブ リ γ グ した 菌体 を 滅菌水 で 2

回 洗 浄後 ，1ml の 0．IM リ ソ 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液

（pH 　6．0）に 懸濁 し，
0．8m1 容 の ガ ラ ス ピ ーズ （0，5mm

径）を 加 え て BEAD ・BEATER （和研薬社）で 30秒間

の 強振 と うを氷冷 しな が ら 5 回 繰 り返 して 菌体 を 破 砕

し た ，破砕懸濁液を 15
，
000rp 皿 10分間，遠心 分離 し

て得られ た 上 清 を粗酵 素液標品 と し た．こ の 粗酵素液

0．2m1 （2・x　107　ceIls 分〉に 0，2m1 の 上記緩衝液と O．2　ml

の 10mM か
ニ ト ロ フ ェ

ニル グ ル コ ピ ラ ノ シ ドを加 え，

25°C で 3 分 間 反 応後 0．6 皿 旦の 0．5MNa2CO3 を 加 え
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Table　 2．　 Primer　f（）r　PCR 　used 　in　this　study ．

Genea　 　 Primer Nuclcotidc　sequcnce Locationb

MAL63

MAL61

MAL62

PlP2PR2P3PR3P4PR45
’・GTACCTGCAGACGAATCCGGGTCAT −3

’
　　　　　　　　　

− 203→
− 179

5
’−TGCGACTGCTGTCGCGTTCGTCGAGTAAAGTG −3

’
　　　　 十 22→ 　 十 53

5LAAATTAAGGAATTATGTCGTCTTCATCTTTGGAGTT ・3
’
十 1416→ 十 1381

5
’−TTTGTTCACAACAGATGGGGTGCT ・3

’

5
厂一ATAAACAGAAAAAAAGACAGGAACGACTCACA −3

’

