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メタボロ ミク ス を利用 した下面発酵酵母の育種

吉 田 聡

　ビール に含まれる硫黄系化合物は ビール の香味に大 き

な影響を与え る こ とが知 られ て い る．その 中の 1 つ で あ

る亜硫酸は高い抗酸化作用を持つ 化合物で あり，食品や

飲料，医薬品な どの分野では酸化防止剤として広 く利用

されてお り，ビール醸造に お い て も製晶 の 鮮度の維持に

重要な役割 を果た してい るの で，
一

定量以上含まれて い

る こ とが望 まれ る．一
方，同 じ く含硫化合物 の 1 つ で あ

る硫化水素は腐 っ た卵様の 臭い を有 し，ビール醸造にお

い ては製品のオフフ レーバ ー
の原因 となるだけ でな く，

その他の オ フフ レ
ーバ ー原因物質の 前駆体となる場合が

あ るた め，酵母 の硫化水素生産能は低 い 方が望 ましい ，

つ ま り製品中で亜硫酸含量 を高め る と同時に醸造中に硫

化水素の 生成を抑え る こ とができれ ば，香味安定性にす

ぐれた製品を提供する こ とがで きる．しかし，これ ら2

つ の物質は硫酸イオ ン か らメ チオニ ン を合成する硫黄系

物質代謝経路 1｝ （図 1）で直近に位置する こ ともあり，従

来の醸造法 にお い て通気 温度な どの条件を変えて
一方

を増減させ る と，他方 も連動して増減す るとい う問題が

ある．そ の ため T
ビール醸造に お い て硫化水素 を減少さ

せ，亜 硫酸を増加させ る よ うな技術が求め られ て い る．

下面発酵酵母 （ビール酵母）に お い て硫化水素 を増や さ

　 亜硫酸 硫酸イオン

図 1，酵母の硫黄系化合物代謝経路

ずに亜硫酸高生産 を実現する方法 として，亜硫酸か ら硫

化水 素を作る 亜硫酸還元酵素 を コ ードす る METIO 遺伝

子の 破壊の報告が ある 2）．また，パ ン酵母 （実験室酵母）

に お い て亜硫酸を細胞外 へ 排出するポ ン プを コ ー
ドする

SSUI 遺伝子 とメ チオ ニ ン 合成 系 の 上流 に 位置す る

ME η 4遺伝子を同時に高発現 させ ることによ り，亜硫酸

生産量が 10倍近 く上が る との 報告 もされ て い る 3）．しか

しなが ら，い ずれの場合 も遺伝子組換えによ る もの で あ

る こ と，お よび細胞内の メチオ ニ ン が 欠乏する こ とに よ

る増殖遅延が見 られるなどの欠点がある．特に メチオ ニ

ン の 欠乏は，ア ミノ酸な どの窒素源が ビー
ル麦汁よりも

少な い 麦汁で つ くる発泡酒な どの製造に お い て 大 きな問

題とな りうる，

下面発酵酵母 とパ ン酵母の トラ ン ス ク リプ トーム解析と

　　　　　　　　 メタボ ロ
ーム解析

　下面発酵酵母は亜硫酸お よび硫化水素を高生産する

が，パ ン 酵母 はそれ らの 生産量が低 い ことが知 られてい

る 4）．そ こ で，筆者 らは代謝フ ラ ッ クス の 改変を行 い ，

亜硫酸生産量を増加させ，硫化水素生産量を減少させた

下面発酵酵母の育種を目標に，まず初め に 両酵母の遺伝

子発現，代謝物を網羅的に解析 し，細胞内の 代謝の流れ

を調査す る こ とに した，ビー
ル を造 る下面 発酵酵母

Saccharo”ayces　PcastOrian・us は．パ ン 酵母 Saccharomllces　cere−

vi〜iaeとワイ ン醸造な どに使われ る Saccharom）
’ces　ba），anttS

が 自然交配して で きた もの と考え られて お り，遺伝子構

造的に は互 い の相同性が約 80％ の Sc型遺伝子 （S．　cerevi −

siae 由来）とLg型遺伝子 （S．吻 砌 脇 由来とされ る）か ら

な る 異質倍数体で あ る 5），そ こ で，筆者 らは下面発酵酵

母 にお い てできる限 りこれ ら Lg型，　Sc型遺伝子の発現 を

区別 して調 べ るた めに 下面発酵酵母用の 独自の マ イク ロ

ア レ イを作製 し 6），遺伝子発現 の 網羅的解析に用 い た．
一
方，代謝物質の分析に関して は硫化水素をガ ス ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー，亜硫酸を高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
，

