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産業酵母の育種技術の現状と展望

　　　セ ル フ ク ロ ー ニ ン グ法に よる実用パ ン酵母の育種 ：

プロ リン ・ アル ギニ ン代謝に着目したス トレ ス 耐性の 向上

高木 博史

　パ ン酵母 （イース ト）は通常二 倍体で あり，そ の ほと

ん どは出芽酵母Saccharomyces　cerevisiae に分類 される．

パ ン 酵母は製パ ン 過程におい て，冷凍，低温 乾燥，高

浸透圧な ど過酷な ス トレス 環境に曝されて い る1），特に，

冷凍パ ン 生地や ドライイース トの製造で は，細胞内は ミ

トコ ン ドリア膜の損傷や抗酸化酵素群の 変性など に より

活性酸素種 （ROS ）が蓄積する 「酸化ス トレ ス」状態に

陥るため，生育阻害や細胞死が引き起こ され，酵母 の 有

用機能 （炭酸ガス の 発生，味 ・風味物質の 生成な ど）が

制限される．したが っ て，パ ン 酵母に高度な酸化 ス トレ

ス 耐性を付与する こ とに よ り，長期冷凍保存生地や無糖

生地に適した 「冷凍耐性パ ン 酵母」， 耐久性 の 強い 高品

質 「ドラ イイース ト」などの 開発が可能になる．

　実験室酵母で は，すでにポ ス トゲ ノム解祈によ り膨大

なデ
ータが得られて おり，実験室酵母で得られた知見を

パ ン 酵母の 課題解決に活用すべ きで ある．また，従来の

発酵生産力の 限界を突破するためには，古典的方法 （自

然分離，突然変異，交雑など）だけでなく，遺伝子組換

え技術な どの分子生物学的手法の利用 が望 ましい ．しか

しながら，消費者や企業に は依然 として遺伝子操作 に対

する不信感や消極的な姿勢が見 られる．2008年 6月に

策定され た「遺伝子組換え食品 （微生物）の安全性評価

基準」（http：〃www ．mhlw．go．jp／topics！idenshilanzen！pdf！

sankou5 ．pdf）におい ては，「宿主 に導入 された DNA が，

当該微生物 と分類学上 の 同
一

の種 に属する微生物 の

DNA の み である場合 （セ ル フ ク ロ
ーニ ン グ）」に該当す

る微生物を利用 して 製造されたもの は原則として安全性

評価の 対象に含めない と記載されて い る．セ ル フ ク ロ ー

ニ ン グ法は遺伝子操作技術の
一

つ であ るが，すべ て酵母

の遺伝子か ら構成 され，外来 （異種生物，化学合成など）

の遣伝予 を
一

切含まない 方法で作製 した酵母 （セ ル フ ク

ロ ーニ ン グ型酵母）は，厚生労働省か ら遺伝子組換え体

に は当た らない こ とが認定さ れ る と，通常 の 食品微生物

として扱える こ とになる 2），

　筆者は，実験室酵母を用 い て プ ロ リ ン （Pro）・ア ル ギ

ニ ン （Arg）代謝 （図 1）に着目した ス トレ ス 耐性 機構

を解析 し，パ ン 酵母など産業酵母の 育種へ の 応用 に取 り

組ん で い る．本稿で は，社会的受入れが比較的容易なセ

図1，酵母にお けるプU リ ン ・アル ギニ ン代謝 Prol，γ
一グ ル

タ ミ ル キナーゼ ；Putl，　 Proオキ シ ダ
ーゼ ；Mprl，　 N一ア セ チ

ル トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ ；NOS ，　 NO 合成酵素，

ル フ ク ロ ーニ ン グ法を用い て作製した パ ン酵母の 研究を

紹介する．

プロ リンは冷凍か ら酵母細胞を保護する

　筆者は以前か ら「冷凍耐性パ ン 酵母」の育種を目的と

した研究を進め て お り，ア ミノ酸の Proが冷凍後の酵母