5
’−GATCATCCAGAAACAGAACCAAAGTGGTGG −3

尸

5
’・GACGAGGTAGATTCTACCTTCCC −3

厂

十 1B39 → 十 1816

　 十 22 → 　　十 53

　 十 13→ 　　十 42

十 1749→ 十 1727

a
　ハ狙 L63 ：ル乙4L6 　positive　regulator 　gene．
謝 ム61：弼 ゐ6mak 。se 　permease　gene，

　鳳 4ゐ62：齟 五6maltase　genc．
b
　RLefヒren 匸es 　1些），15），16）．

て 反応を 停 止 発 色 させ た ，発 色 液 の ODc 。s を 測 定 し，

p−＝ト ロ フ ェ ノ ール の 発色曲線よ リユ ニ
ッ

ト数に 換算
「

した． 1 分 間 に 1 μmol の p一ニ ト 卩 フ ェノ
ー

ル を 遊離

生成す る 酵素量 を 1 ユ ニ
ッ トと し た ．ls）

　PCR （Polymcrasc 　ChainRcaction ）法 　 PCR 法に

よ る第 IV染色 体 MAL 相 同配列 の ク ロ ーニ ソ グ に 鋳型

と して 用 い る第 W 染色体 DNA は 後藤 ら の 方法
19 ）に 基

づ き電気泳動的 に 回 収 し た 、回 収 し た DNA を フ ェ

ノ ール ・ク ロ ロ ホ ル ム （1 ： 1 ）で 精製後，常法 通 り エ

タ ノ ール 沈殿 を 行 い TE （10　mM 　Tris−HCI 　1　mM 　ED −

TA 　pH 　8，0）緩衝液 に 溶解 し て 調製 した．また ハイ ブ

リ ダイ ゼ ーシ
ョ

ソ に 用 い た 調 節 タ ソ パ ク 遣伝 子 領域 の

プ ロ
ーブ R （Fig，5A ）の ク ロ ーニ ソ グ に は MAL6 標準

株 で あ る C9 よ り Hereford の 方法
2°）で 抽 出，調 製 し

た 全 DNA を 鋳型 と し て 使 用 し た ．ブ ラ イ マ
ー

は

M ，CL6 全 塩 基 配 列 を 参 照 して 遺 伝 子 内 の 各 位置 か ら

25〜35mer の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド21−2s）を PGR

MATE391 （ABI 社）に よ り合成 した （Table　2）．　PCR 反

応 2t ）は Seatus社 の Gene 　Ampli且catiDn 　Kit を 使 用 し

た ．鋳型 DNA は 50 μ】反応液あた り 50〜100　ng 使用

し，プ ラ イ マ ー濃度 は 1〜2μM と した ．サ ー
マ ル サ

イ ク ラ
ーPC −700 （ASTEC 社）の 条件は 通 常，94° C　1

分 ，55°C2 分，72 °C 　 3 分 ，35サ イ ク ル で 行 い ，増幅

し た DNA 断片 は ア ガ ロ ース 電気泳動 に よ り分離精製

し た ．精製後 の DNA 断片を 制限酵素切断部位 お よび

部分塩基配列 の 決定 に 供した ．

　 部 分 塩 基 配 列 の 決 定 　 Taq　Dyede 。 xyTM 　Ter−

minat ・ r　Cycle　Sequencing　Kit（ABI 社）を使用 し，　 PCR

で 増幅 し た 二 本鎖 DNA を 鋳型 とす る ダ イ レ ク トシ
ー

ク エ ソ ス za2fi）に よ り行 っ た ．配列決定に は オ
ー

トシ ー

ク エ ン サ ー 373A （AB 工社）を使用 した．

実　験　結 　果

　戻 し交雑 と 胞子 ク ロ
ー

ン の マ ル ト
ー

ス 発酵性　　焼

酌酵 母 SH −4 は 第N ，　 W ，皿 の 3 本 の 異 な る 染色体上

に ，ワ イ ソ 酵母 KW −1 は ee　N ，皿 の 2 本 の 染 色 体 上

に マ ル タ ーゼ 遺伝子 領域の 相 同 配列 の 存在が 認 め られ

て お り，S）第 N 染色体 の ル甜 L 相同配列 が 実際 に マ ル

ト
ース 発酵 性 を 単 独 で 発現 して い る か を 判定す る こ と

は 困難 で あ っ た ．そ こ で ，こ れ ら の 株 と マ ル ト
ー

ス 非

発酵 （mat っ 株 を交雑 し胞 子 ク ロ
ー

ン を取得す る こ と

tcよ っ て 第 IV染色体 の み O・− 　AML 相同配列 を保有する

株の 分 離 を 行 い ，マ ル ト
ー

ス の 発 酵 性 を 調 べ る こ と に

し た ．焼酎酵母 SH −4 の 半数体胞子 と mai
’
株 で あ る

2080−8G を spore 　to　cell 法 で 交雑 し ， 接合体 S・2080 を

得 た ．S−2080 よ り形 成 さ せ た 7 個 の 子嚢よ り胞 子 分

離 を行 っ た が，い ずれ の 子 嚢か ら も 3 胞于 し か 発芽 し

なか っ た （Fig．1），発芽 した 胞子 ク 卩 一ソ に つ い て マ

鶉1 讐
「゚e − 一一

「
一

’
°ll｝日

二α 痴

　 　 　 　 　 　 s−2080 　　8 ／ぼ　　MBL 〒　” c1
〒
　Ad ε「

一 一

iiiiiiliiiiiiiiiiiiiiiiiiiii

臨難 ノ

C   h’P±°id　’一一
丁
一一一

戮が捌 ．d，6
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Fig，2，　 Analy8is　of 　chro 皿 oso 皿 al　DNA 　from　hybrid　strain 　S−2080　and 　it5　segregants ．

　　kar
）
ret

）
rpe 　by　contour ・ClampeCl　homogeneou5 　el ¢ ctric 五eld （CHEF ）gel　electrophoresis ．　B

