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　High 　ethanol 　concen しrations 　in　sake 　mas11 ，　which 　characteristically 　reach 　over 　20％，　occasionally 　cause

stuck 飴 rmentadon 　resulting 　in　Iow−quality　sake ．　 Adequa［e　fel・menta ［ive　activity　isしhus　one 　of ［he　most

imporしant 艶atures 　required 　ofa 　sake 　yeast．　 Mutants　resistant 　to　clotrimazole （CTZ ）werc 　iso旦aしed　fvom
the 　sake 　yeasts　Kyokai　no ．701and 　no ．100L 　More ［han 　llalf　of 　them 　fel・men ［ed 　sake 　mash 　faster　and

produced　higher　amounts 　of 　alcohol 　than 　thci19　parcntal　sこrains ・　In　industrial−scale 　sake 　fセrmen ［ation ，a

CTZ −resistant 　muta 苴1しcould 　reduce 　the 　fermentation　period　by　1−2　days．　 C
「
1
「
Z−resis しan ［ mu ［an ［s　from 　a

non −urea 　forming　sake 　yeast　and 　a　high　isoamyl　acetate 　producingstraill　showed 　improved 　fermentaしive

activity　while 　re 【aining 　their 　parental　advan 巴agcs 　fbr　sake 　making ．　 CTZ −resis ［ant 　mu ［an ［s　also 　exhibit

P］eiotI
−
opic 　drug　llcsistance （PDR ）；the アare 　resistan し［o　a　wide 　range 　of 〔ytotoxiccompounds　unrclatcd 　to

CTZ ．　Series　of 　gail1−of−functlon　missense 　mutations 　in〃 ）尺1　and 　Pl）R3，　which 　encode ［ranscription

factors，　are 　known 　to　increase　the 　expression 　ofABC 　transporters 　that　extrude 　various 　kinds　ofdr
・
ugs 　out

of 【he　cell，　lcading　to　PDR ・　Intllis　s山 dy，　two 　PDRI 　and 　three 　PDR ヲ nlutant 　alleLes 　were 　cloned 　from
five　indepe聖1den しCTZ −resis ［ant 　mutan 【s．　 These　 a［leles　con ［ain 　differcnし misscnse 　mutations − ・PDR1 −

〃176（L309S＞，　PD 尺1−2 （M3081 ），　PDR3 −C21 （L950S），　PDI｛3−C231 （G948D ），and 　Pl）R3 −〃 （G957D ）− that

are 　sufflcien ［ ［o　improve　fermentative　activiこy，　in　addition 　 to　conferring 　PDR ．　In　 a　CTZ −19esis吐ant

mu ［ant
，
　CTZ21

，
isolaしed 　h馳om 　the 　haploid　 sake 　yeast　HL69 ，　tlle 正evels 　 of 　mRNA 　f（〕r　thrce 　major 　ABC

transpor ［er 　genes，　PDR ）
’

，
　SIV（〜2，

　 and 　 YORI ，　 markedly 　 increased，　 while 　the 　cellular　ATP 　conten 【s

drastically　decreased．　Disruption　of 　PDJ｛50r 　S八厂（〜2　but　not 　YORI　i！1　CTZ2110wered 　the 　fermenta ［ive

actSvity しo　dlat　ofHL69 　and 　res しored 　the 　cel且ular 　ATP 　con 【en しs　to　a　mcdiumlevel 　betwcen　those 　ofCTZ21

and 　HL69 ．　These 　results 　demons ［rated 　tha ［ しhe　ATP 　level　 reduced 　by　 ovel
・
expl

・
ession 　of 　PD κ5　and

S八i（〜2in　CTZ21 　 contributes 　to　a　cer ［ain 　ex ［el1 ［to　i［s　improved　fermen［ative 　ac しivity・

［Key 　words ：　clotrimazole ，　fヒrmenLaLive 　activity ，　pleiotropic　drug　resistance ，　sake 　｝
・east ］

は　 じ　 め　 に

　清酒醸造は 15°C 程 度の 低温 で 行 わ れ ，並行複式発酵に

よ っ て醪 中の ア ル コ
ー

ル 濃度は 20％に も達する，そ の た

め ， 清酒醪の 発酵 には少 な く とも 2週 間程度の 長期間 が

必要で あ り，さらに低温 で発酵 を行 う吟醸造 りでは発酵

期間が 1ヶ 月 に も及ぶ ．また，醪末期 に は 発
’
酵が しば し

ぱ遅 滞 し，発酵の 長期化 と酒質の 低下 を招い て い た ．こ

れ らの 闘題 を解決す るために ， 発 酵力 の 強 い 酵母菌株 が

従来 か ら望 まれ て お り，さま ざまな方法 で 酵母変異株 が

育種 され て きた，原 らは高濃度の エ タ ノ
ー

ル 存在下で の

生菌率 が 顕著 に高 くな っ た ア ル コ
ール 耐性株を分離 し

，

酒質の 低下 が 回避 され るよ うにな っ た ．り 秋田 らは イ ソ ァ

ミル ア ル コ
ー

ル 耐性 を指標に して 同様 の ア ル コ
ー

ル 耐性
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株 の 分離を行 っ た．2）また近年 で は新 田 ら が Kl キ ラ
ー