細胞の 生存率低下を抑える こ と（冷凍耐性の 向上）を見

い だ して い る 3）。Pro に は，浸透圧の 調節，タ ンパ ク質

や細胞膜の安定化，ヒ ドロ キシラジカル の消去， 核酸の

Tm値低下などの 機能が報告され て い るが，ス トレ ス 下

における細胞内で の生理的役割につ い て は不明な点が多

い 4）．Proは水に対する溶解度が きわめ て 高 く，細胞内

の 自由水 との 親和性が強い ためT おそらく冷凍ス トレス

下での氷結晶生成や脱水を防ぎ，細胞を保護して い ると

考えられる，酵母にお い て，Proは細胞質で お もに グル

タミ ン酸か ら3種類の酵素により合成され る が，その
一

つ
γ
一グ ル タ ミ ル キナ

ーゼ （ProD の 活性が最終産物 の

Proに よ り阻害され る ため （フ ィ
ー

ドバ ッ ク阻害）必要

以上 に合成され ない ，また T 過剰の Pro は ミ トコ ン ドリ

ア で 2種類の酵素に より酸化分解され，グ ル タ ミ ン酸に

変換 され る．したが っ て，通常の培養条件に お い て，野

生株の 細胞内に Proはほ とん ど検出されない ．
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　多 くの細菌や植物では，乾燥や高塩濃度の ス トレス に

応答 し，Proを細胞保護物質として蓄積するが T 酵母は

ス トレ ス 時に Pro合成を誘導せず，トレハ ロ ース や グ リ

セ ロ ール を優先的に蓄積する 4）．そこ で ，細胞内に Pro

を蓄積する実験室酵母の変異株をPro の毒性アナ ロ グ で

あるアゼチジ ンー2一カ ル ボ ン 酸 （AZC ）に耐性を示す変

異株か ら分離し，詳細 に解析 した s，6），その 結果，Pro1

を コ
ー

ドす る 遺伝子 に 変 異 が 入 り，Asp154Asn
，

Ile150Thrなどの ア ミ ノ酸置換が導入される と，フ ィ
ー

ドバ ッ ク 阻害感受性が低下 しtPro を過剰合成する こ と

が判明 した。また，Proの 分懈 酵素の
一

つ Proオキ シダ
ー

ゼ （Putl）を コ
ー

ドする遺伝子を破壊 した実験室酵母で

変異rw　Pro　1遺伝子を発現させ る と，　 Pro含量の 増加と冷

凍耐性の 向上が見 られた．また，Pro蓄積株は冷凍以外

に乾燥，酸化，高浸透圧，高濃度エ タノ ー
ル などの ス ト

レス 条件下で も野生株 に比べ て生存率が高い ことか ら，

Proの 有用性が実証された 5−9），

プロ リン蓄積パ ン酵母は冷凍耐性が向上する

　次 に，実験室酵母 で 得られた知見をパ ン 酵母に応用す

ることを試みた．近年の 冷凍生地製パ ン 法の 普及に伴い ，

冷凍に耐性を示すパ ン酵母がすで に 開発されて い る．し

か しなが ら， 冷凍生地の 長期保存，フ ラ ンス パ ン など無

糖生地 へ の 使用を可能にするためには，高度な冷凍耐性

を有するパ ン 酵母の育種が必要である．そこ で，セ ル フ

ク ロ ーニ ン グ法を用い ，Proを蓄積するパ ン酵母を作製

し，そ の 特性を解析 した
10）．パ ン酵母 （一倍体）染色体

上 の 野生型Pro1遺伝子 を相同組換えに よ り変異型遺伝

子 （D154N また は1150T）に置換 し，さ らに Putl遺伝

子をUra3 遺伝子に置換する こ とで破壊 した．各
一

倍体

を接合 して作製 した 二 倍体は予想通 り細胞内にProを蓄
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ガス 発生量 （発酵力）を 100％ とする．