，
　Autoradiograph

　　showing 　the　hybridization　pattern　wi 血 the　probe　R．（Fig．5A）．

ル ト
ース 発酵性を調べ た 結果，S・2080・6 お よ び 7 群 の

よ うに 同一子 藤 内の 3 つ の 胞子 ク 卩
一ソ が 発酵性を示

す例があ っ た．一
方，2080−8C の atde6 と ル曜L に 由来

する ア デ ニ ソ 要求性 お よび メ リ ビオ ース 発酵性 は 1遣

伝子支配が示唆され る 分離の み で あ っ た ．し た が っ て ，

SH −4 に つ い て は 2 つ 以上 の MttL 　it伝子 が マ ル トー

ス 発酵姓に 関与 して い る と結論した ．一方， 同じく第

N 染色体に 相同配列を保有 して い る ワ イ ン 酵母 KW −1

に つ い て も 2080・8C と 交雑 し 得 られ た 接 合体 KW −

2080 よ り胞子分離を行 っ た ．こ ち らか らは 正常な四

分子が 得 られ ， 胞子 ク ロ ーソ の マ ル トース 発酵性は す

べ て 2＋ ：2一に 分離 した ．以上 の 結果か ら KW −1 の

マ ル トース 発酵 性 は 1遺伝子支配 で あ る こ とが分か

り， 第 N ある い は第W 染色体の
一方の み が 発現 して い

るこ とが 示唆 された．

　胞子 ク ローン に おけ る 弼 L 配列 の染色体上分布

次 ve　S・2080 よ り分離 し た胞子 ク 卩 一 ン に つ い て

PFG 一サ ザ ソ ハ イ ブ リダ イ ゼ ー
シ ョ ン を行 い AL4L 相同

配列 の 染色体上分布 を 調べ た．単独 で 発現性を示 さな

い 配列 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ を 除 くた め ，
プ ロ

ーブ は

AdetL遺伝子 の 発現を正 に 制御 して い る約 1．6Kb の 調

節 タ ソ パ ク コ ード領域 （Fig．5A ブ ロ
ーブ R ）を用 い

た ．こ の プ ロ
ーブを 用 い て ハ イ ブ リダ イ ゼ ーシ

ョ
ン を

行 っ た 結果，Fig．2 で 示 し た よ うに   即 株 で あ る

YNN295 （染色体サ イ ズ マ ー
カ
ー

）お よび 2080・8c に

は シ グ ナ ル は 認 め られず，SH −4 お よ び 接合体 S−2080
に は 第困 染 色 体 （約 600　Kb ）と 第 N 染 色 体 （約

1600Kb ）の 位置に シ グ ナ ル が 認 め られ た ．しか し マ

ル タ
ーゼ 遺伝子相 同 配列 の 存在 が 認め られ て い た第孤

幾瓢毳
　 　 ua　　　　　　　　　　　　　　　 4

　黝 　 辮 物 縄 　　　蝉
 

霊 毳毒　ノ唾ゐ
一

，

　　　　　　　　　　　 A ，Electrophoretic

染色 体 （約 1000Kb ）に は シ グ ナ ル が認め られなか っ た

こ とか ら，こ の 配列 は 調節 タ ソ バ ク遺伝 子 の 欠損 した

不完 全な構造 を と る もの と考え られ る．接 合体 S−

2030 か ら分離 し た 胞子 ク ロ ーソ に つ い て は M ，IL配列

の 分離 が 見られ ， 6B の よ うに親株同様 ， 第糧 と第 ！y

染色体に ， 6A や 7A の よ うに 第 檀染色体の み に ，6C

や 7B の よ うに 第N 染色体の み に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る

株，また 4B の よ うに ま っ た く ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い

株の 4 つ の パ タ ーン が見られ た ．分離 した全胞子 ク

ロ ーン 2t株に つ い て ハイ ブ リ ダ イ ズ の パ タ
ー

ン と マ ル

ト
ー

ス 発酵性 との 関係 を 調ぺ た が ，第 N か 第田 の い ず

れか の 染色体に ハ イ ブ リダイ ズ す る 株は 例外な くマ ル

トース の 発酵性を示 し，ハイ ブ リ ダイ ズ しない 株 は す

べ て発酵性 を 示 さな か っ た （Table　3）．こ の 結果 よ り

SH4 の マ ル ト
ース 発酵性は 2遺伝子支配で あ り第 N

染色体上 の neL 相同配列 は マ ル トース 発酵性を発現

して い る こ とが分か っ た．一方，Fig．3A −D で 示 しte
よ うに 、ワ イ ン 酵母 KW ・1 お よ び 接合体KW −2080は

第W 染色体 の み に シ グナ ル が認め られ 第 N 染色体 は こ

Table　3．　Distribution　of　AML 　on 　S−2080　segregants ．

Adi（L　signal 　pattcrn
‘ 　 Maltose　 　 　 Number 　of

fermentability　　 segregarlts

IV，　VIII

IVVIIINo

　8ignal

十

十

十

广
0438

　
： Chromosome 　No ．　that 　hybridized　to　probe　R （Fig．

5A）．
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Fig．3．　 Analysis　 of 　chremosomal 　 DNA 　from　hyb面 strain 　KW ・2080　 and 　its　 segregants 、