耐性 を利用 して ， さらにア ル コ
ー

ル 耐性 の 強 い 変異株 を

分離 し た．3） しか し，こ れ らの 変異株 の 発酵力 は ，特に 醪

初期か ら中期に お い て親株よ りもやや劣 っ て お り，発 酵

期間 の 短縮には必ず しも繋が っ て い なか っ た，また ， ほ

とん どの ア ル コ
ー

ル 耐性株 で 生成 酒 の 酸度 が 高 くな っ

た，レ s）

　 と こ ろ で ，酵母 の 増殖や発酵に は，細胞膜 中の ス テ ロ
ー

ル や脂肪酸組 成が影響す る こ とが知 られ て い る．4
−8）ま

た ， ク ロ トリマ ゾ
ー

ル （GTZ ）に 代表 され る ア ゾ
ー

ル 系抗

真菌剤は ，エ ル ゴ ス テ ロ
ー

ル の 生合成阻害，お よ び 細胞

膜中の 不飽和脂肪酸 との 直接的な結合に よる膜構造 の 破

壊 に よ っ て 酵母 の 生 育を阻害す るも の で あ る．9“11） 本研

究 で は，CTZ に耐性 を示す変異株 の 分離 を試 み ，醪期間

全体を通 して 高発酵性 を示 し，酒質を犠牲に する こ とな

く発 酵期間 の 短縮が 可能な変異株 を初め て 取 得 し た．12＞

こ   手 法は，種 々 の 有用変異酵母 の 発酵力 改善 に応用す

る こ とが で きた．13＞さ らに，GTZ 耐性株が ATP 　binding

cassette （ABC ）トラ ン ス ポ
ー

タ
ー

の 高発現に よ る 多剤 耐

性変異 で ある こ とを見 い だ し，Is）．そ の 変異部位を明 らか

に し て ，高発 酵性 へ の 関与 を証 明 した，14）こ れ は清酒酵

母 に高発 酵性 を付 与で きる変異型遺伝子 をク ロ
ー

ニ ン グ

した最初の 例で あ る．また，高発酵性 の メ カ ニ ズ ム の ひ

とつ と して ，ABC トラ ン ス ポ
ー

タ
ー

の 高発現に よる細胞

内ATP レベ ル の 低下 が ，解糖系 フ ラ ッ ク ス の 増大を もた

ら し て い る こ とを考察 し た．］S）

Tab 且e　L　Analysis　 of 〔resh　sake 　 brewed　with 　CTZ239 　and

　 　 K1001 　in　an 　industrial・sca ］e　fermentation．

CTZ239 KIOOI

Sake　nle しer

A｝cohol （％，　v！v）
AcidiLy（m 【）

Amino 　ac 苴di【y （ml ）

Sensory　eva ］ua ［ion＊

＋ 3，919

，62

．02
．02

．2

＋ 0．818
．82

，02
．12

．1

L　CTZ 耐性 に よる高発酵性株の 分離

1．1． 協会泡な し酵母か らの高発酵性株の 取得　　協 会

泡な し酵母 K701 と K1001 か ら，20　mg ！lの CTZ を含む最

少平板 培地 上 に 出現 し た コ ロ ニ
ー

を分離 し， 小 ス ケ
ー

ル

で の 仕 込試 験 を行 っ た とこ ろ，分離した株の 半数以上 が

親株 よ りも高濃度 の ア ル コ ール を生成 し た．っ ま り，

CTZ 耐性 を指標 にする こ とで ，高発酵性 の 変異株が容易

に得 られ る こ とが 分 か っ た．12｝

　仕込試 験 を繰 り返 して，発酵性が大きく向上 し，酒質

が 優れ て い た CTZ239 株 を最優良株 と して 選抜 した ．こ

の 株 の 実用的な有用性 を確認する た め に ，総米 2．3t の 実

