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2BpO7 　清酒 酵母 協会 7号 胞 子 非 形 成に お ける Cln3 タ ン パ

　ク質の役割

○小森 敬介 ，岩野 君 夫，中澤 伸重

（秋 田 県大院 ・生 資科）

目的
一
般に醸造酵母 の胞子形成が 弱 い こ と は知 られて い るが 、その 原因は

未だ明 らか に さ れ て な い ．我 々 は清酒酵母 協会7号 （K7＞の 胞子非形成 メ

カ ニ ズム の解明を試 み、現在 まで に CL八ワ 遺伝子 を破壊 する こ とに よ っ て

AVIEI 遺伝子 の 転写 が誘導 さ れ、若 十で はあ るが胞子形 成が回復す る こ と

を 既 に報告 して い る
1）。本研究で は胞子非形成性 に お ける Cln3タ ン パ ク質

の 役割を解析 した．
方法 お よ び結果 K7 にお い て 胞子形成条件

．
ドでは down −reguhtion されず

Gln3 タ ン パ ク質が 存在す る こ とが ウエ ス タン ブロ ッ トに よ り観 察された。
ctn3M 株でiME

．
1遺 伝子

．
を高発 現させ た とこ ろ、胞子形成率 はcl7己．ig株の それ

に 比べ 約2倍に F昇 し た。「⇒
．
期 減数 分裂遺伝 ゴの誘導 に必要なImel −Ume6

タ ン パ ク 質の相 互作用をTxvo−hybird法 に よ り解析 した結果、　f，tnSSi株の β
一ガ

ラク トシ タ
ーゼ の活性 値が約 20 倍に 1二昇した。これ らの こ とは Inlel−

Ume6 タン パ ク質の相互作用 をClnSタン パ ク質が妨 げてい る こ とを示 して

い る cImel タン パ ク質 とUmc6 タン パ ク質との相 互作 用を促進 するRiml1
お よび Rim15 タ ン パ ク質 とGlnSタン パ ク質 との 関係 を、　 ctnJti 株 にお い て

RIMII およびR ∫M15 遺伝子 の破壊や高発現株を使 っ て 調べ た ところ 、GlnB
タン パ ク質は これ らの 因子 と拮抗 的に働 い て い る こ とが分か っ た。以．．ヒの

こ とか ら、ClnSタン パ ク質 は1ME1 遺伝子の 発現 を転写 レベ ル だけで な く、
転写後 レ ベ ル で も制御 して い る こ とが 明 らか とな っ た。
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2BpO8 　酵母で の 分泌発 現 に 適 した シ ロ ア リ原生 生 物セ ル

　ラーゼ遺 伝子の ス ク リーニ ン グ
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【背 景
・
凵的】下等シ ロ ア リの 後腸内に は 原生生物 が 共生 し、高効率なバ イ

オ マ ス 分解 を行 っ てい る．しか し腸 内原生生物 は難培養性で ある こ とか ら、
バ イオマ ス分解能力 を人工 的 に再構築す るために は原生生 物由来の酵 素を

異種発現 させ るこ とが重要で ある。本研究で は、酵母での 分泌発現に 適 し

た シ ロ ア リ原 ll．物セ ル ラ
ーゼ遺伝 于 をス ク リ

ーニ ン グ する こ とに より、
セ ル ロ

ー
ス を塘化

・
発酵で きる酵母 を構築する こ とを目指 した。

【実験 方法
・
結果14 種類の シ ロ アリ、お よびキゴ キブ リ腸 内に 共生する原

生生物 由来 の完全長 cDNA ライブ ラリ
ー

での 解析
1）
をもとに 、14e 種類の セ

ル ラ
ー

ゼ遺伝 T一を取得 した。これ らを酵 MSace／ha・rottt｝，ces　cerew，　iaeで分泌発

現 させ るこ とを目的 に、セ ル ラ
ーゼ 発現 ライブ ラリ

ー
を構築 した。本発現

ライ ブラ リ
・一

を、β
一
S
・luc〔｝sidase 活性能を付 テした組換え酵母 に導入 し、炭

素源 をcarboxynlethyl 　ce1 ］ulose （（］M 〔］）とす る培地で ス ク リ
ー

ニ ン グを行一p
た．その 結 泉、数種類の セ ル ラ

ー
ゼ遺伝f が選抜 され、既存の セ ル ラ

ー
ゼ

と比 較 した とこ ろ、高い セ ル ロ
ー

ス 分解活性 を示 す こ とが 確認さ れ た。
1＞Tbdaka　et．　ul．，FEM ∫Microb｛oi．　Ef．’olog ｝

’，2007．　Vol．59．　p592−599、
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2Bp10 　ル シ フ ェ ラ
ーゼ遺伝子 の PCR に よ る全合成 とコ

　 ドン 最 適化
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2Bpl1 ゲ ノ ム の 再編に よ る高温 ・酸 性条件下 で の エ タ