528

積 して い た，次 に，実際にPro蓄積株 と親株 （野生株）

を用い て パ ン生地を調製し，前発酵後に 一20°C で冷凍し

た．9 日後に解凍し，パ ン 生地の 炭酸ガ ス 発生量 （発酵

力）を測定したとこ ろ，親株 （PRO1−WT ）では冷凍前の

約 40％にまで低下 したが Pro蓄積株 （PRO1 −WTf △put1，

prol−Dl54N！△putl，　pro1−Il50T！Aputl）は親株の約 L5 倍

を維持してお り，冷凍耐性が著 しく向上 して い た （図2），

以上 の 結果か ら，冷凍生地製パ ン法にお い て，パ ン酵母

の 細胞内に Proを蓄積させ る方法が有効である こ とが確

認 で きた．

Mprl は酵母細胞を酸化ス トレ ス か ら保護する

　筆者が実験室酵母S．　cerevisi αe 　Z1278b株に見い だ した

MPR 遺伝子 （MPR 　1／2）は，　 AZC をア セ チ ル 化に よ り

解毒するN 一ア セ チル トラ ン ス フ ェ ラーゼ Mprl を コ ード

して い る 11J2｝．最近，　 Mprl は高温 冷凍，エ タノール．

過酸化水素などの 処理で 細胞内に生じる ROS レ ベ ル を

制御し，酵母 を酸化ス トレ ス から防御 して い るこ とが判

明した
L3−ls）．興味深い こ とに，　 Mprl は既知の 抗酸化酵

素と異 な り，R．OS には直接作用せず，ミ トコ ン ドリア

で ROS 発生 に関与する Pro代謝中間体 （△1一ピ ロ リ ンー5一

カ ル ボ ン 酸 （PsC ）！グ ル タ ミ ン酸 γ
一セ ミ ア ル デ ヒ ド

（GSA ）〉をアセ チ ル化する こ とで
，
　 ROS 生成を防ぐ新規

の 抗酸化酵素である，MPR 遺伝予 はゲ ノ ム解析に用 い

られたS．　cerevisiae 　S288ciekや清酒酵母には存在しない

が，3cerevisiaeの 同胞種酵母 S．　paradoxusや分裂酵母

Schizosaccharomyces　pOmbe などにも同様の 機能を有す

る ホ モ ロ グ （Spa　 Mprl ，
　PprD が存在する 16，17）．また

，

Ktuyveromyces　lactis，　 Candida　albicans ，　 PVickenhamia

fluorescensなど多くの 酵母は MPR 遺伝子と相同性の高

い 配列を含んで い る こ とか ら⊥5・18），ルρR遺伝子は酵母に

広 く分布し，共通の祖先遺伝子に由来すると考え られ る，

　著書らは清酒酵母やパ ン酵母で Mprl を発現させ る と，

エ タ ノール，高温乾燥などの ス トレ ス耐性に関与する こ

と を見 い だして お り19・2°），各種の 発酵生産 （パ ン類 酒

類，バ イオエ タ ノール な ど）に用 い る産業酵母 の ス トレ

ス 耐性向上へ の 応用が期待され る．

パ ン酵母の Mpr2 は高温乾燥か ら細胞を保護 している

　 こ れ まで にゲ ノ ミ ッ クPCR によっ て，国内の パ ン 酵

母 は MPR 遺伝子 に相 同性 の あ る DNA 断片を有 して い

る こ と が示され た （未発表），そ こ で，パ ン 酵母 （
一

倍体）

における MPR 遺伝子の コ ピー数を調べ る 目的で ，パ ル

ス フ ィ
ール ドゲ ル 電気泳動後に サザ ン プ ロ ッ ト解析 を

行 っ た．その 結果，10番染色体に MPR 遺伝子 を 1 コ ピー
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図 4．パ ン酵母 の Mpr2遺伝子破壊株 （a）お よ び変異型 Mprl
発現株 （b＞の 高温乾燥後の 発酵力．親株 （WT ）の 無処理 時 （a）
お よ び高温乾燥後 （b）の 発酵力を 100％ とする．