生産規 模で の 仕込試験 を行 っ た ．1？） CTZ239 は醪初期 か

らア ル コ ー
ル の 生成 ，

ボ ー
メの キ レ （糖 の 消費とア ル コ

ー

ル の 生 成による比重 の 低下）が ともに速 く，対照 と し て

用 い た親株 の K1001 よ りも，2 日程度速 い 発酵経過 と

な っ た．
「
血 ble　lに 示 すよ うに ，　 GTZ239 で は K1001 より

もア ル コ
ー

ル 濃度が 0．8％，日本酒度 〔（1！比重 一1）xl443 〕

＊ 1，Good −5，　poor （r】
＝17）．

が 3、1高 くな っ て い た．こ れ は ， CTZ239 の 優れ た高発酵

性 を示 して い る，そ の
一

方，酸度 とア ミ ノ 酸度に は差が

な く，官能的に もK1001 と比 べ て何 ら遜色の ない 酒質で

あ っ た，

1．2． CTZ 耐性の付与 による有用 変異株の発酵力改 善

清酒 醸造 に お い て ，酵母 の 育種は酒質の 向上や商品の 差

別化を図 る 上 で 重要で あ り，活発な研究が行われて きた，

尿素の 低減を目的とし た ア ル ギナ
ーゼ欠 損株 16 ＞やメチ

ル ア ミ ン 耐性株，17）カ プ ロ ン 酸エ チル や 酢酸イ ソ ア ミ ル ，

お よびβ
一フ ェ ネチ ル ア ル コ

ー
ル な どの 香気成分高生産性

株，18
−2°）な らび に寡酸卜生株 21｝や リン ゴ 酸高生産性株 22・2s）

な どが分離され て お り，さま ざまな 目的で 個性豊か な清

酒酵母 が 多数開発 され て い る．

　 こ の よ うな変異株を選抜す る際に は，育種 の 目的 とな

る有用な形質に加 え て ，十分な発酵力 を持 つ こ とが必要

で あ る，しか し，実際に分離 された有用変異株は，そ の

親株 よ りも発酵力が劣る こ とが少なくな い ．2・2s・24）こ の よ

うな変異株 を実用 に供す るために，そ の 株 の 発酵 力 を高

め るよ うな変異を付加す る こ とが考え られ ，こ れま で に

も泡 な し性 の 付 与 に よ る方 法 が 報告 され て い る．25，26）

我 々 は ，CTZ 耐性 の 付与に よ る高発酵性酵母 の 育種方法

を，尿素非生産性株 と酢酸イ ソ ア ミル 高生産性株 の 発 酵

力改善に応用 した ．ts）

　KlOOI か ら Kitamoto らの 方 Vk　i6）を用 い て分離 した尿

素非生産性 ア ル ギナ
ー

ゼ欠損株 HL163 ，お よび K7 号系

の 当社保存菌株 HL155 よ り フ ル ア ジ ホ ッ プ耐性 を指標

として 取得 した酢酸イ ソ ア ミル 高生産性株 Ffe　1327）を親

株 と して使用 した．CTZ 　20　mg ！tを含む最少平板培地上

に出現 した コ ロ ニ
ー

を約 50株 ず つ 釣菌 し，総米 100g の

発酵試験 を行 っ た．］3）　HLl63 由来株の 62％，　 Ffd　3 由来

株の 85％ が 親株 よ りも炭酸ガ ス 減量 の 経過 が 速 く ， 生成

酒 の 日本酒度が 高か っ た ．

　最 も発 酵 力 の 向上 が 顕 著で あ っ た 分離株 に っ い て ，

各 親株 を対 照 と し た総 米 lkg の 仕込 試 験 を行 っ た ．ls｝
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］為ble　2．　 Anai ソsis　 o 「 fresh　 sake　 brewed　wizh 　HL176 　 and