そして その他の イオ ン 性化合物に つ い て はキ ャ ピラ リ
ー

電気泳動
一質量分析計 （CE −MS ） を用 い た．

　マ イ ク ロ ア レ イ解析か らMETJ 　6，　MET2 遺伝子な どに

お い て両酵母間 で発現パ タ
ー

ン に違 い が見られた．また，

HOM3 遺 伝子 に つ い て は下面発酵酵 母 で は パ ン 酵母 に
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図 2，下面発酵酵母とパ ン 酵母の メ タボロ ーム 解析．発酵開始後

24時問 目の データ を 記す．培養 は ア ミノ 酸の 含 ま れ て い な い 最少

培地 （SD 培地） を用い て 行っ た，

比 べ て発酵初期で 発現量が低い こ とが 明 らか とな っ た．
一

方，細胞に 必須なア ミ ノ酸で あ る メチ オ ニ ン は硫化水

素 と 0一ア セ チルホ モ セ リン （OAH ）か ら合成され るホ

モ シ ス テイ ン を経て作られ るが，メタボ ロ ーム 解析か ら

下面発酵酵母 ではパ ン 酵母 に比べ て細胞 内 の OAH 量が

きわめて 少な い こ とが明らか とな っ た （図2），以上 の結

果か ら，下面発酵酵母で は OAH 生成に関与する遺伝子

発現が低い こ となどの要因もあり細胞内OAH 量が低 く，

そ の た めに 亜硫酸 ・硫化水素が蓄積 して い る こ とが考 え

られ，OAH が亜硫酸 ・硫化水素生産の律速因子である こ

とが示唆された 7）．

0一アセチ ル ホ モ セ リン は亜硫酸 ・硫化水素生産の

　　　　　　　 律速因子である

　次 に，OAH が酵母に お い て亜硫酸 ・硫化水素生産の律

速因子であ るとい う仮説に つ い て，以下に示す実験によ

り検証した，パ ン 酵母 に お い て ス レ オ ニ ン は HOMB に

よ っ て コ ードされ る ア ス パ ラギ ン酸キナーゼをフ ィ
ード

バ ッ ク阻害する こ と S），ス レ オ ニ ン を添加する と亜硫酸

生産量が増加する こ と 9）が報告されて お り，パ ン酵母に

ス レ オニ ン を添加す ると硫黄系物質の代謝が下面発酵酵

母型に なる．こ の とき の細胞 内外の代謝物質の メ タボ

ロ
ー

ム解析を行っ た ところ，ス レ オ ニ ン を添加 した酵母

で は，報告通 り亜硫酸 ・硫化水素生産量 が増加 して い た．
一

方，注 目して い る細胞内 OAH 量に つ い て は，ス レ オ

ニ ン を添加した酵母では添加 してい な い酵母 に 比 べ て低

下 して い る こ とが明 らか とな っ た．こ れ らの結果か ら，

ス レ オニ ン が Horn3ア ス パ ラギン 酸 キナ
ーゼをフ ィ

ー
ド

バ ッ ク阻害 し，その ため OAH 量が減 り，結果 として 亜

硫酸 ・硫化水素生産量が増加 した と い うこ とが言え る．

以上 の こ とから，OAH は亜硫酸 ・ 硫化水素生産の 律速因

子の
一

つ で ある とい うこ とが示 されtr　lo）．
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図 3．遺伝 子 組 換 え体 の亜硫酸 ・硫化水 素生産量 ．富栄養培 地