保持してお り，その塩基配列は S．　cerevisiae 　£ 1278b株の

躍 PR2 遺 伝 子 と
一

致 し て い た 20），　 MPR 　1遺 伝 子 は

Σ1278b株の 14番染色体の サブ テ ロ メ ア付近に存在する

が，10番染色体の サブテ ロ メ ア付近 に も 1 コ ピー存在す

る （MPR2 遣伝子）．両者 の
一

次構造 は 85番旨残基 だけ

が異なっ て お り（Mprl ：Gly
，
　Mpr2 ：Glu），機能的な違 い

は観察されて い ない
n ）．

　 ドライイ
ース トの 製造に は優れた高温乾燥耐性を備 え

た パ ン 酵母が 必要で ある，そ こ で，高温 乾燥条件下

（37°C，4時間）におけるMpr2の役割を解析するため に，

各菌株の 細胞生 存率 と細胞 内R．OS レ ベ ル を測定 した

（図3）20），その 結果 パ ン酵 母の 〃 PR2 遺伝子破壊株

（△mpr2 ）は，親株 （WT ）よりも高温乾燥処埋後の生存

率が約 30％低下 して お り感受性 を示した．また，親株

の 細胞抽出液で は高温乾燥後 の ROS レ ベ ル が約5倍に

上昇して お り，高温乾燥処理 に伴 っ て細胞内に R．OS が

発生 し，生存率が低下することが分か っ た、興味深 い こ

とに，△〃 zp ア2株の R．OS レベ ル は親株よ りも約 40％高い

値を示 した．これ らの 結果は，Mpr2 がパ ン 酵母の 細胞

をROS レベ ル の 制御によ っ て高温乾燥処理か ら保護し

て い る こ と を示 して い る．

　さらに，Mpr2 は製パ ン 過程 にお い て どの ように関与

して い るか を調べ る 目的で ，高温乾燥処理後の各菌株を

用 い て 調製した パ ン 生地 の 発酵力 を測定した （図4）20）．

その結果，高温乾燥処理前 の発酵力は親株 （WT ＞ と

△叨 pr2株で有意な差は見ら れなか っ た ．しか しなが ら，

高温乾燥処理後の △mpr2 　itは，発酵力が親株の約 65％

に まで低下 した．こ れ ら の 結果 か ら，
パ ン 酵母 の Mpr2

は高温乾燥処理 など の酸化ス ト レ ス 条件下 で細胞内

ROS レ ベ ル の 上昇を防 ぐこ とに よ り，生存率の 向上 に

寄与して い る こ とが明 らか とな っ た．

変異型 Mprl 発現パ ン酵母 は高温乾燥耐性が向上する

筆者 は こ れ まで に，エ ラ
ー

プ ロ ー
ン PCR を用 い た

MPRI 遺伝子へ の ラ ン ダ ム変異導入 により， 野生型酵素

よりも過酸化水素や エ タ ノール処理後の R．OS レ ベ ル を

低下させ，生存率を向上 させ る変異型 Mpr1 （Lys63Arg，

Phe65Leu）を取得して い る
19）．各変異型酵素はAZC を

基質とした触媒活性が向上して おり，F65L変異型酵素

で は温 度安定性 も著 し く向上 して い た．ま た．K63
，

F65 を含む領域 は α ヘ リ ッ ク ス を形成する と予想され，

変異型酵索や分子モ デ リン グ に よる解析か らも，こ の領

域の 重要性が示唆されて い る．そ こ で，セ ル フ ク ロ
ーニ

ン グ法を用 い ，変異型 Mprl を発現するパ ン酵母を作製

し，そ の 特性を解析した 20）．パ ン 酵母 （
一
倍体）染色体

上の 野生 型 Mpr2 遺伝子 を相同 組換 え に よ り変異型

Mpr1 遺伝子 （K63R または F65L＞に置換 した．各一倍

体を接合 して作製 した二 倍体 は予想通 りAZC に対する

耐性が向上 してい た．変異型Mprl 発現株と親株（野生株）

の 高温乾燥処理後の 生存率を測定した ところ．K63R 変

異型 Mpr1 発現株 （K63R ）とF65L 変異型 Mpr1 発現株

（F65L）は親株に 比べ て 生存率が約 40−80％増加 して い

た （図3）．

　次に，高温処理後の 各菌株 を用い て パ ン 生地を調製し，