　 　 HLI63 ，

HL176 HL163

Sake　nleter

Alcohol（％．　v ！v ）
Acidlty （nil ）

Amino 　acidi 【y （ml ）

Urea （m9 〆の

＋ 3，919
．92

」

2．1ND
準

一〇，519
．42

．02

．4ND
＊

＊ ND ，　no 【detected．

「
且画b［e　3．　Analysis　of 　fresh　sake 　brewed　wi しh　Ffヒ13・9，　Ffe13and
　 　 HL155 ．

J’fe　13・9 Ffe　13 HL155

Sake　 llle 【er

A】cohol （％，　v！v ）

Acidity（ml ）

Amino 　acidit ）
，
（ml ＞

ODgsoIS

・ amyl 　acetate （mgtt ）

十 4．519
．32
，32

．50

．13818
」

十 LO18

．92

，22

．60

．14820
．6

十4 ．519
．22

．22

．20
．07810
．4

HL163 は 日 本酒 度が一〇2 に な っ た 時点で発酵が 停止 し

た が，CTZ 耐性株 の HL176 は醪初期 か ら発酵が 旺盛で

あ り，醪末期に な っ て も 日 本 酒度 が順 調 にキ レ て い っ

た ．Table　2 に 示 すよ うに，　 HLI76 の 生成酒 は HL163

よ りも ア ル コ
ール 濃度 と 日本酒度が高 く，酸度は ほ ぼ

同 じで ア ミ ノ酸度が 低か っ た，また，HLI63 と同様に

尿 素の 生成は認 め られ なか っ た ．

　Ffe　13 は醪後期の 発 酵 が緩慢 で，生成酒は ア ミ ノ酸度

が高く着色 して い た が，CTZ 耐性株 の Ffe　13・9 は醪後期

に も順調に発酵 し，日本酒度が よ くキ レ て ア ル コ
ー

ル 濃

度が 高か っ た （Tablc　S）。また，　 Ffe　13−9 は 生成酒中に

18．lmg ／1の 酢酸イ ソ ア ミル を蓄積 し，　 F　fe　13の 酢酸イ ソ

ア ミル 高生産性
’27）を保 っ て い た．

　以上 の よ うに，CTZ 耐性 の 付与に よ っ て，　HL163 の 尿

素非生産性お よび Ffe　13 の 酢酸イ ソ ア ミル 高生産性 を維

持 し た まま，発酵力が 向上 し た変異株を分離する こ とが

で きた．

2． CTZ 耐性株の 高発酵性メ カ ニ ズ ム の 解析

2．1． CTZ 耐性株の ア ル コ
ー

ル 耐性　　CTZ 耐性 と高発

酵性との 関連に つ い て は ，細胞膜中の ス テ ロ
ー

ル や脂肪酸

などの 組成変化に よるア ル コ ー
ル 耐性で あ る と予想 され

たの で ，原 らに よ っ て分離され た 高濃度エ タ ノール 存在下

で も死滅 しに くい ア ル コ
ー

ル 耐性泡なし酵母 AA6 株 25）と

の 比較を行 っ た ．17．5％ エ タ ノ
ー

ル 存在下 で の 生菌率を

測定 し た と こ ろ，AA6 が 約 60％ の 高 い 生菌率で あ っ た

が ， CTZ 耐性 株 は親株 と同程度 の 3〜12％ の 低 い 生菌率

で あ り，ア ル コ
ー

ル 耐性 を示 さな か っ た．12）

2．2． CTZ 耐性株の 多剤耐性　　CTZ を含む ア ゾ
ー

ル 系

抗真菌剤は臨床で も広 く用 い られ て い るが，こ れ を長期

間投与され た エ イズ 患者か らABC トラ ン ス ポータ
ー

と

呼 ばれ る薬剤排 出ポ ン プが高発現 した Candida　atbica7as の

耐性変 異株が分離 され た．28）ABC トラ ン ス ポー
タ
ー

の 高

発現は，投与 され た薬剤の み な らず，それ とは構造 や作

用機 作の 異 なる多 くの 薬剤に 対 し て 同時に 耐性を示 す

多剤 耐性 を 引き起 こ す こ とが知 られ て お り，29）同様の

現象は Saccharomyces　cereviliae で も古くか ら観察 され て い

た．30
−32）清酒酵母 の 多剤耐 性変異株 として は，曲淵 らが

シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドとセ ル レ ニ ン の 両方 に対 す る耐 性 を

指標 と し て 分離 を行 い ，有機酸や グ リセ ロ ール な どの

香味成分が 変化 した清酒が醸造で きた こ とを報告 して い

た．S3 ）ま た ， 福田 らは トリコ セ シ ン 耐性酵母 を分離 し，生

成 酒 の ア ル コ
ー

ル 濃度が 高か っ た こ と，お よ び ト リ コ

セ シ ン以外 の 薬剤 に も耐 性 を示 した こ とを報告 して い

た．：34，s5）

　そ こ で ，我 々 が取得 し た CTZ 耐性株 の 各種薬剤に対

す る耐性 を調 べ た ．そ の 結果，試験に 供 し たすべ て の

CTZ 耐性株は，シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド，4一ニ トロ キ ノ リ ン

1一オ キ シ ド （4−NQO ），オ リゴ マ イ シ ン な どの CTZ とは

構 造や 作 用機 作 の 異 な る複 数 の 薬剤 に 耐 性 で あ り

（Fig．1），多剤耐 性を示 す こ とが分か っ た．13，15・36）

Strain　　 l　　2　　3　　4　　5

HL163

HL176Ffel3

Ffe13−9

HL69

CTZ21

KIOOI

CTZ231

CTZ239

Fig．1．　Compalison 　of 　d19ug　resis 【ance 　among 　various 　CTZ −

　 　1
・
esistant 　mutants 　and しheir　parelコtal　s［rains ．　Lane5 ： 1，blank

　　wi ［h　nodrug ；2，0，4111g〆‘cycloheximide ；3，0．5　mg ！’4−NQO ；

　 4，0．5　mgit 　o ］igomycin｝　5，　10　m91t 　Cl
「
Z・
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Fig．2．　Northern 　blα anal
アsis　

ofPDRs 　in　various 　CT21−resis 【an ［

　　muLants 　 and 　their　parelltal　 strains ．　 Resis〔ance 　index ： ＋ ，
　 　 reSiStant ；