　　phoretic　kaTyotype　by　 CHEF 　gcl　 electrophoresis．

　　pattem　with 　tbe　pmbe 　R （Fig．5A）．

　　　　　　　　　　　　　 　　　　　tt　，　　　ttコ　　　　’

轡 難 ：麟 靉鑼
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 A ，C ，　E星octm −

B
，
D

，
　 Autoradiograph　 showing 　the　 hyb【idization

の プ ロ
ーブ とハ イ ブ リ ダイ ズ し なか っ た ．した が っ て ，

こ の 配列 は S艮 4 の 第 畷 染色体 と同様，調節 タ ン パ ク

遣伝子 を欠損 した 構造を と る もの と考 え られ る ．

KW −2080 か ら分離 した 胞 子 ク ロ
ー

ン に お い て も マ ル

ト
ー

ス 発酵 性 を 示 し た 株 は す べ て 第 Ilf　ee色体 （約

1200　Kb ）の 位置 に シ グ ナ ル が 認 め られ ，第 W 染 色 体

は親株同 様，こ の プ P 一ブ と ハ イ プ リダ イ ズ しな か っ

た ．し た が っ て ，KW −1 の 第 W 染色体 の AL4L 相同配

列 は 単独 で は マ ル ト
ース 発酵性 を 発現 し な い と考 え ら

れ た．

　 S−2080 胞 子 ク ロ
ー

ン の マ ル タ
ー

ゼ 誘 導 試 験

SH4 と malm 株 の 交雑 に よ り取得 した第 】V染色体 の み

に 泌 L 配列 を持 つ 株 の マ ル タ
ーゼ 活性 の 誘導性に つ

い て 検討 した．供試菌 と して は ， S−2080−7B （uaLX ），

同 6A （MAL6 ），　IC （謝 ゐ6謝 ゐ劫，　IA　（mal
−
）の 4 株 を

使 用 した ，（上記 の サ ザ ン 解析 に よ り発現性 の 確認 さ

れ た SH −4 の 第 IV染 色 体 の AL4L 配 列 を 便 宜 上 ，

MAL ￥ と裘記 した ．以 下 こ れ に 準ず る）．YPAD 培

地 で 集菌後，YPAM 培地 で マ ル タ ーゼ の 誘導を開始

させ た 菌体 を 2 日間 経時的 に サ ン プ リ ン グ し，菌体 を

破砕 し て 活性瀏定 を 行 っ た ．loe　cclls あ た りの マ ル

タ
ーゼ 活性 の 経時的変化 を Fig．4 に 示 した ．謝 ゐ6

（皿 ）を保有す る 6A ，　IC の 各株 は 培養開始後，ま もな

く活性 が 誘導 さ れ 6 〜12時間 で 活性 の ピ ー
ク に 達 し

た ．一
方 ，

謝 LY の み 単独 で 保有す る 7B 株は 上 記 の

株に 比 べ て 活性 の 誘導が約 1 日遅れ ，誘導後，約36時

間 で ピ
ー

ク に 達 し た ．弼 ゐ 配列 を 保 た な い IA 株 で

は 2 日 間，誘導培養 して も マ ル タ ーゼ 活性 は ま っ た く

誘導 さ れ な か っ た．

　PCR 法 に よ る ？VLgLX の 増轎　　上 記 の サ ザ ソ 解析

お よ び マ ル タ
ーゼ 活性 誘導試験 の 結果 よ り，発現 性 が

（
皇
8
匙
＼
・

萋
30

．

o 12 　 　　 　　　 24 　 　　　 　　 36

　 1ncube 量」o 鴨 tlmo 〔h）

4e

Fig・4，　王nduction 　 of 　maltase 　activi 亡y　of 　S−2080

　　 seg 「egants ・　 SymbQ 巨s；　● ，S−2080−7B　（MALX ）； ▲，
　　6A （．4（AL6 ）； 営 ，三C （auLX 　MAL6 ）； Q ，1A （η 昭 り，
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Total 　D闘直　of 　C9（’At の

