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IH15−5 　出芽酵母 にお ける染色体 か らの セ ン トロ メ ア配 列

　の 切 り出 し に よ る細胞死の 誘導
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1H16−1 　出芽酵母 の 嫌気的 な増殖に 関わ る遺伝子 の 探 索
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　遺伝 子組換 え生物 が 野外 で 拡散 する と、環境 へ 及ぼす 影響 が 危惧さ れ る。
遺伝子組換え生物 の 野外で の 拡散 を防 ぐた め に遺伝千組換 え生 物 に条件 致

死性質や1 稔性質を付 学する こ とが 重要 で あ る．条件 致死 性 質 や 不 稔 性 質

の 付与 に 部位 特異的組換え を利用 して 特 定の 条件 下や 時期 に染色 体か ら セ

ン ト ロ メア 配列 を切 り出 し、細胞 死を誘導する こ とが 有効 で あ る と考 え ら

れ る。そ こで 、酵母S．o配 著厩 仞 をモ デル 生物 と して pSR1 プ ラ ス ミ ドの 部位

特異 的 組 換 え を利用 したセ ン トロ メア 配列の 切 り出 しに よ り細胞 死 を 誘 導

す る こ とを検討 した．まず、一倍体細 胞に おい て第IV 番染色体の セ ン ト ロ

メ ア配 列の 両側 に組換え部位配列 （RS 〕を同じ方 向に挿 入 した 後、この 細

胞 に C；ALI プロ モ ータ ー制御 Nで 組換 え酵素遺伝子 R が 発現する プ ラ ス ミ

ドを導入 し、ガラ ク ト
ー

ス に よリセ ン トロ メ ア 配列の 切 り出 しが 誘導さ れ

る酵母 を作製 した ，次 に、こ の 細胞の ガ ラク ト
…

ス お よび グル コ
ー

ス プ レー一
トに お け る増殖 を調 べ た結果、グル コ

ー
ス ブ レ

ー
］
・で は多数の コ ロ ニ ーが

出現 した が 、ガ ラ ク トース プレ
ー

トで はほとん ど出現 しなか っ た。さ ら に 、
ガ ラ ク トース 液体屠 養で の 増殖は グル コ ース 液 体培 養 よりも顕著 に遅 く、
生存 率は低 下 し た。これ らの 結果か ら、セン トロ メ ア配列の 切 り出しに よ

り細胞死 が 誘導 され る ことが 分 か っ たe また 、二 倍休細胞 に お い て第 IV 番

相同染色体の両 方か らセ ン トロ メ ア 配列 を切 り 出す こ とで細胞死 を誘導 で

き た。

酒類 の醸造や燃料用エ タ ノール の 生産に 使われて い る 酵 母の アル コ
ー

ル発

酵 は嫌気的 に行われ る、t 我
t
？ は、この 酵母の 嫌気的な増殖に 必要な遺伝子

を探索 する こ と をH的 に、遣伝子破壊株セ ッ トを用 い て ゲ ノム ワイ ドス ク

リ
ー一

ニ ン グを行 っ た 。方 法は生存 に 必須な遺伝子 を除 く、約48000）遺伝 T一

が そ れ ぞ れ破壊 され た株 をYPD プレ
ー

トEに ス ポ ッ トし、嫌気パ ッ ク を用

い て 嫌気状態 に した後、垢養 温度28℃で 5H 間、静置培養 した。そ して、嫌

气的 増殖 に対 し て感受性 を示 した 株 に つ い て 解析した 。そ の結果、DRS2

鞠 7ア1を含む 、8つ の遺伝 子を取 得 した。そ の 中で も特にパ ン トテ ン 酸の

運搬 に 関わ る伍 N2 遺伝 子が強い 感受性 を示 し た。実際に 嫌気的 な増殖に

は パ ン トテ ン 酸を 弱 い なが ら要求 する こ とが 分か っ た 。さ ら に他 の ビタ ミ

ン 類 に つ い て も同 様に検 討 した結 果、前述 し た パ ン トテ ン 酸の以 外に ビオ

チ ン 、ナ イ アシ ン 、及 びチア ミン が酵母 の 嫌 気的な増殖 に必 要で あ り、な

か で も、チ ア ミン は 特に 強い 要求性を示 した。
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【目的】酵母 に高糖濃度耐性 を付与す る技術は 産業上 非 常 に 有 用 で あ るが、
未だ確立されて い ない ．演 者 らは、糖 タ ン パ ク質 Sedlp を高 発 現 させ る こ