一，　SensitivC ．

　GTZ 耐性株 の 多剤耐性 が
，
　 ABC トラ ン ス ポ ー

タ
ー

の

働 きを介 した もの か ど うか を調 べ るために，ABC トラ ン

ス ポ ー
タ
ー

を コ
ー

ドす る代表 的 な遺伝子 PDR5 ／yDRl ！

STS137−s9＞の ノ ザ ン解析 を行 っ た （Fig．2）．13）各親株 で

は PDR5 の mRNA は 不検 出 で あ っ た が
，
　 GTZ 耐性 株 で

は PDR5 の 強 い シ グ ナ ル を検出 し た，こ の こ とか ら，CTZ

耐性株 の 多剤耐性 も，ABC トラ ン ス ポ
ー

ターの 高発現に

よる こ とが強 く示唆 された．

2．3． CTZ 耐性株か らの PDRI およびPDR3 変異型対立遺

伝子 の ク ロ
ーニ ン グ　　∫．cerevisiae の 全ゲ ノ ム が解析 さ

れ，29個 の ABC トラ ン ス ポー
タ
ー

の 存在が推定 されて

お り，4e ）それ らは 1）DR5 や YORIIYRSI ，41・4！）SN （Z24s）など

に コ
ー

ドされ て い る ．各ABG トラ ン ス ポー
タ
ー

に はある

程度 の 基 質特異性が存在する が，転写調節因子 を コ
ー

ド

する PDRI や PDR3 の
一

ア ミ ノ酸置換変異
4446 ）に よ っ て

転写 が 活性化 され 細胞 膜 上 で 同時 に高発現するため に ，

各種薬剤を細胞外へ排出 で き るよ うにな り，多剤耐性 を

獲得す る こ とが 明 らか に され て い る．

　そ こ で ，CTZ 耐性 株 5菌株か ら PDR 　1 と PDR3 を PCR

増幅 し て ク ロ ーニ ン グ し た と こ ろ，且4・s6）各 CTZ 耐性 株 は

多剤耐性を付与 し得 る PDR1
， もしくは PDR ヲ の 優性変

異を有 して い る こ とが 分か っ た，各対立遺伝子 は ，各 々

異な る
一

ア ミノ酸置換変異 （PDRJ −H176 ，　L309Sl　Pl ）Rl −

2，M3081 ； PDR3 −C21，　 L950S ； PDR3 −C23i ，　 G948D ；

PDR3 −11，　G957D ）を含ん で い た，こ れ らの 変異 は，PO 尺5

の 転 写 を 活性 化す る こ とが で きた．また，PDRI −Hl 　76，

PDR3 −C21，お よび PDR3 −C231 は，新規の 変異で あ っ た．

　Pdrlp と Pdr3p は 互 い に ホ モ ロ ジーが 高 く，GAL4 フ ァ

ミ リ
ー

に属す る転写調節因子 で あ り，こ の フ ァ ミリ
ー

に

共通する 3 つ の ドメイ ン 構 造を有 して い る （Fig．3）．47・48＞

実験室株で報告 され て い る変異部位は ，Pdrlp と Pdr3p

の ほぼ全長にわた っ て 存在 し て い る が，4← 46）CTZ 耐性株

の 変異部位は ，
Pdrlp 上 で は lnhibitoryドメイ ン の モ チ

ー

Pdr3P9
1　 ］ N −V −V1

24

Fig．3．　Lo⊂ations 　o 「various 　PDR 　missense 　mutarions 　on 　Pdrlp

　　and ．Pdr3p ，　 Mutation　 sites　 are 　 indicated　 b
ア

ngures： 1，
　　Pl）Rl −7 （P298A ）；2，　PDRI −6 （K302Q ＞；3，　PDR1 −2 （M3081 ）；

　　ま，P∠）Rl −Hl　76　（L309S）； 5，
　PDRI 一ヲ　（F815S）；6，　PZ）尺 1−101

　　（T879M ）｝ 7，　 PDR ノー8 （LlO36W ）； 8，　 PDRI −12 （LlO39Q ）；

　　9，PDR3 −4　（Tl191 ）； 10，　 PDR3 −5 （K205N ＞； ll，　 POR ヲー6
　　（K252M ）； 12，　PDR ヲー7 （G253M ）； 13，　PDR3 −8 （K257E ）； 14，
　　PDR3 −91PDRS 一ヲヲ　（Y276H ）； 15，　 PDR3 −10　（R280K ）； 16，
　　PDR ヲー15　（E725K ）； 17，　 PDR3 −16　（R794K ）； 18，　 PO 尺3−’7