M ：λ ∬ノ〃孤 di区est

・← − 1．7Kb

Fi
巳．5．　 Amp 】i壼cati6n 　of 燃 乙 sequence 　on 　chromosome 　IV （AL4LX ）by　po工ymerase 　chain 　reaction ．　Restric−

　　　　tiQn　enzymes 　are 　abbrev 量ated 　as　f6110ws： A ，　Aba五；B ，　Bgffl；C ，　Clal；H ，研 屈 III；P ，　Pstl； R ，　EcoRI｝ S，

　　　　Sa〜1；
→

，
　f（｝rward 　pr呈mer ；

e
，
　reverse 　primcr；black　bar，　probe　region 　fbr　PFG −Seuthern　hybridization．

認め られ た SH −4 の 謝 ムX を PCR 法 で 増幅，ク ロ
ー

ン 化 し，遺俵子の構造 を 調 べ る こ とに した．SH ・味 の

第 W 染色体 DNA を鋳型 と し Table　3 に 示 しt；　MAL6

遣 伝 子 内 の 各 位麗 に 相 当す る 合 成 プ ラ イ マ
ー

を 用 い て

PCR を行 っ た 結果，　 Fig．5 に 示 し た よ う1＝　MAL を 構

成す る遣伝子 で あ る 調節 タ ソ パ ク
，透過酵素 ，

マ ル タ ー

ゼ の 各 　open 　reading 　frame （ORF ）領域 に 対応す る 約

1．4Kb （Fig．5B　lane　1），1．8Kb （lane　2），1．7Kb （la皿 e　3）

A Reg臆1ator Per ■ ease Maltase

瑚 46 一

iAtr 一
　　→
Regien　 1

　　→
Re区ion2L

型L」

B
肆e 区 ion　l
　　　　　　÷ 55　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ÷ 124

　』「lll6　GACAGGA直TAAACCATGTAATCGCTGCATTCA（≡CαCA《TT了GAACTGCACTTATCTTCAA
　　　　　　　参零辱塾■■蓼■■●●■●3 ■■●■蓼ぴ■孝■孝●毒■■毒●●■参●●塗●奪尋■尋奪●■奪■●傘●壽辱■●■非率噂孝o ■

　VA‘！　 GムCム6GAATAムACC良τGTムムTCGCTGCムTTCAGCGC此ATTTGA ムCT｛｝C△CTT 直TCTTCAA

　　　　　十125 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十174

　　　　　　　CCC τTGAA直AAGAGAGGTCCAAAATCCATT 且G《GC ム66A 携｛｝CTTAAAAAAA 八TAGC6G ムA
　　　　　　　辱尋零●尋●孝辱辱辱零象奪●奪尋参魯堆傘■零奪喚奪●　　塗孝零蕃■毒喰毒■奪●奪■■辱辱●癖零尋零■■零專奪嚇■◎参塾毒象

　　　　　　　CCG τTGAムAムAGAGAOqTCCAAAATCTムTTAGAGOAGGA 《GCTTAA ムA《AAAT ムCC貯GAA 　　　　Ho甕o 圭ogy

Begion　 2
　　　　　　＋ 94　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ＋1S3

　∬Al5 　　AACGみT6GCT666GT6ムTTτAA 直A｛｝GTATCACTTCCAAG 冨TGCAGTATAT τAムAGATGGC
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　」fノ鐸1∬　直AC（｝AA6GCTGGG6TGATTTAAムAGGTATCACTTCCA 轟GTT ｛｝CAGT 直TATTAAAGATGGC

　　　　　十154　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十 213

　　　　　　　GTTGATGCTATTT6GGTTTGTCCGTTTTATGACTCTCCTCAACAAG ムTATG6GGTATG ムτ
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Fig．6．　Restriction　 map 　 and 　partia【nucleet ｛de　 sequence 　 of 醐 乙 sequ ε nce 　on 　 chrDmoso 皿 e　IV （MALX ），