その 発酵力を測定した （図 4）2〔1），高温乾燥処理前で は，

菌株間で 明確な発酵力の 差は認め られなか っ た，しか し

なが ら，変異型 Mprl発現株では，高温乾燥処理後の発

酵力が野生株の 1．5− 1．8倍に増加 して お り， 特に安定性

の 向上 した F65L 変異型 Mpr1 の発現株が高い 発酵力を

示した．したが っ て，変異型 Mpr1 の発現に よ っ て，パ

ン 酵母は高温乾燥耐性が著しく向上 し，パ ン 生地中で の

発酵力 も増加する こ とが示された，ドラ イイース トの 製

造には強 い 乾燥耐性 を示すパ ン 酵母が必要 で あ る ため，

高機能型 Mprl の発現に よ り，長期保存可能な耐久性の

優れた ドラ イイース トを用い たパ ン 生地 の 効率的生産が

期待で きる．
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特　集

プ ロ リン とア ル ギニ ンがパ ン酵母に

　 酸化ス トレス耐性を付与する

　筆者は最近，実験室酵母Σ1278b株では，　 Putl遺伝子

とMprl 遺伝子の 転写が高温処理 に よ り誘導され，　 Pro

か らN 一ア セ チ ル GSA を介 して Arg の 合成を亢進する こ

と 21），および増加した Arg か ら一酸化窒素 （NO ）が酵

素的に生成 し，細胞に酸化 ス トレ ス 耐性を付与する こ と

を見い だ した （投稿中）．また，Mpr1 は ミ トコ ン ドリア

で P5C ／GSA をN 一ア セ チ ル化する こ とで，　 Pro とArg の

代謝経路 を連結する とともに，P5CIGSA が関与して い

る ROS の 発生を抑える こ とも示唆 され た
2り，そ こ で，

変異型Pro1を発現するパ ン 酵母を作製し，ス トレ ス 耐性の

評価を行っ た．まず，過酸化水素 （2mM ）処理後 の 細胞

内Pro ・Arg含量 を経時的に測定した．そ の 結果，　 Putl

遺伝子を破壊 し，Pro分解系を遮断した株 （PR、O −Aputl

株）は過酸化水素処理前の Pro含量が最も高か っ たが，

過酸化水素処理後では菌株間に顕著な差は見 られなか っ

た．また，Arg含量 につ い て は，過酸化水素処理前で は

各繭株 とも同程度で あ っ たが，過酸化水素処理後に は

Pro分解系が存在する株 （PRO 株）で顕著に増加 して い

た．MPR2 遺伝子 を破壊 した株 （PRO −△mpr2 株 ） の

Arg含量 も多少増加 して い たが，　 PRO 株 よ りは 低 く，

PRO 述 ρ班 ／株ではほ とん ど増加 して い なか っ た．以上

の結果か ら，パ ン 酵母 に お い て も酸化ス ｝・レス に 応答し，

Proからの Arg合成が起こ る こ とが示唆された．

　次に，過酸化水素処理後の 細胞生存率を経時に測定し

た （図 5）．そ の 結果，Proを蓄積 し，か つ 酸化ス トレ ス

時に Proか らArg を合成する PRO 株が最も高 い 生存率

を示 した，こ の こ とか ら，Pro蓄積と酸化ス トレ ス に 応

答した Arg 合成の組み合わせ はパ ン 酵母に酸化ス トレ ス

耐性を付与する こ とが示 された．Proに は ROS を消去す

る機能が知られて い る こ とか ら 4），パ ン酵母の 細胞内に

蓄積 したProが ROS レ ベ ル に及 ぼす影響につ い て，酸

120oo

　
　
80

　
　
60
　
　祀
　
　
 

（
詳｝
甜
匙
姻

囲
盟
密
夜
罪

PRO

’R °卿 n

脚
蝦 ’

024681012

　 　 　 　 過酸化水素処理 後の時關 Ch）

図 5．パ ン 酵母 の 過 酸 化水 素処 理 後の 細 胞生 存率 過 酸化 水素

処理前 （Oh ）の 各菌株 の 生細胞数 を 100％ とする．
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により解析し