　　（G834D ）； 19，　 Pl）Rヲー18 （G834S ）； 20，　PDR3 一ノ9　（L837S ）；

　　2⊥，PDR3 −C2ヲ1（G948D ）；22，　Pl）R3 −C21 （L950S ）；2旦，　PZ）Rヲー

　　〃 　（G957D ）； 24，1，DR3 −20 （G957N ）．　 Figu匸
・
es　 underlined

　 　 indica【e 　 muta 【ions　 fbund　 in　 CTZ −1・esistant 　 mutants ．　 The

　　structural 　domains　and 　motifs 　common 　among 　the 　GAL4

　　transcription 　fa　ni　il
＞
・are 　shown 　above 　ea £ h　o 「the　proteins．

フ ilに ，また，　 Pdr3p 上 で は ACtivationドメイ ン の 狭 い

領域に集 中して い た，そ こ で，実験 室株 の 代表 的な変 異

型対立遺伝子 で 強い 多剤耐性 を付与す る と報告 され て い

る PDRI −3，

44 ＞お よび PDR3 −745）との 比 較検討 を行 っ た，

こ の 2 つ の 対立遺伝 子 を二 倍体株 の
一

対の 染色体に ヘ テ

ロ に導入 し た場合 に は ，GTZ 耐性株由来の 変異型対 立遺

伝子 に比 べ て薬剤 耐性 が 弱 く，PDR5 の 転写 量 も少 な

か っ た ．ま た ，YPD 液体培養実験 に お け る 単位細胞 あた

りの エ タ ノ
ー

ル 生成速度の 増加 もわずか で あ っ た．49｝

2．4． PDR1 およびPDR3 変異型対立遺伝子 に よ る高発 酵

性の 付与　　先に 述 べ た CTZ 耐性株 の PDRj お よ び

Pl）摺 上 の
一

ア ミノ酸置換変異が清酒醪 中 で の 高発酵性

に直接関与し て い るか ど うかを検証 す る ため に ，各変異

型対立遺伝子 を染 色体 に 導入 し た安定な組換え体を形質

転換に よ っ て 構築 し，小 仕込 試験を行 っ た ．14・36）形質転

換に は変異部位 を含む ORF の
一

部分の DNA 断片を用 い ，

相同組換えによ っ て染色体上 に形成 され る完全 な変異型

対立遺伝子 の 多剤耐性 を直接指標 に し て 組 換え体 を選抜

した．なお ， 宿主には二 倍体株の KlOOl を使用 し，組換

え体 の 確認 は サザ ン 解析と PCR ダ イ レ ク トシ
ー

ケ ン ス を

用い て行 っ た．そ して ，元 の CTZ 耐性株 と同様に変異が

ヘ テ ロ に導入 された もの を選 んで小仕込試験 を実施 した．

　PDRI −Hl 　76 を除 い て ，　 K　1001 に 各変異型対 立遺伝子

を導入 した組換 え体は発酵が速やか で あ り，生成酒の 日

N 工工
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Table　4．　Ana 【ysis　of 　sake 　brewed　with 　re ｛：ombina 肌 s　of　K　IOOI　inしo 　which 　various 　PDRI 　 and

　 　 PDR3 　 nlUtatiells 　were 　in［roduced ．

PDR 　 inUtatlon Sake　me ［el
・ ALcohol（％，　v！v ） Acidity（ml ）　　Amlno 　acidity （ml ）

Wiid （KlOO り

Pl）Rl＿ノll76

PDRI −2PDR3
＿C21

PDR3 ．C2ヲ1

PDR3 ．〃

8．4 ± 0．08

，1± 0．I
l2．4 ± 0512

．0± 0．】

13．3± O．2
1］．6 ± 0，4

20．9土0．0
2Ll ± 0．1

21．4 ± 0．1

2L6 ± 0，0

21．6土 0，0
21、5 ± 0．1

2．0 」二〇．02

．0 士 0．02

．1± 0」
2．4 ± 0．02

．2 ± O．02

．2± 0．0

3．4 ± 0，03

．4 ±0．03
．2 ± 0．03

．1± 0．13
．0 士 0．03
．0 土 0．0

Values　are 　means 　with 　1
噛
anges 　ofduplica 【e　experimen 【s・

Table 　5．　Allalysis　of 　sake 　b1・ewed 　wi 【h　Lrarlsbrm 跚 ts　genera匸ed 　by　substi 〔uting 　PDR1 孑〃 76　f（）r　a　PDRI

　 　 wild 　allele 　ofHLI63 ，

Straina　　　 pO 尺’ alleles Sake　meter 　　Alcohol（％，　v！v）　 Acidity（ml ）　Amino 　acidity （ml ）