　　　　Restriction　enzymes 　are 　abbreviated 　as　ln　Fig．5with 　the　fc）1置owing 　addit 且ons ：K ，　Kpnl；N ，ムrcel，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1994 年 第 2 号 焼 酎 酵 母 の MAL 配 列 93

の 特異的な DNA 断片 の 増幅 が 認め られ た ．ま た 増幅

効率 は 低い が 三 遣伝子を 含む約 6Kb の 領域 に 相当す

る バ ソ ドも検 出 され た （larie
　4）．

　？lt、aL 疋 の 構造　　PCR 法 で 増幅 した SH −4 の 第N

染色体 MAL 相 同配列 M4LX 内の ORF 部分を い くつ

か の 制限酵素 で 切断 し MAL6 と切断部位 を 比較 した ．

Fig．6A で 示 し た よ うに 調節 タ ソ パ ク 遺伝 于 の Hin−

dIII，　EcoR．1，　Clal部 位 ， 透過 酵素遺伝子 の Pstl，　S盟 ，

Aval，　Nc・1，　Ec・RI 部位，マ ル タ
ーゼ 遺伝子 の Bglll，

KPnl，　Pstl，α α1 部 位 に つ い て C・t　MAL6 と 同一位 置 に

認め られた ．次に PCR 法 で増幅 した MALX 　vcつ い て

ダ イ レ ク トシ
ー

ク エ ン ス を行 い ，マ ル タ
ー

ゼ 遺伝子 と

調節 タ ン パ ク 遺 伝子 の ORF 内 5
’一宋 端 領域 の 約

120bp の 塩基配列を調 べ て MAL6 と 比較 し た 結果，

Fig．6B で 示 した よ うに 両 領域 と も96％以上 の 高い ホ

モ 卩 ジ
ーが あ り，こ の 領域 に 関 し て ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で