た．そ の 結果，細胞懸濁液に高濃度 （15InM ）の 過酸

化水素を添加 した急性の 酸化 ス トレス 条件に お い て ，処

理前の Pro含量が多い ほ ど，細胞内ROS レ ベ ル が低 い

こ とが判明した，以上 の結果か ら，細胞内に蓄積 した

Proは過酸化水素を添加した直後の細胞内ROS を消去す

る こ とで酸化ス トレ ス 耐性に関与してい ると考えられる．

　さ らに，Proの 蓄積と変異型 Mpr1 の 発現 を組み合せ

たパ ン酵母を作製し，高温乾燥処理後の 各菌株を用い て

調製し た パ ン 生地 の発酵力を測定 し た （図4）．高温乾燥

処理前で は，菌株間で 明確な発酵力の差は認 め られな

か っ たが，高温乾燥処理後の Pro蓄積株 （PRO −WT ＞は

親株 （WT ）に比べ て 発酵力が約25％増加して い た，筆

者は実験室酵母や清酒酵母にお い て ，細胞内に蓄積 した

Proが乾燥後の 生存率低下を抑える こ とを報告して い る

が，今回の 結果か らパ ン酵母を用い た製パ ン プ ロ セ ス条

件 下におい て も，Proの 有用性が実証で きた．また，変異

型Mpr1 を発現するPro蓄積株 （PRO −K63R，　 PRO −F65L）

では，高温乾燥処理後の発酵力が野生 rw　Mpr2 を発現す

る Pro蓄積株 （PRO −WT ）に比 べ て約 1．4倍に増加して

お り，Pro蓄積株に お い て も変異型 Mprl の 効果が実証

で きた．

　 古典的手法で も同様のメカニ ズ厶で冷凍耐性 ・

高温乾燥耐性の向上 したパ ン酵母の育種は可能である

　本稿で 述べ たように，Pro蓄積に関与する Prol遺伝子

や酸化ス トレ ス に伴 うArg （NO ）合成に 関与するMprl

遺伝子に適切な変異が導入されたパ ン酵母は，Proの毒

性アナ ロ グであるAZC に対す る耐性が 向上 し，かつ 冷

凍や高温乾燥に対する耐性 の 向上も期待で きる．した

図6．酵母 の AZC に対す る感受性 （左 ）お よび 耐 性 （右）の

機構．変異型 Pro1 （Proに よ るフ ィ
ードバ ッ ク阻害感受性低下

な ど） また は変異型MPTI （触媒活性
・
安定性の 向上 など〉を

発現する酵母細胞 はAZC 耐性 を獲得する．
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が っ て，古典的手法 （突然変異処理など）を用い て親株

よ りもAZC に耐性を示す変異株を分離する こ とで，同

様の メ カ ニ ズ ム によっ て冷凍耐性や高温乾燥耐性 の 向上

したパ ン 酵母を育種する こ とも可能で ある （図6）．

　今後 パ ン酵母における Proや NO の 生理機能の 解析

とともに，高機能型の変異酵素 （Pro1，　 Mprl など）を

共発現させ，さまざまなス トレス耐性を強化したパ ン酵

母の 開発に よっ て ，パ ン類 （冷凍生地 ， 超高糖生地， ド

ライイー
ス トなど） の 効率的生産が期待で きる．また，

細胞内ROS レベ ル を人為的に制御し，酵母に高度な酸

化ス トレ ス 耐性を付与する こ とに より，パ ン 類以外に も，

酒類や バ イオエ タノ ール などの発酵生産性 の 改善に貢献

で きる と考えられる．

　本稿で は，セ ル フ ク ロ
ーニ ン グ法を用い て作製したパ ン

酵母につ い て，冷凍生地や ドライイ
ー

ス ト製造へ の 応用

に関する取 り組みを紹介した．こ れ まで に セ ル フ ク ロ ー

ニ ン グ型酵母で製造した清酒が市販され て い るが 22），パ

ン 酵母に おい て はまだ実用化されて い ない ．セ ル フ ク

ロ ーニ ン グ型パ ン酵母の 安全性評価および環境ア セ ス メ

ン トに向けた特異的検出系の構築も行われ て お り23），今

後，セ ル フ クロ
ーニ ン グ法により開発された産業酵母の

実用化が増 える こ とを期待したい ．

　本稿 で 紹介した研究は，おもに生研 セ ン ター
の 「基礎研究推

進事業」 お よび「イ ノ ベ ーシ ョ ン 創出事業」の 助成を受けて

行 っ た．また，共同研究者 と して，菌株 の 作製や ス ト レス 耐

性試験を行 っ た奈良先端科学技術大学院大学 の 戒能智宏博士

（現 ・
島根大学生 物資源科学部准教授），笹野　佑博上，お よ び

各菌株の 製パ ン 性試験 を実施 して い た だ い た （独）農研機構 ・

食品総合研究所の 島　純博士 （現 ・京都大学微生物科学寄附研

究部門特定教授），村田 里美博士，高橋俊輔博士 に心 よ り感謝

い た します．
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