TF −2　　　　　PD 尺 1，PDRI −H176

TF −7　　 　 PDR1 ，P1）Rl・Hl 　76

TF −17　　 PDRI ，Pl）Rl −Hi76

TF −23　　　　　P1）Rl，P1）Rl −Hl76
HL163 　　 PPR1 ，PDRl

HL 】76　 　 PDRI ，1）DRI −〃 〃 6

＋ 5．5

＋ 5．2

＋ 5．2
＋4，6
＿2．4
＋ 5．5

19．919

．619
．719

．718

，919
，7

003244

尋

4

2229

」
9」
9b

3，13

．23

．23
．43

．73

．2

aTF ・2，　TF −7，　TF −17，and 　TF −23　are 　the　transformants ，　whne 　HLI63 （car 〃‘α，
・1）is　Lhe　transft）rmation 　hosし

HLl76 　is　the 　CTZ −resistant 　mu ［an ［derived　from　HLl63 ．

本酒度 と ア ル コ ー
ル 濃度 が KlOO1 よ り も高 くな っ た

（
「
rabLe　4），つ ま り，各変異型対立遺伝子の

一
ア ミノ 酸置

換変異は ， 多剤耐性 と 同時に 高発 酵性 を 付与 で き る こ と

が明 らか とな っ た ．

　PDRI −H176 は ，尿素非生産性株 HL16S 由来 の CTZ 耐

性株HLI76 か ら見 い だ された もの であ り，
13・14）こ れを形

質転換に よ っ て HL163 に 導入 し た揚合に は ， 発酵性 が

HLl76 と同程 度ま で 改善 され た （Table　5）．「4） し た が っ

て ，PDRI −Hl76 導入 の 発 酵性 へ の 効果は宿主によっ て

異なっ て お り，ア ル ギナ
ーゼ 遺伝子 CAR1 欠損に よ る 尿

素非生産性 16）に 依存 し て い る と推 定できるが，今後 さら

に検討の 必要がある．

2．5． ABC トラ ン ス ポー
タ
ー遺伝子 の 破壊に よ る CTZ21

株の高発酵性へ の影響　　CTZ 耐性株は，　 PDRI も しく

は PDR3 の
一

ア ミ ノ酸置換変異に よ っ て 多剤耐性 と高発

酵性を同時に獲得 して い る こ とが分か っ た の で，こ れ ら

の 変異に よ っ て 転写 が活性化 され る ABC トラ ン ス ポー

タ
ー

の 主要な 3つ の 遺伝子，PDR5 ，　 SN （22，お よび YORI

の 破壊株 を作製 して ，高発酵性 へ の 影響を調べ た慟 なお ，

遺伝子破壊は清酒酵母
一

倍体株 HL69 （MAT α ）
50｝由来 の

CTZ 耐性株CTZ21 （MAT α PDR ヲーC21）15）を用 い て 行 っ た，

　遺伝子破壊株の 小仕込試験 の 結果 を Fig．　4 に示 し た．

CTZ21 の PDR5 破壊株，お よび SNQ2 破壊株 は ， 醪初期

か らCTZ21 よ りも発 酵が遅れ，留後 14 日 目ま で は HL69

とほ とん ど同 じ 日本酒 度の 経過 とな っ た ．し か し，こ れ

以降の 日 本酒 度 の キ レ は，HL69 よ りも良好で あ っ た、

一方，CTZ21 の YORI 破 壊株 は，留後 14 日目まで CTZ21

と同様 の 日本酒度の経過とな っ たが ，それ 以降は発 酵が

遅れ た．こ れ らの こ とか ら，CTZ21 の醪初期か ら中期 の

高発酵性には PDR5 とSN（z2の 関与が明らか とな っ た．な

お ，YORI に つ い て も，発酵後期 の 高発酵性 へ の 関与が

考え られるが ，対照 として 構築 した HL69 の YORI 破壊

株 の 発酵が HL69 よ りも顕著に遅れ た の で ， 結論 に は 至

らな か っ た ，

2．6． ABC トラ ン ス ポーター遺伝子 の 破壊に よるCTZ21

の細胞 内 ATP レ ベ ル の 変化 と高発酵性との 関連

ABC トラ ン ス ポータ
ー

は ATP 加水分解エ ネル ギーを用

い て薬剤を排出する の で ，各遺伝子破壊株 の 細胞内A ］rP

を測定 した，15｝なお，宿主の
一

倍体株は細胞塊 （芽簇）の

形成 が著 しく細胞数 の 計測 が 不 可能で あっ た の で ， 醪重

量 あ た り の ATP 含量 と して Fig．5に示 した．

　CTZ21 は，醪期間全体を通 して HL69 よ りも顕著に 低

N 工工
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Fermentatien 　time （d）

て解糖系フ ラ ッ クス が増大 し，
ピル ビ ン 酸 や エ タ ノ

ー
ル

の 生産性が向上した と報 告され て い る，こ れ らの こ とか

ら， CTZ21 の 醪初期 か ら中期の 高発酵性 は ，　 PI）R5 や

SNQ2 の 高発現に よ る細胞内 ATP レ ベ ル の 低下に よっ て

ある程度説明で きる もの と考え られ た，

一5

Fig．4，　 Fermen 【ation 　profiles　of 　the　gene　disrup［ants ；（A）con ．

　　trol　strains ，（B）PDRs 　disruptan【s，（C）｝り RJ　disruptants，

　　and （D）SN （〜2　 disruptan［s．　 Sアmbols ： O ，　 CTZ21 −UIYIp5 ；

　　●，HL69 −UIYIp5 ； x ，　CTZ21 ； ＋，　HL69 ； □，　CTZ21Apdr5；
　　■ ，　HL69Apdr5 ； ◇，　 CTZ21AJorl ； ◆，　 HL69AJor1 ； △ ，
　　CTZ21Asng2 ；▲ ，　HL69Asne2 ．