の 置 換 は 認 め られ な か っ た ．

考 察

　第 W 染色体 の AdiAL相 同配列 （Adi40r）を 保有 した 焼

酎酵 母 　SH −4 と mat
一
株 の 接 合体 よ り胞子 ク 卩

一
ン を

分離した結果 ， S−2080−6群 お よび 7 群 の よ うに 同
一

子

嚢 に マ ル ト
ー

ス 発酵性 を示 す胞 子 ク ロ ーン が 3株含 ま

れ ，2 つ 以上 の M4L 遺伝子 が 発現 して い る こ とが 分

か っ た が ，調節 タ ン バ ク コ ード領域 の ブ Pt　一ブ R を

用 い た PFG 一サ ザ ン 解析 に よ り第田 染色体 （MAL6 ）と

と もに 第 IV染 色 体上 の 翩 L 相同配列 が 活性な ア レ ル

で あ る こ とが判 明 した，

　
一

方，ワ イ ソ 酵 母 KW −1 に つ い て も同様 な 解析 を

行 っ た 結果，四 分子解析 に よ りマ ル ト
ー

ス の 発酵性は

1 遺伝 子 支 配 で あ る こ とが分か っ た が，発酵性 を 示 し

た 胞子 ク P 一ン は ブ ロ ープ R と第 〜矼染 色 体 の み で ハ

イ ブ リ ダ イ ズ した こ とか ら第 麗染色体 の 相 同配 列 は 調

節タ ン パ ク コ ード領域を欠損 し，単独 で は 発現性を保

た な い と考 え られた ．こ の よ うに SH ・4 と KW ・1で は

活性 を 有す る 配列 の 存在す る遺伝 子 座 は 異 な っ て い た

が，活性 の 喪失 は 調節 タ ン パ ク 遺伝子 で あ る GENE3

の 欠損に 起因す る 例が 多い こ とが 示唆 され た ．hde4LX

を単 独 で 保 有 す る株 の マ ル タ ーゼ 活 性 の 誘導性 を 調べ

た と こ ろ，MAL6 （孤 ） を保有す る胞 子 ク P 一ン に 比

べ
， 約 1 日誘導 が 遅れ る傾 向が見 られ た．原因 と して

は 遺伝 子 の 変異 に よ る 発現調節機構 の 機能低下 が 考え

られ る が，こ の 点 に つ い て は 胞子 ク ロ
ー

ソ 間 の 生理 的

性質 の 差異 につ い て の 十分な検討も必要 と考えられ る．

　第 N 染色体上 の ld／AL 相 同 配 列 は 焼酎酵母 を 中 心 に

一
部 の 清酒酵母，ワ イ ン 酵母など日本 に 分離源を 持 つ

株 に 特異的 に 見 い だ さ れ た こ とか らそ の 分布 に 地域性

が 示 唆 され た ．こ れ らの 株は い ず れ も比較的強い マ ル

ターゼ 資化能 を持 ち，一
方，清酒酵母 の 中で も現在 ，

広 く使 用 され て い る協会系 の 7 号，9 号 ，10号 な どは

こ の 配列 を 持 た な い ．e｝こ れ ら の 優良清酒酵母 は 上 記

の 株 に 比べ マ ル ト
ー

ス 資化能が 弱い 傾向に あ っ た ．こ

の 原因 と し て 清酒醪 とい う麹由来 の 糖化酵素が 供給 さ

れ る こ とか ら マ ル タ
ーゼ 活性 を 必要 と し ない 人為的環

境 で の 遺伝子 の 淘汰が 長 く続 い た こ と が考えられ る ．
一

方，焼酎酵母 の 場合も同様 な環境に あ る が，第 y 染

色体上 の Ate4L 配 列 の 存 在 は 環 境 的 な淘 汰が 上 記 の 清

酒酵 母 ほ ど進 ん で い な い こ とを 示 す も の と推察さ れ

る．以 前，Saccharemlces属 に お い て 翩 L5 が 第 麗 染色

体 に マ
ッ ピ ン グ され た が，こ の 遺 伝 子 は グ ル コ ア ミ

ラ
ーゼ 遺伝 子 STAI と同

一
で あ っ た ．26〕しか し，今回

報告 した 焼酎酵母 SH −4 の 第 E「

染色体上 の 配列は 既報

の 謝 L 遺伝子 と高い 相同性 を保 ち ，V ル タ
ーゼ 活性

を 発 現 した こ と か ら Saccharomlces属 に お い て 第 6番 目

の MAL 遺伝子 す な わ ち MAL7 　｝L 相 当 す る もの と考え

られ る．

要 約

（1）焼酎酵母 SH −4 と mal
一
実験室株 と の 戻 し交雑 に

よ り分 離 した 胞子 ク 卩
一

ン の サ ザ ン 解析か ら焼酎酵母

SH −4 株 の 第 ］V染色体 motL 相 同 配 列 が マ ル タ ーゼ 活

性 を 発現 し て い る こ とが 明 らか に な り，Saccharomコces

属に お い て 今まで マ
ッ

ピ ン グ され て い ない 第 ］V染色体

の MAL 遺伝 子 の 存在が 明 ら か と な っ た ．よ っ て こ の

遺伝子を MAL7 と命名 し た ．こ の MAL7 を 単独 で 保

持 す る 株 の マ ル タ
ーゼ 活性 の 誘導 et　mUL6 を 保 つ 株

に 比 べ 遅延す る傾向 が 見られ た．一
方 ，

ワ イ ン 酵母

KW −1 の 第 W 染色体 MAL 相 同 配 列 は 単独 で は 発現 性

を示 さず，そ の 原因は 調節 タ ソ パ ク遺伝子 の 欠損に よ

る もの と考 え られた ，

（2）発現性 の 認 め られ た SH −4 の 保有す る 第 y 染 色 体

の MAL 相 同 配 列 を PCR 法 で 増幅後，ク 卩 一ソ 化 し

て 制 限 酵素部位 ，部分塩基配列 を 調 べ た 結果，MAL

遺伝子 と して完全な構造を 持 ち，制限酵素部位，塩基

配列 レ ベ ル で MAL6 と高 い ホ モ ロ ジ ー
を持つ こ とが

分か っ た．

N 工工
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本研 究 に 対 して 御 指導，ご 助言 を賜 りま し た サ ッ ポ ロ ビ ール  

高田 善浩氏，元国税庁醸造試験所 所長 原昌道氏 に 厚 く御礼申し上

げます，
本報 告 の 概要 は平 成 3 年度 日本 農芸 化学 会 大会 （京都 ）に て 発

表 した．
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