　ノ
ー

ル 高 生 産 酵 母 の育 種
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本 研 究 で は遺 伝子全 合成の 最適な 条件 と．コ ドン 最適化に よ る遺 伝 子発現

量 の 変 化 を調 べ た 。その た め に P（：R と複数の 相補 的な オ リゴ ヌ ク レ オ チ ド

（プ ラ イ マ ー
）を 用 い て遺 伝子全 合成 を行 っ た 。今 回は G 齠 5洳 ρ吻 鰐）∫山来

ル シ フ ェラ
ー

ゼ （GLu の遺 伝 子 を対象 と した 。これ は 558bp の 比較 的短 い 遺

伝 了 で あ り、プ ライ マ ー設 訂
．
と遺伝子の 活性評価 が 容易に で き る た め 、モ

デル に最 適 と考 えた 。遇 伝 子 は 出芽 酵丹 ∫αc読 αη 朋 膨 ∫ 闇 アi 競 鰓 の 高発現遺

伝子 に 頻 出 す る コ ドン に置 き換 え て 設 計 した （｝
・GLuc ｝。合成 で は プ ラ ．イ

マ
ー

をPC］Rで つ な ぎ、再 度 の PGR で 日的 遺 伝 丁
・
全 長 に柑 当 す る 選 伝子 を 増

幅 した 。合 成 した 遺伝 了
．
を∫．‘醜 論 訛 に 導入 し、形質転換体の ル シ フ ェ ラー・

ゼ活 性 を評 価す る こ とで 合 成 の 成 否 を判 断 した 。プ ライ マ ーとし て は 、40

mer の プラ イ マ
ー

と相 補 プ ライ マ ーを用 い る方法 （401c40 ）、90　mer と 40

mcr を用 い る方；k（80〜c4U ）、8〔｝mer と80　mer で の 方 法 （SOtcse）を 行 っ た 。そ

の結果、高い ア ニ
ー

リン グ温 度 で合 成 す る こ とで 機 能 す る遺 伝 子 の割 合 が

高 くな っ た 。これ ら の活 性 株の 内 2 株に ク ロ
ー

ニ ン グされ た 遺 伝 子配 列 を

調べ た所、設 計通 りの配 列 であ る こ と を確 認 した ．しか し、801c80で は ど

の よ うなPCR 条件で も活性 株を取得 で き なか っ た。遺伝 子 全 合 成 で 取 得 し

た yGLuc 遺伝子 と、ヒ ト培 養細胞 内 で 高 発現 す る よ うに 設計 され たhGLuc
遺伝 子の S、cc’）’evisiaor細胞 内で の 発現 量 を 比 較 した 所 、　 yG廴uc 導入 株は

hGL 庶 導入 株の 約二 倍の ル シ フ ェラ
ー

ゼ活性 を 示 した。

近年 の 環 境間題 に よ り、再 生可能な バ イ オ マ ス 燃料 が注 目さ れて い る。酵

母に よ るエ タ ノ ー
ル 発酵 で は、冷却コ ス トの 低減 や雑 困 汚染 防止 の 面か ら

高温 ・酸性条件 お け る 高い エ タ ノ ール生産性 が求 め られ る。我 々 はこれ ま

で の 研究で 、Sacclta，1’om ｝
ices
’　cet’evi．siae ホ モ タ リ ッ ク 雑種 二倍 体株TJ14 を造成

して い る。　TJ14 株は 10％グ ル コ
ー

ス 液体完全培地 に お い て 41 ℃の 培穫 で も

高い エ タ ノ ール 生 産 景 （4．5％）及び 発酵 効 率 （8U％ ） を示 す 。この コ：114
株を さ らに 性格 付け する た め 、高温条件

．
「「

（45
〜55 ℃ ）に お ける生 存率 を

11J14株の 両親 株 と比較 した。その 結果、い ず れ の 条件 に お いて も IJI4株
は両 親株を 上 回る生 存率を 示 し、優 れ た 耐熱性 を持 つ 事 がわ か っ た．同様

に エ タ ノール 存在 ド （IO − 25 ％）に お け る TI14 株 の 対数 増殖 期及び 定常期

細胞 の 生 存率を そ れ ぞ れ 両親株 と比較 した とこ ろ 、m ％ エ タ ノ ール存在 下

で は 3株 と も細胞周期に か か わ らず 100 ％近 い生 存率 を示 した が 、20％ 以 上

の エ タ ノール 濃 度 に な る と対 数 増殖 期 の 細胞 は 9．株 と も著 しい 生 存 率 の 低

下 が 見 られ た ，これ に 対 し定 常期の 細 胞 で は：［Jl4株 が両 視株 を上 回 る生 仔

案 を示 した 。現 在 このTJ14 株に 、我 々 が 別途 の研 究 で 同 定 し た酸 耐 性 付 与

遺 伝子 lbVdlを 導 入 し、高温 ・酸 性 条件 下 で エ タノ ール 高生 産性 を示 す 株

の 育 種 を行 っ て い る ．
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