（YPD 培 地） に て 培養 開始 後 24時間 後の 培地 中に 含まれ る 濃度

を示 す、

遺伝子組換えを用 い た下面発酵酵母 での

亜硫酸高生産 ・硫化水素低生産酵母 の育種

　硫酸イオ ン か ら硫化水素へ の代謝経路は亜硫酸 硫化

水素生産に 重 要で あ る こ とはすで に報告されて い る 3）．

これまで記した知見を基に，筆者らは ア ス パ ラギ ン酸か

ら OAH へ の代謝流量 を増大さ せ，同時に硫酸イオ ン か

ら亜硫酸 へ の還元経路の代謝 流量 を増加させ る こ とに よ

る，亜硫酸高生産 ・硫化水素低生産変異株の 育種 を試 み

た．まず初めに こ の 育種法 の 有効性 に つ い て，下面発酵

酵母で HOM3 遺伝子とMETI 　4遺伝子を同時に過剰発現

さ せ る こ とに よ り，亜硫酸高生産，硫化水素低生産に な

る か どうか調べ た．そ の結果，両遺伝子の共発現株で は

コ ン トロ
ール の 親株に 比 べ て 亜硫酸生産量 で L6 倍，硫

化水素生産量 で 0．8倍 となっ て い た （図 3）．この こ とか

ら，本手法は亜硫酸高生産 ・硫化水素低生産株の育種法

として 有効 で あ る こ とが示唆された．

実生産可能な亜硫酸高生産 ・硫化水素

　　　　 低生産酵母の育種

　次に，育種株の実生産へ の使用 を考慮し，同様の代謝

流量 の増加 を 2種類 の ア ミノ酸ア ナ ロ グに対する耐 「生変

異株を取得することによ り試みた，つ ま り，メチオ ニ ン

の ア ナ ロ グで あ る エ チオニ ン に対する耐性株の中にはメ

チオ ニ ン （お よ び S一ア デノ シ ル メ チオニ ン）に よる フ ィ
ー

ドバ ッ ク阻害が解除され て い る もの がある と考え られ，

まず耐性株の中か ら亜硫酸高生産，か つ 硫化水素高生産

とな っ て い る株を単離した．ひ き続 い て その株か ら同様

に ス レ オ ニ ン に よ る OAH 生産の フ ィ
ードバ ッ ク阻害が

解除されて い るもの を取得するため，ス レ オ ニ ン の アナ

ロ グで ある ヒ ドロ キ シ ノ ル バ リン に対する耐性株を単離

し，耐性株の 中か ら亜硫酸生産量が親株と比べ て 高 く，

硫化水素生産量が低 い 株を選抜 した （図 4 上に育種 コ ン

セプ トの概略 を記す）．こ の 手法 を用 い て 2種類の醸造用

酵母か ら親株に比べ て硫化水素生産量が増えず亜硫酸生

産量が増えた変異株をそれぞれ単離する こ とに成功 した

（
一

例を図4 下に 示す）．以上 の こ とか ら，2つ の経路の 代
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図 4．ア ミノ 酸 ア ナ ロ グ耐性株 選抜 に よ る亜 硫酸 高生 産 ・硫化 水

素低 生産性 酵母 の 育種 コ ン セ プ ト （上 図） と育種 株の 亜硫 酸 ・硫

化水素生産量 （下図）．富栄養培地 （ビ
ー

ル 麦汁）に て 培養開始

後，24時間後の 培地 中に 含 まれ る 濃度 を示 す．

謝フ ラ ッ クス を制御する こ とに よ る本育種法の コ ン セ プ

トが酵母種に よらず普遍的で ある こ とを示すこ とが で き

た11）．

メタボロ
ー

ム解析の 今後の課題 と展望

　メタボ ロ
ー

ム解析は疾患 と関連した代謝分子 （バ イオ

マ ーカー），新規生理活性物質の迅速な同定，遺伝子組換

えを含んだ植物品種改良な どに も有用で あ り，また本報

で 用 い たCE −MS をさらに高感度化 した CE−TOFMS （キ ャ

ピ ラ リ
ー

電気泳動
一
時間飛行型質量分析計） に よ る新 規

のバ イオ マ
ー

カ
ー

候補の発見 も報告され て い る
12）．筆者

らもCE −TOFMS を用い たデ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・デ ィ ス プ

レイ の 手法に よ り，パ ン酵母 S288C にはな い 下面発酵酵

母特異的遺伝子の ひ とつ で ある ア ミダーゼホモ ロ グ遺伝

子 AMJI に つ い て，この 遺伝子産物が ニ コ チ ン 酸合成 な

どに関与して い ることを突き止 めて い る IS）．

　植物で は本報の 下面発酵酵母の 解析で 使 っ た メ タボ

ロ ーム 解析に トラ ン ス ク リプ トーム 解析を組み合わ せ る

とい う手法に よ り，細胞内の代謝の全体像を把握す ると

い うこ とがすで に報告され て い る 14）．今回筆者らは代謝

の全体的な流れ を把 握 した後に，律速段階を同定し，そ

こ を改変する こ とで 目的 の 物質の 代謝を制御す る こ とが

可能とな っ てきて い ることを報告した 15｝．今後は，こ の

よ うな手法が酵母に限らずさまざまな微生物や植物な ど

の育種に応用 され，産業界に活か され て い くこ とが期待

され る，

　上 記 の 育種 の 研 究 は，本研究所 の 港 紀子，大内梨愛，石黒達

治，水谷悟，善本裕之 と と もに，慶應義塾大学先端生命科学研

究所　井元淳氏，冨 田 勝教授，曽我朋義教授 との 共同 研究で 実

施 した もの で あ る、
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