とで 出芽酵母の 高糖 濃度耐 性能 が 向上 する こ と 、SEDI が 定 常 期 に お け る 高

糖濃度耐性に 必要で ある こ と、ワ イン 酵 母や 清酒酵母 等 の ∫五〇1遺 伝 ｝ コ ー
ド領域 の長 さが醸 造環境特異 的に 異なる こ と、を 既に 明らか に し て い るu
しか し、高糖濃度耐性に お ける SEDi の 役割や 、∬ D1 遺 伝子 k 型 の 生理 的

意義に っ い て は不明で ある 。そ こで 本姻究で は 、SEDI に よ る 高糖 濃 度耐 性

メ カニ ズム の 解明、及びSEDI の 多型が高糖濃度 耐性に与 え る影 響に つ い て

解析す る こ とを目的 とした。【方法 及び結 果】Sedlp に つ い て は最近 、細胞

壁 だけで な くリボ ソ
ー

ム や ミ トコ ン ドリア に お け る役割 も報 告 さ れ て い

る。そ こ で 、Sed且p が細胞壁 を介 して 高糖濃度耐性 を付与 L て い る か 否 か

を調べ るた め に、S・dlp の 細胞 壁への 局在 に必 要 なκκ E6 遺 伝 子の 破 壊 株 を

構築 し、SEDI 高 発現の 効果 を調 べ た 。そ の 結果、　 Mhre6 株 に お い て は、
SEI）1を高発現 して も高糖濃 度耐 性と な らな か っ 鵡 従 っ て、　Sedlpは 細胞

壁 に 局在 する こ とで 高糖 濃度耐性 に 重 要な 役割 を 果 た す こ とが 明 らか に

な っ た。一方、各種酵母 にお ける∫五ノ〕1の構造 を解析 した と こ ろ．顕 著な 高

糖 濃度 耐性 を示 すワ イン 酵母 OC2 株の Sedlp は 実験 室 酵 母 の Sedlp よ り

も、3個 の シ ス テ イン 残基 を含む 5L ア ミノ酸の リピ ート構 造 が 1つ 多 い こ と

が 示唆 さ れた。現在、こ の よ うな SEDI の 多型 が 菖糖 濃 度 耐 性 に与 え る影響

を 様 セ な方 法で検 討 して い る。

本研究 で は、出芽酵母∫acchai ’omvces 　cev’e’vh ’iaeに よ る L一乳酸発酵
且〕の 更なる

生産収 率：向上 を期待 して 、乳酸に 耐性 とな る∫ED1 ．　 DSE2 、∫C犀1／、及び

用 F3 単
一

遺伝子破壊 変異 を組合 わせ 、L一乳酸 に 対 して 超 「肘性を 示 す酵母の

育種 を 目的 と した ，こ の た め 、DSE2 とSCレv／lをka”ml ’tXと（；gLEV2 マ ーカ ー
で破壊 した α 型株 を作製 し た。一方、a 型 株 にお いて は SEDI とEA ）ヲ を

zeocine
’t
と〔Jg

．H1 ∫ヲマ
ー一

カ
ーで 破壊 した 。次 に、これ ら2つ の 二 重破壊株を 交

雑 して 四 分 ∫分析 を行 い 、IJ「種 の 全 て の組 合 わ せ の破 壊株 を構築 し た。乳

酸耐性 を調べ た とこ ろ、幾 つ か の 多重破壊株で は、これ ま で野 生型株で は

生 育が 見 られなかった8％乳酸添加 培地 に お い て も生 育 が 見 られ た。更に 、
6％乳酸添 加培地 で の 増殖 を調 べ た結果、4重 破 壊 株 が 最 も短 い 誘導期 を示

す こ とが 明 らか とな り、こ れま で に な い 乳酸 耐 性 酵 母 を 肯種 で きた こ とが

わ か った。1）lshida，　N ．ct 　al ．，　Appt．　Enviro・n．　IVIiCTobif ）t．，71，p1964 〔20  5）
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