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IEpO9 RhizoPus　oryzae に お ける 各種 炭寨源の 発酵 性評 価

○斎藤 勝
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（農研 機構 ・北農研）

IEplO 　分裂酵母 Schixosαcch α romycesPombe を用い た乳酸

　生産

O 原 太志，東 田 英毅，浜 祐 子

（旭硝子
・ASPEX ）

【目的】地球温暖化な ど を背景に 、各種バ イ オ マ ス 資源か らの バ イオ燃 料、
石 油代 替品の 生産が急務 とな っ て い る。　RhizoPzas　oり

／zae は、グル コ ース か ら

の 乳酸、エ タ ノール の 発酵能 に 加 え て 、ベ ン トース で あ る キ シ ロ ース の 発

酵能 も有 して お り、多様な糖類 で 構成 さ れ るバ イ オ マ ス の利 用 上 、新た な

発酵菌種 として 非常に 有望な菌 種で あ る。本研 究 で は 、本 菌に よ る 糸状 菌

発酵技術の 開発に 向けて 、R ．　Ot），me 各 菌株の 各種 炭 素源 の 発酵性、糖 資化

性の 評価 を行った 。
【方法】NBRC 保有の R．　on ’trte　5（／i株 を用 い、　 tOO　m1 三 角 フ ラ ス コ 中、2％炭

素源、【）．67％施 as し Nllmgen 　Base　w 〆o　Amino 　Aclds、0．5％ カ ザ ミ ノ酸の 液

体培地50　ml に よる 25℃ 、5口間 の振盪 培 養 を行 い 、培養 後の 上清 をHPL （：、
TLC に より残糖、生成有機酸等の 分析 を行 っ たu
匸結果】はじめに 乳酸 ＋ エ タ ノ ール 生 成 型 のR、　oりlza ．e　NBRC47e7 株、フ マ

ー

ル 酸 ＋ エ タノ
ー

ル 生成型 の尺 ．σ脳 α8NBRC4747 株 の 2株 を用 い 、各種炭素

源 の 発酵性を評価 した 結 果、単穂 に関 して は酵母 が 発酵で きない マ ン ノー
ス やキ シ ロ

ー
ス をは じめ 幅広 い 糖類か ら の乳 酸 、エ タ ノールの 生成が確認

で き たc 二 糖、オ リゴ糖 類に つ い て は、マ ル トース．ト レハ ロ ースの 発酵

に 加え、微量で あるが、セ ロ ビオ ース、ゲ ン チ オ オ リゴ塘 の発酵性 も確認

で き た 。現在、他菌株 の 発酵 性評 価 と乳酸、エ タ ノール の 定量 解析 を 行 っ

て い る。
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現在、化石資源 へ の 過度の 依存が大きな問題 と して 認識 さ れ て い る。この

問 題 は エ ネル ギ
ー

的な依存 と、プ ラス チ ッ ク に 代 褒 され る マ テ リア ル 的な

依存に 分 け られ る。これ らの 問題 を解決す るため、石油資源に 代わ リバ イ

オ マ ス を 用 い る とい う戦略が世界的に 採られて い る。バ イオ マ ス 由来の 代

替 品 と して バ イオ エ タ ノ ール やポ リ乳酸 〔P【A ）が 実用化 さ れ 始 め て い る

が、PL ・Xの 商 業化 は立 ち遅れ て い るの が 現状で あるe その 理 由の
．一

つ と し

て PLA の 材料 とな る乳 酸 の コ ス ト高が挙 げられ る．現在の 主 要 な 乳酸生産

は 乳酸 菌を用い た乳酸 発酵 で あ る。そ れ らの乳 酸 発酵 にお い て 中和が必 要

で あ る事 と、得 られ た 乳酸 の 光学純度 が不十分 で あ る事が 精製 コ ス トを高

騰 させ て い る。本研究 で は 耐酸 性が 強 く、乳 酸 発酵 を 行わな い 分裂酵 母

Schi．zosaccharonit ：／c’es　Pombeの 遺伝予 を改変 し乳酸 発酵を 行う 変異体株 を得る

こ とを目的 として い る。これに よ り乳酸をよ り安価に生産する事が 可能 と

な る。
S、Pom．beにヒ ト山来のLDI1 を組込ん だ株を 用い て 、12％の グル コ

ース を 含

むYPD 培地で 中和 せ ずに 培養を行 っ た。こ の 際 の 対糖収率は 50％ で あ っ た 。
こ の値 は乳酸菌 に比 べ 低 く、その 原 因 と して 本来 の経路で あ るエ タ ノール