8．0

　 6．0

需
霍
』

＼ 　 4，0
聟
註
く

　 2，0

　 　 　 　 　 0．0

　 　 　 　 　 　 　 9　　 11　　 13　　 15　　17　　 19　　21

　　　　　 　　　　　 Fermentation　time（d）

Fig．5．　 ATP 　levels　in　sake 　mash 　brewed　wi 止 ［he　gene　d｛srup −

　　tan しs，　Sアmbols ： O ，　CTZ21 −U／Ylp5 ； ●，　HL69 −UIYIp5 ； □，
　　CTZ21 ∠ヵd75；◇，　CTZ21Ayorl ；△ ，　CTZ21Asn 望2．

い ATP レ ベ ル を示 した．そ して ，　 PDR5 や SN （〜2 の 破壊

に よ っ て，ATP レ ベ ル が CTZ21 とHL69 の 間の レ ベ ル ま

で 回復 した．一方，γORI 破壊株 で は ，　 ATP レ ベ ル に 変

化が認 め られ なか っ た．細胞内の ATP レ ベ ル は，解糖系

の 律速段階と考え られ て い る ボ ス ホ フ ル ク トキナ
ー

ゼや

ピ ル ビ ン 酸キ ナ ーゼを制御す る こ とが知 られ て い る ，ま

た ，大腸菌 の FレATPase 欠損株や ，

51）酵母 の外来ア シ ル

ボ ス フ ァ タ
ーゼ遺伝 子 発現株 で は ，52）　ATP の 枯渇 に よ っ

お　わ　 り　 に

　本研究で は，CTZ 耐性株の PDRI お よび PDR3 の
一

ア

ミ ノ酸置換変異 が
， 酵母 に 多剤 耐性 と高発酵性を同時に

付与で きる こ とを明 らかに した．また，CTZ21 で は醪初

期 か ら中期の 高発酵性 を ABC トラ ン ス ポーター遺伝子

の破壊に よ っ て抑制す る こ と が で きた ．しか し
，
CTZ 耐

性株 の 最も優れ た 実用 的特 長 で ある醪末期 の 高発酵性

（持続す る良好 な 日本酒度 の キ レ ）の メ カ ニ ズ ム に っ い て

は，未 だほ とん ど分か っ て い な い ．

　 ヒ トの ガ ン細胞の多剤耐性現象は，ガ ン の 化 学療法上

の 最 も主要 な障害 となっ て い る．そ の モ デル と して 酵母

多剤耐性に関する研 究も，世界各国 の 研究室 で きわめ て

精力的 に行 われ て い る．本稿で は詳 しく触れなか っ たが，

PDRI とPDR3 は，　 ABC トラ ン ス ポーター
以外に も，細

胞膜透過や，脂質代謝，細胞壁合成，お よび ス トレ ス 応

答な ど に 関 わ る広範囲 の さま ざまな遺伝子 を制御する こ

とが 報告され て い る．53 ＞また，ミ トコ ン ドリア の 機能不

全 に よ っ て 多剤耐性ネ ッ トワーク が活性化される こ とが

分か っ て き て お り，54）YPD 培地で振 と う培養 し た場合 と

高度 に嫌気的な清酒醪中で は ，そ の 活性 化 パ タ
ー

ン が大

き く異な っ て い る可能性 も考え られ る．今後，こ れ らを

手 掛か りと して高発酵性 メカ ニ ズ ム の 詳 細 な解析 を進 め

て い き ， 高発 酵性 の 酵母 の さ らな る育種改良に繋が る こ

とを期 待 して い る．

　本 研 究 の た め に プ ラ ス ミ ド を御 供 与 い た だ い た 広 島大 学 の 宮

川都吉教授，な らび に 大阪 大学の 原 島　俊 教 授 に 厚 く御 礼 を 申

し 上 げま す．ま た，本 研 究 の 機 会 を 賜 り ま し た 白鶴酒 造株式 会

社常務 取締 役 木 下 善郎 生産 本 部 長，な らび に 多大 の ご支援をい

た だ き ま した 同研 究開発 室，生 産管理 部，お よび 製造部 の 関係

の 皆様に 深く感謝い た します、
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