発酵 の 存在が 考 え られ る．そ こで 対糖収率 を上げ る ぺ く、エ タ ノール 発酵

関連 酵素郡の 欠損変異体 を作製 した 。各欠失変 異体 のDNA マ イクロ ア レ イ

デ
ーダ と生育匣度か ら、主 と して働 く酵素や補完 する た めの 酵素が あ る こ

とが 判 明 した ．t これ らの 結果や祈現 に 開発し た継代安 定 性 の高 い ゲノ ム組

込み 法な ど を用い る 事に よ り、フ ラ ス コ レ ベ ル の 培養 で 対糖収率、生産性

と もに 高 い 変異株 を 得る 事に 成功 した。本研究の
一

部は NEDO プ ロ ジ ェク

トに よ っ て 行わ れた 。
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IEp12 　遺伝子 破壊に よ るス トレ ス 耐性実用パ ン 酵母 の育種
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【目的ユバ イオ エ タノ ー一ルの 生産に おい て は、高糖濃 度環境 ドに お ける酵母

の 発酵力や生育の低 下が問題 とな る 。一方、ワ イ ン 醸造 やパ ン 製造 に お い

て も、高糖濃度の ブ ドウ果汁や パ ン 生地 を用 い た場 合、発酵 不良が し ば し

ば問題にな る。それゆえ 、酵母の 高糖濃度耐性 能を強化す る 技術 が 強 く求

め られてい るが、高糖濃度環境 へ の 適応 機構 に は不 明な点が多 く、そ の 技

術 は未だ確立 されて い な い ．そ こで 、本研究 に お い て はIH芽酵母 の 高糖濃

度耐性突然変異株 を取得 し、その 遣伝学的背景 と耐性機構、及び エ タ ノ ー

ル発酵 にお ける有用性 を検討した。
【方法及び 結果1 変異処理 に よ e 、50％（wtv ）の グル コ

ー
ス を含む 高糖濃度

平板培地 に おい て 良好 な生育 を示 す 出芽酵母変異株 を取得 した 。遺伝学 的

解析 の結果、本変異株が 有する高糖濃度耐性変異 は
一一・

遺伝 丁
一
変異で か つ 半

優性変異で あ っ た。本 変異株 はソル ビ ト
ー一

ル を高濃度 に 含む 培地 に お い て

も良好な生 育を 示 したこ とか ら、本変 異は 少な く とも高浸 透圧 耐 性 機構 に

関与して い る こ とが明 らか に なった ．また 、本変異株 は高糖濃度 環境 ドに

お い て 野生 型株 よ りも顕著 に 高 い 細胞 内グ リセ ロ ー−
／レ含量 を示 した こ とか

ら、細胞内に 効率良 くグ リセ ロ
ール を 蓄積 する こ とが示 唆 され たc 本変異

株を 用 い て 液体 培養に お ける エ タ ノ ール 発酵試験 を 行 っ た 結果 、本 変異 株

は高糖濃度環境下に お い て 野生 型株 に 比ぺ て顕 著 に 良好 な 発酵 力を示 した

こ とか ら、本変異は高糖濃 度環境下 に お け る 発酵 力 の 改 善 に有用 で ある こ

とが示 唆 された。

バ ン 酵 母 の製造 や製パ ン 過程 に おい て 、パ ン 酵母 に は過 酷 な ス トレス （製

パ ン ス トレ ス）が 負荷 され る。製バ ン ス トレ ス に は、ドライ イ
ー

ス ト製造

に お け る 乾 燥 ス トレ ス や菓 子パ ン 生地 に添加 さ れ る高濃 度 の シ ョ糖 に よ る

高 浸透 圧 ス トレ ス 等 が含まれ、これ ら はパ ン 酵 母 の 発酵 力低 下 の原因 とな

る c 我 tt は 現在 豪 で に ．優 れた 製パ ン ス ト レ ス 耐性 を有 す るパ ン 酵母 の 作

出 に 向 けて 、酵 母の ス トレ ス 耐性関連遺伝 子に 着 目した ポ ス トゲノ ム解析

を 行 っ て きた。本大会で は、実験室 酵母の 遺伝 子破 壊 株 コ レ ク シ ョ ン を用

い た 網 羅的表現型解析 を基盤 とした 、遺伝チ破壊に よ る ス トレ ス耐性実 用

パ ン酵 母の 育種の 試み に つ い て 報告 す る．ま ず 、網 羅解 析の結 果、ス トレ

ス 耐 性 を示 した破壊株に お ける破壊 遺伝子を 、実用 パ ン 酵母 に お ける破壊

対象遺伝子 として 選定 した 。実用パ ン 酵母 よ り遺 伝子破 壊株 を作製 し、そ

の 発酵 力を製パ ン ス トレ ス 負荷条件に お い て 評価 した と ころ 、ア ル デヒ ド

脱水素酵 素をコ
ー

ドす る ALD2 遺 伝 子 等 の 破 壊が ス トレ ス 耐性パ ン 酵母の

育種 に 有効 で ある可能性が 示唆 され た （本 研 究 は生研セ ン タ
ー

基礎研究推

進事業 の 助成 を受 けて 実施 した も ので あ る）。
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